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研究成果の概要：肝硬変をはじめとする病的な組織線維化に関わり、かつ遺伝子転写調節機構

の解明の進んでいないⅢ型コラーゲンの転写調節タンパクについて解析した。転写活性発現に

最も重要である転写因子 BBFと、新たに見いだされた特異的転写抑制に関わる転写因子 GS 5
について、二次元電気泳動上での泳動位置を確認し、部分精製をからめてスポットを特定でき

た。BBFについては一部アミノ酸シーケンスを確認し現在精査している。生体内の解析に繋げ
るため、肝硬変モデルマウスを作成した。 
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１．研究開始当初の背景 
 肝硬変などに代表される組織線維症は慢
性で難治性の疾患である。線維化を及ぼす主
体はコラーゲン線維の増生であるが、その遺
伝子転写調節機構については殆ど解ってい
ない。特にⅢ型コラーゲンについては、重要
な主要線維性コラーゲン分子種であるにも
関わらず、他のコラーゲンとプロモーター構
造が異なっており、解っていない事が多い。
最も重要な転写因子としては転写開始点上
流-63～-80bp にある B 領域と呼ばれる DNA
配列に結合する BBF という分子量 95kDa の
タンパク質が報告されているが、まだ単離は

されていない。これは普遍的な転写因子であ
り、転写の特異性に対する関わりについては
不明である。またルシフェラーゼを用いたプ
ロモーターアッセイでは各細胞株のⅢ型コ
ラーゲン発現の有無に関わらず、普遍的に転
写活性が検出される矛盾が多く見られる。こ
の点に関して、我々はプロモーター活性があ
るのにも関わらず、実際のⅢ型コラーゲン発
現のない A204 細胞に、分子量約 40～53kDa 
の新規 DNA 結合タンパク質が存在するのを
発見し、GS 5と名付けた。またⅢ型コラーゲ
ンを発現する RD細胞を形質転換したところ
Ⅲ型コラーゲン発現能を失った変異体が得
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られ、その核タンパク中には GS 5 がみられ
るようになっていた｡この新規転写因子は
BBFの結合配列と全く同じ領域に結合し、熱
安定性など他にも BBF と類似する物性がみ
られた。またこの転写抑制は本来のⅢ型コラ
ーゲン遺伝子のみに起こっており、プラスミ
ドやトランスジーン由来の外挿プロモータ
ー上では転写活性が検出された｡このことか
ら本例は、染色体上の位置関係にも依存する
遺伝子抑制機構があり、我々の発見した新規
DNA結合タンパク質は、これに関わっている
と考えられた｡我々はこのタンパク質を単離
することにより、新たなコラーゲン遺伝子転
写調節機構を解明する事を目指し、本実験を
計画した。 
 
２．研究の目的 
平成19年度  

(1) Ⅲ型コラーゲン発現に重要な役割を果た
すことが示されている転写因子BBFとGS5を
多く発現しているA204細胞から5’伸張型発
現cDNAライブラリーを作成し、プロモータ
ー部位の結合配列DNAや、二次元電気泳動上
のスポットより推測されるアミノ酸配列を
基にスクリーニングを行い、BBFとGS5の単
離を試みる。 
(2) Ⅲ型コラーゲンの強いプロモーター活
性持ちながら、実際にはⅢ型コラーゲンを発
現していないA204細胞、プロモーター活性と
実際の発現を示すRD細胞、さらに形質転換処
理によって実際の発現を示さなくなったRD
亜株の核タンパク質分画の二次元電気泳動
法を行い、発現プロファイルを比較する｡ 
(3) 二次元ゲル上での各DNA結合因子の位
置決めを行ない、該当するスポットをアミノ
酸配列決定等のキャラクタライズを行う。 
 
 平成 20年度  
(4) 前年度の結果をうけて、A204 の核タン
パク質分画をヘパリンアガロースカラム、イ
オン交換 HPLC、特異的結合配列を含む DNA
アフィニティカラムにより部分精製を行う。 
(5) RD 株とⅢ型コラーゲンを発現しなくな
った亜株間でプロモーター領域のメチル化
状態を調べる。 
(6) 四塩化炭素による肝硬変モデルマウス
や創傷治癒モデルマウスなどの個体レベル
における線維化モデルをセットアップし、Ⅲ
型コラーゲンの発現量の増大する事を確認
し、上記実験結果の情報があれば個体レベル
の事例とすり合わせを行う。これらの方法に
よりコラーゲン増生のメカニズムの解明を
進める予定である 
 
