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研究成果の概要（和文）：細胞外マトリックス変容の際に高発現するバーシカンとその分解産物バーシカインの
生体内機能を明らかにする目的で、蛋白質分解酵素抵抗性バーシカンを発現するノックインマウスを作出し解析
した。同マウスホモ接合体は一定数が胎生後期に臓器出血を呈して死亡すること、出生したマウスは合趾症を示
すことがわかった。創傷治癒モデルと腸炎モデルにて解析した結果、ADAMTS群がバーシカンコア蛋白質の特定部
位を切断することによって同分子が代謝されること、蓄積されたバーシカンはTGFβシグナルの亢進を通じて線
維芽細胞の筋線維芽細胞への分化を促進する一方、代謝産物のバーシカインは当該の分化を抑制することが明ら
かとなった。

研究成果の概要（英文）：Versican is a large proteoglycan expressed at high levels in tissues during 
development and remodeling in pathological conditions. Its core protein is cleaved at a region close
 to the N-terminal end of CSbeta domain by ADAMTS family proteinases. Here, using a CRISPR/Cas9 
system, we generated knock-in mice (V1R), which express an ADAMTS cleavage-resistant versican. Some 
V1R homozygote mice, termed R/R, exhibit syndactyly and organ hemorrhage at late embryonic stages. 
In wound healing experiments, R/R wound shows versican accumulation and activated TGFbeta-signaling 
in the early stage, leading to faster healing than wild type wound. The wound region showed higher 
levels of overall cell proliferation including endothelial cells and myofibroblasts, and increased 
levels of inflammatory cell infiltration. These results demonstrate that the cleavage site 
determines versican turnover and that versican plays a central role in the provisional matrix during
 the wound repair.

研究分野： 実験病理学

キーワード： バーシカン　プロテオグリカン　創傷治癒　ノックインマウス　細胞外マトリックス

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　炎症における組織破壊と修復の過程ならびに腫瘍浸潤過程においてECMがダイナミックに変容する際にバーシ
カンは仮設マトリックスの形成に中心的な役割を果たすといわれている。
　本研究成果は、同分子のADAMTS群による分解の意義と代謝産物であるG1断片バーシカインの生体内機能を世界
で初めて明示したものとして意義が大きい。G1断片がマトリカインとして機能するという事実は、マトリカイン
の概念を支持する新たな例といえる。今後はバーシカインの作用機構の詳細を解明し、病態の人為的制御方法の
開発に繋げたい。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
動物の個体は細胞のみから構成されるわけではなく、細胞周囲に細胞外マトリックス

（Extracellular Matrix、ECM）と呼ばれる特殊な構造を有している。ECM は臓器や組織を構築
すると同時に生理活性分子の蓄積や濃度勾配の形成を行い、細胞へのシグナル伝達を制御し細
胞外微小環境の本体として機能する。炎症と修復の過程では ECM を含む組織の破壊と構築さら
には改築が観察される。生体内秩序を逸脱した間質結合組織の増生は線維症として知られ、肺、
肝臓等に発症すると臓器本来の機能が失われ重篤な病態となる。また癌の浸潤転移等の病態で
は ECM は細胞外微小環境の本体として癌細胞の挙動を制御する。このように ECM は種々の病態
の場となっており、その形成と代謝機構の理解は様々な病態の発症・進展の解明ならびに疾患の
治療開発に繋がる。 
ECM 分子群のうち巨大コンドロイチン硫酸

（Chondroitin Sulfate、CS）プロテオグリカンとし
て知られるバーシカン（Versican、以下 Vcan）は、
その普遍的発現、他の ECM 分子群との特異的結合能、
培養系にて観察される細胞挙動制御作用、遺伝子欠損
マウスが重篤な表現型を呈するという事実から、ECM 
のダイナミズムを司る分子と推測されてきた。これま
での研究成果から、Vcan は胎生期に一過性に高発現
し、一時的あるいは暫定的ないわゆる仮設マトリック
ス（Provisional Matrix）を形成するとともに細胞の
遊走と分化を促進するという概念が確立されつつあ
る。Vcan のコア蛋白質は両端に球状ドメイン（それ
ぞれ G1、G3）を、中央に CS 付加ドメインを持ち、
１）G1 ドメインを介したヒアルロン酸シグナルの制
御、２）G3 ドメインと他の ECM 分子の複合体による
TGFbeta 等の成長因子の貯留と分配、３）CS鎖と生理
活性分子結合活性に基づくシグナル制御、４）G3 ド
メイン内に存在する EGF 様モチーフによる EGF 同様のシグナル伝達の計 4 種類の作用点を介し
て上記の機能を発揮していると考えられている（図 1）。 
 胎生期の組織構築の過程では Vcan の発現と同調するように仮設マトリックスは形成され消失
し、本来あるべき ECM 分子によって置き換えられ、成熟した ECM が完成する。Vcan の分解に関
しては、A Disintegrin and Metalloproteinase with Thrombospondin Motifs (ADAMTS)群の蛋
白質分解酵素ADAMTS-1,4,5,9,15,20
がいずれも Vcan CSβドメイン内の
特定配列を切断することが明らかと
なり、現在これら 5 種類の ADAMTSs
はバーシカナーゼ（Versicanases、以
下 Vcanases）と呼ばれている。さら
に ADAMTS 遺伝子欠損マウスの解析
から Vcan の分解が細胞のアポトー
シスに必要なこと、Vcan コア蛋白質
切断後の N－末端側の産物に線維芽
細胞増殖促進作用、多発性骨髄腫の
免疫制御反応亢進作用等の生理活性
が存在することが最近明らかとな
り 、 同 産 物 は バ ー シ カ イ ン
（Versikine、以下 V-kine）と命名さ
れ、その機能解析が幾つかの研究施
設にて開始されつつある（図 2）。 
 上記の研究の趨勢を踏まえると、現在の ECM/Vcan 研究において明らかにすべき重要な疑問は、
１）Vcan はそのまま留まっていてはいけないのか、２）病変部において Vcan の分解を担うのは
どの Vcanase なのか、Vcanases 以外に Vcan 代謝を担う蛋白質分解酵素はないのか、３）局所に
産生される V-kine の生体内機能は何かであり、突き詰めれば「Vcan の代謝の意義は何か」に集
約される。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は ECM の変容の際に高発現する Vcan ならびにその分解産物である V-kine の生体
内機能を明らかにし、Vcan 代謝の鍵となる蛋白質分解酵素を決定し、これらの結果を基に組織
破壊後の修復過程における Vcan 代謝の意義を解明することである。 
 
