


    
図１ 取得した全細胞（左）と１型コラーゲン陽性細胞（右）のクラスタリング 

 

 

線維芽細胞の多様性をより高い解像度で明らかにするため、得られた細胞群の中から１

型コラーゲン陽性細胞を抽出し、再クラスタリングを行ったところ１２個のクラスター

を得た。 

 得られたクラスターのマーカー解析を行ったところ、一部は既知のマーカーを発現す

る平滑筋細胞（クラスター5, 7）やペリサイト（pericyte, クラスター9）であることが

明らかになった。クラスター11は Mki67を高発現する増殖細胞だった。しかしながらそ

の他のクラスターマーカーについてはこれまで詳細に分類されていないものだった。 

 クラスタリングにより明らかになった線維芽細胞亜集団の局在を明らかにするため、

最近報告された in situハイブリダイゼーション技術である PLISH (proximity 

ligation in situ hybridization)を用い(Nagendran et al., 2018)、クラスターマーカ

ーの局在を調べた。クラスター0, 1, 2, 10は似通った遺伝子発現プロファイルを持っ

ており、さらにそれらのマーカーは肺胞壁に存在する Col-GFP陽性細胞が高発現してい

た(alveolar fibroblast)。クラスター4, 6のマーカーは気道と動脈の束である

bronchovascular bundle内の空間の Col-GFP陽性細胞に高発現していた(adventitial 

fibroblast)。クラスター4は Il-33や Ccl11等のサイトカイン遺伝子を発現しており、

免疫細胞とのクロストークが示唆された。クラスター6は Adh7等のマーカー発現によっ

て特徴づけられた。クラスター3のマーカーは気道上皮細胞の直下で、平滑筋細胞と近

接する Col-GFP陽性細胞に高発現していた(peribronchial fibroblast)（図２） 

 

 

     
図２ 各クラスターの局在（左）とその模式図（右） 

 

 

 

 



2. 線維化肺に特異的なクラスターの同定とその特徴 

 

明らかになったクラスターの多くは通常肺と線維化肺両方のサンプルに共通したもので

あったが、クラスター8はその多くが線維化肺由来細胞であった。クラスター8のマーカ

ーを解析したところ、１型コラーゲンをはじめとするコラーゲン遺伝子を最も高く発現

しており、さらに tenascin cや osteopontin、periostin等の細胞外マトリックスを高

発現していた。PLISHを用い、線維化を誘導した肺でその局在を調べたところ、肺胞に

おける線維化領域の一部の Col-GFP陽性細胞であることが分かった（図３）。これらの特

徴から、クラスター8 が線維化において細胞外マトリックスを放出する病的線維芽細胞

であることが示唆された。 

 

 
図３ PLISHを用いた Cluster8細胞の局在同定 

 

3. ヒトの線維症患者由来のサンプルを用いた１細胞 RNAシークエンス解析 

 

次にヒトのサンプルを用い、マウスで明らかにした亜集団に保存性があるかを検討し

た。通常肺のサンプルは３名の臓器移植ドナーより得た。線維化肺は、肺移植の際に摘

出された肺を用い、３名の IPF患者と２名の scleroderma患者からサンプルを得た。線

維芽細胞を純化するため、lineage (CD31, CD45, CD235a, EpCAM)陰性細胞をセルソータ

ーにより純化した。さらに、比較のために全肺細胞（CD235a陰性）も同時に純化した。

マウスと同様に 10x Genomics Chromiumシステムを用いて１細胞 RNAライブラリーを作

製し、１細胞遺伝子発現プロファイルを取得した（図４）。 

 

 
図４ ヒトの通常肺と線維化肺の１細胞 RNAシークエンス解析 

 

 



１型コラーゲン産生細胞を抽出し、再クラスタリングしたところ、マウスにおける

alveolar fibroblast, adventitial fibroblast, peribronchial fibroblast, smooth 

muscle cell, pericyteに相当するクラスターが見つかり、１型コラーゲン産生細胞の

多様性がマウスとヒトで保存されていることが明らかになった。さらに、マウスで病的

線維芽細胞として同定された cluster8に相当するクラスターも存在した。そのクラスタ

ーはマウスのクラスター8 と共通のマーカーを発現しており、マウスと同様に病的線維

芽細胞であることが示唆された。 

 

4. 各種線維芽細胞亜集団の単離方法の確立 

 

１細胞 RNAシークエンス解析により明らかになった線維芽細胞亜集団の細胞表面マーカ

ーを調べたところ、特定の分子を用いることでそれぞれが単離可能であることが示唆さ

れた。Col-GFPマウスの肺を分散し、各マーカーで染色してセルソーターで集団を純化

し、定量的リアルタイム PCRによって各集団のマーカー遺伝子発現を調べたところ、

alveolar fibroblast, adventitial fibroblast, peribronchial fibroblast それぞれ

が当該表面マーカーで単離可能であることが明らかになった。さらに、ブレオマイシン

によって肺線維症を誘導した肺を分散し、クラスター8の表面マーカーを発現する細胞

を純化したところ、クラスター8が発現するその他のマーカー遺伝子を高発現してい

た。このセルソーティング手法を用い、クラスター8細胞を単離して、細胞遊走アッセ

イを行ったところ、クラスター8は alveolar fibroblast, adventitial fibroblast と

比較して高い遊走能を持っていることが明らかになった（図５）。さらに、線維化を誘導

した野生型マウスに、Col-GFPマウスから単離したクラスター8細胞を経気道細胞移植法

で養子移植したところ(Tsukui et al., 2015)、alveolar fibroblast, adventitial 

fibroblastと比較して高い生着能を有していることが分かった（図６）。これらの結果

は、クラスター8 細胞が高度に活性化した病的線維芽細胞であることを示している。 

 

 
図５ クラスター8細胞が示す高い遊走能 

 

 

 

 
図６ クラスター8細胞が示す養子移植後の高い生着能 

 

 

 

 



 

本研究はこれまで知識に乏しかった肺の線維芽細胞亜集団を包括的に明らかにし、それ

ぞれのマーカーや単離方法を明らかにした。さらに、線維化肺に特異的な病的線維芽細

胞を明らかにし、それらが線維化に促進的な表現系を有していることを明らかにした。

今後は病的線維芽細胞の役割を更に詳しく解析し、新規治療標的の同定を目指す。 
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