３．研究の方法  
 平成 19年度  
(1) 5’伸張型発現cDNAライブラリー作成と、

BBF及び GS 5因子のスクリーニング。 Ⅲ型
コラーゲン転写抑制にはたらく新規 DNA 結
合タンパク質 GS 5 を最も多く発現している
A204細胞から mRNAを抽出、精製し、出来
るだけ 5’側まで伸長した長鎖 cDNAを作成し
た。cDNA作成は Clontech社の SMART cDNA
合成システムにランダムプライム法を組み
合わせて行なった。この cDNAを 3フレーム
発現型λファージベクターに挿入方向を揃
えて組み込んで良質の発現型 cDNAライブラ
リーを作成した。これに対しⅢ型コラーゲン
転写開始点上流-50～-90bp の DNA をタンデ
ムに繋げた断片をプローブとし、本領域と特
異的に結合するタンパク質をサウスウエス
タン法によりスクリーニングした。スクリー
ニングの方法はこの他にも、精製した核タン
パク質のアミノ酸情報に基づいて作成した
DNA オリゴマーを用いたハイブリダイゼー
ション法によっても行われた。 
(2) 二次元電気泳動パターンの比較。 G418
薬剤耐性への形質転換の影響でⅢ型コラー
ゲン非発現型となった RD 亜株と元来の RD
株、A204 株から核タンパク分画を抽出し、
透析脱塩を行った後二次元電気泳動を行い、
パターンの比較を行なった。さらに量の少な
いものを調べるために銀染色も行った。 
(3) 二次元ゲル上の DNA 結合因子の位置決
め。 核タンパク質の二次元電気泳動につい
て目的となる DNA 結合タンパク質がどの位
置にスポットされるか、切り出した後リフォ
ールディングを行い、ゲルシフト法にて DNA
結合活性画分の位置決めを行った。同定され
た位置にあるスポットをスポットカッター
で切り出し、MALDI-TOF-MS により、Mass
解析を行った。また、BBFのスポットと思わ
れるものについて、 ABI プロテインシーク
エンサー社製により、アミノ酸配列解析を行
った。 
 平成 20年度  
(4) 核タンパク質の部分精製。 A204の核タ
ンパク質分画を、ヘパリンアガロースカラム
で部分精製した。カラムへの結合は 100mM 
NaClの条件で行い、溶出は 400mM NaClの条
件で行った。DNA結合分画の確認を行った後、
イオン交換 HPLCを陰イオン担体 SP、陽イオ
ン担体 DEAEそれぞれについて行った。カラ
ムへの結合は 50mM NaCl の条件で行い、
50~500mMのグラジエントにより溶出を行っ
た。別に特異的結合配列を含む DNA による
部分精製を行った。Ⅲ型コラーゲン転写開始
点上流-50～-90bpの DNAを PCRにより、片
側をビオチンラベルした。これをアビジンカ
ラムに結合させてものをアフィニティカラ
ムとし、ゲルシフト法の条件で核タンパクと
結合反応を行った後、カラムを洗浄すること
なく 400mM KCl の条件で溶出した。これを
繰り返し行い DNA 結合活性の有無をモニタ



 

 

ーした。 
(5) プロモーター領域の DNA メチル化の解
析。 RD 株とその亜株のそれぞれについて、
プロモーター領域の DNA メチル化状態の違
いを重硫酸塩によるメチルシトシンからウ
ラシルへの塩基変換を検出することにより
比較する。 
(6) マウスモデルの作製。マウスを用いて
四塩化炭素の継続的投与による肝硬変の線
維化モデルを作製した。線維化した肝臓と正
常の肝臓で組織切片を作製し、組織染色と
in-situ hybridizationによって、コラーゲン遺伝
子の活性化を確認した。線維化のモデルはマ
ウス背部皮膚創傷治癒例でも行われ、同様の
モデルを作成した。 
 
４．研究成果 
(1) サウスウエスタン法による BBFと GS 5

のスクリーニング。 
 発現型 cDNAライブラリーからサウスウエ
スタン法を用いたスクリーニングで有力な
cDNA クローンの同定には至らなかった。そ
の理由として、BBFと GS 5は DNA結合認識
配列がゆるく、DNA bninding buffer中にサケ
精子DNAをキャリアーとして加えたところ、
シグナルが消失し、キャリアーなしでは高い
バックグラウンドを生じた。一次スクリーニ
ングで単離したサンプルは二次スクリーニ
ングでは再現性を示せなかった。このため、
cDNA を用いたアプローチは核タンパクの部
分精製結果を待ってそのアミノ酸配列を基
にする方法を取ることにした。 
 
 (2) 二次元電気泳動パターンの比較。  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１ (A) RD細胞はⅢ型コラーゲンを発現し
ている横紋筋肉腫細胞である。これを G418
耐性株に形質転換すると２種類の形態の異
なる細胞が得られた。(B) Clone 1亜株はトラ
ンスジーンされたⅢ型コラーゲンプロモー
タは働いているが、細胞内在のⅢ型コラーゲ
ン転写活性が失われている。(C) ゲルシフト
法で Clone 1亜株はⅢ型コラーゲン転写に重

要な普遍的転写因子 BBFのほかに GS 5 
が見られるようになった。Ⅲ型コラーゲンの
プロモーター活性を持ちながら実際のⅢ型
コラーゲン発現が無い横紋筋肉腫細胞 A204
にも同じ因子が存在した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２ Ⅲ型コラーゲン非発現型となった変異
RD細胞株と、RD細胞親株の全核タンパク質
を二次元電気泳動法により、プロファイリン
グを行った。RD 変異株の全核タンパク質の
パターンは、親株よりむしろⅢ型コラーゲン
発現状態の似る A204 細胞株に相似していた。 
 