３．研究の方法 
（１）病態モデルマウスの解析と V-kine の投与あるいは生体内発現による病態変化の観察 
Vcan の CSβドメイン内に存在する Vcanase 共通の切断配列に変異を導入すると Vcanase 抵抗



性 Vcan を発現できることを哺乳動物発現系にて確認した。次に、CRISPR/Cas9 の技術を用いて
同一の変異をマウスゲノム内に導入することによって Vcanase 抵抗性 Vcan を発現する
「Vcanase-resistant Vcan 発現ノックインマウス（V1R）」を作出した（図 2、3参照、広島大学
本田浩章教授との共同研究）。本研究ではまず V1R のホモ接合体 R/R マウスと野生型マウスに下
記 4種類の病態を作出して比較解析した。 
病態モデルは、①皮膚創傷治癒モデル（背部に全層性の皮膚欠損を作出）②デキストラン硫酸

ナトリウム（DSS）誘発性腸炎モデル（飲水中に DSS を投与し、急性および慢性腸炎を作出）③
四塩化炭素肝線維症モデル（週 2回計 8週間腹腔内投与）、④腫瘍移植実験（皮下に腫瘍を移植
し、腫瘍の大きさ、血管新生、腫瘍間質の変化等を検討）とした。なお様々な腫瘍細胞株移植の
予備実験の結果、豊富な実験結果の蓄積を持つ QRsP11 線維肉腫株と mT3 膵癌細胞株を用いて実
験を行うこととした。 
解析方法に関しては①形態学的解析（通常の組織染色ならびに免疫染色）、②生化学的解析、

③qRT-PCR 等を行う。対象分子は、i) ECM 分子群、ii) 蛋白質分解酵素群（ADAMTS 群、マトリ
ックスメタロプロテアーゼ（MMP）群等）、iii) 間質線維芽細胞マーカー（αSMA、vimentin 等）、
iv) 血管、リンパ管マーカー（CD31、CD34、LYVE1）、v) 炎症細胞マーカー（ CD11b、F4/80 他
各種）、vi) 炎症性サイトカインや TGFβ、VEGF 等の生理活性分子とした。 
V-kine の投与あるいは発現： R/R マウスにみられる野生型との病態の差異は Vcanases によっ
て分解されない Vcan の蓄積によるのか、あるいは V-kine の産生の欠如によるのかは V-kine 機
能回復実験によって判明する。野生型マウスの病変部に V-kine を投与すれば V-kine の生体内
機能の有無と程度が明らかとなる。そこで野生型と R/R の病変局所に V-kine を投与あるいは発
現して解析を行った。 
（２）病変部の Vcan 代謝において決定的な役割を果たす蛋白質分解酵素の同定 
qRT-PCR 法を駆使して、5種類の Vcanases のうち病変部にて発現の高い酵素を絞り込んだ。炎

症や癌等のヒト病態組織切片に対して Vcan、V-kine、さらには候補の Vcanase について免疫染
色を行い、マウスとヒトの病態において重要と思われる Vcanase の判定を試みた。Vcanase の遺
伝子欠損マウスに各種病態モデルを作出し Vcan の分解、V-kine の産生を評価するともに野生型
と比較して病態の差異の有無を検討した。 
（３） Vcan や V-kine の機能を介在する生理活性物質や受容体、シグナル経路の同定 
病変部における Vcan や V-kine の作用機構の詳細な解明を試みた。Vcan の４つ作用点（図 1

参照）を踏まえて HA とその受容体、TGFβスーパーファミリーのシグナル経路、CS 鎖の物性に
よる影響等を検討していく。同時に、マイクロアレイ解析、プロテオーム解析（iTRAQ 法）等を
駆使して新たな介在分子やシグナル伝達経路の探索を行い、候補の分子やシグナル経路を絞り
込んだ後は、上記１）の解析手法を活用して解析を進めた。 
 
４．研究成果 
Vcanase 抵抗性 Vcan を発現する「Vcanase-resistant Vcan 発現ノックインマウス（V1R）」の

実験群を調製し、生理的状態と各種病態モデルにて解析を行った。 
（１）生理的条件下におけるマウスの解析結果 
野生型(以下 W/W)と比較して V1R のホモ接合体（以下 R/R）は、①出生仔数が少ないこと、②

合趾症を呈することがわかった。出生仔数減少の原因を解明したところ、胎児は胎生約 14.5 日
（E14.5）までは正常に発育するが E16.5 では臓器出血を呈する胎児が一定数見られた。胎生期
の血管の解析を遂行中である。合趾症の有無は同じ C57BL6/N 系統でもラインによって発症頻度
が異なること、すなわち遺伝的浸透性が 100％ではないことがわかった。そこで合趾症を呈する
R/R の雌雄を交配させることにより遺伝的浸透性がほぼ 100％の系列を樹立し実験群として使用
することとした。合趾症に関して組織学的検討を行ったところ、趾の骨形成に異常はなく表皮と
真皮の部分の分離不全が観察された。 
（２）皮膚創傷治癒モデル 
生後約 12 週齢の W/W および R/R マウスの背部に 8 mm トレパンを用いて全層性の皮膚欠損を作
出し、治癒過程を観察評価した。その結果、W/W と比較して R/R では治癒が速いこと、創部では
Vcan の貯留量が多いこと、TGFβシグナルが亢進していることがわかった。また真皮線維芽細胞
の増殖と筋線維芽細胞への分化が亢進していること、浸潤マクロファージ量が増加しており M1
系へシフトしていることがわかった。W/W と R/R の背部皮膚から線維芽細胞を採取・分離して培
養系にて検討したところ、R/R 線維芽細胞では Vcan、I, III 型コラーゲン、ヒアルロン酸の貯
留・沈着量の増加、TGFβシグナル伝達の亢進、筋線維芽細胞への分化の促進が観察された。以
上の一連の結果から、創傷の創部に Vcan が発現し、同分子の代謝が主として ADAMTSs 群の蛋白
質分解酵素によって行われること、Vcan が TGFβのシグナル制御を通じて創傷治癒を促進する
ことが明らかとなった。 
（３）デキストラン硫酸ナトリウム（DSS）誘発性腸炎モデル 
生後約 12 週齢の W/W および R/R マウスに DSS 含有の飲水を 5 日間投与して急性腸炎を誘発

し、投与開始 8日後に腸の状態を解析した。マウスの体重、血便の程度、腸管の長さ、組織学的
スコア等を測定した結果、R/R マウスでは W/W と比較して腸炎の程度が軽度であることがわかっ
た。R/R の腸管では Vcan の蓄積とマクロファージの浸潤が亢進していた。さらに腸炎病巣から
細胞を採取し、マクロファージと間質細胞を FACS にて分離し培養を行い各種細胞に関して検討



を行った。マクロファージに関しては、M1、M2 の両者が同様に増加していた。間質細胞に関し
ては R/R において筋線維芽細胞の比率が高かった。さらに間質線維芽細胞とマクロファージに
ついて膜を隔てた重層共培養系を考案、確立し検討を行ったところ、野生型マクロファージと
R/R 線維芽細胞にて筋線維芽細胞への分化抑制が観察され、当該培養系の結果から Vkine が線維
芽細胞の筋線維芽細胞への分化を抑制していることが示唆された。そこで線維芽細胞に Vkine を
強制発現させたところ同分化は抑制された。以上の結果より、炎症部位における Vcan を基質と
して ADAMTSs によって産生される Vkine が線維芽細胞の筋線維芽細胞への分化を抑制し、炎症
を増強させていることが強く示唆された。なお本研究成果は投稿準備中である。 
（４）腫瘍移植実験 
C57BL6 系マウスに生着できる膵癌株 mT3-2H3 を W/W マウスならびに R/R の背部に移植し、腫瘍
塊の検討を行っている。 
 
炎症における組織破壊と修復の過程ならびに腫瘍浸潤過程において ECM がダイナミックに変

容する際に Vcan は仮設マトリックスの形成に中心的な役割を果たすといわれている。本研究成
果は、同分子の ADAMTS 群による分解の意義と代謝産物である G1 断片（Vkine）の生体内機能を
世界で初めて明示したものとして意義が大きい。G1 断片がマトリカインとして機能するという
事実は、マトリカインの概念を支持する新たな例といえる。今後は Vkine の作用機構の詳細を解
明し、病態の人為的制御方法の開発に繋げたい。 
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