 (3) 二次元ゲル上の DNA結合因子の位置決
め。 核タンパク質の二次元電気泳動につい
てさらに、ゲルを区画別に切り出した後タン
パクのリフォールディング操作を行い、ゲル
シフト解析から、各 DNA 結合活性画分の位
置決めを行った。その結果、Ⅲ型コラーゲン
遺伝子発現に重要な普遍的転写因子 BBF と
特異的新規転写抑制因子(GS 5)の二次元ゲル
上の展開位置が同定できた。 
（図３参照） 
 
 
 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３ 二次元ゲル上の切り出し解析より割り
出された BBFと GS 5の泳動位置。上図 Aと
Bの拡大を下に示し、さらに細かい切り出し
解析を行った。BBFは (A)-5、GS 5は (B)-9
の区画に最も強い DNA 結合活性があること
がゲルシフト法にて確認できた。 
 BBF については、(B)-9 の区画にあるスポ
ットを同定できた。スポットを切り出し、
Mass解析を行ったが、既知のデータベースか
ら有意な情報を見いだすことが出来なかっ
た。アミノ酸シークエンサーでは 11 個のア
ミノ酸配列が解析できた。その配列は 
ELATDGINGFNで、高等哺乳類には、報告が
な か っ た が 、 Anabaena variabilis 
Multi-component transcriptional regulator の N
末と 10 個のアミノ酸が一致するなど、無視
できない相同性があり、現在も確認を行って
いる。 
 
 この 11 アミノ酸を基にしてデジェネレー
ションオリゴを作成し、ハイブリダイゼーシ
ョンによってライブラリーのスクリーニン
グを行った。しかしながらこの方法でも有力
なクローン同定には至っていない。BBFの分
子量は 95kDa であり、この 11 アミノ酸は N
末であることから、5’伸張クローンが得られ
にくいことが考えられた。そのため、さらに
核タンパク質の精製を進め、部分分解を経て、
より内側の配列情報を得てスクリーニング
を拡大することを行っている。 
 
  (4) 核タンパク質の部分精製。A204細胞
の核タンパク抽出液をヘパリンアガロ

ースにて一次精製した。続いてSP（陰イ
オン）、DEAE（陽イオン）カラムを用い
たHPLCにより精製を試みた。しかし、
どちらの精製法でもサンプルの希釈に
よってDNA結合活性の喪失が見られた。
そのためフラクションを沈殿し、変性溶
解、再構成を経てDNA結合活性分画を得
た。BBFとGS 5はそれぞれ分離できたが、
変性状態でしか回収できないことに加
え、なお多数のタンパクが含まれ、完全
な同定は困難であった。それに対して、
DNAアフィニティカラムでは、通常のゲ
ルシフトアッセイの結合条件下でBBF
とGS 5を濃縮する事ができた。現在それ
ぞれの濃縮分画を二次元電気泳動によ
り比較し、濃度差のあるスポットを解析
することを行っている。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４ DNAアフィニティカラムの条件。 
結合配列を含むDNAを担体上に固定し、
核タンパク質抽出液を結合させ、溶出し
た。BBFとGS 5がnativeな形で得られ、
これを繰り返すと核タンパク質抽出液
BBFとGS 5が除去されていく。最初の溶
出液と5回目の溶出液を二次元電気泳動
下で比較すると様々な候補スポットが
得られた。赤矢印はBBFとGS 5と目され
るスポットを示す。  
 
  (5) RD細胞株と、Ⅲ型コラーゲン非発
現型となった亜株間でプロモーター領
域のメチル化を調べたところ、RDと、



 

 

亜株間で特に差異は認められなかった。
このことから本ケースでの遺伝子の不
活性化の要因にメチル化は関わってい
ないものと考えられた。  
 
  (6) ICRマウスに継続的に四塩化炭素
を投与することによって肝硬変モデル
マウスを作製した。各種コラーゲンの発
現上昇は in-situ ハイブリダイゼーショ
ンにより確認できた。これらは切片、
RNA抽出体の形で検体として確保して
いる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図５ 四塩化炭素投与による肝硬変モ
デル（上）とマウス背部皮膚創傷治癒モ
デル（下）いずれも普段コラーゲン発現
をあまり行っていない細胞が活性化す
ることでコラーゲン高度発現するよう
な変化を観察できた。  
 
BBF と新規転写因子 GS 5 は多数の類似
点があり、タンパクの同定によってその
関係が示されることが期待される。GS 5
は転写活性が不活性化された株のみに
見られることと、転写制御はリンクして
いると考えられ、本実験の成果が待たれ
ている。実験の成果 (4)で示された  
DNA アフィニティカラムのスポットに
ついて、今後より詳細なアミノ酸配列等
が明らかになれば、作成された cDNA ラ
イブラリーも有効に活用することが出
来るようになり、これら因子の同定に繋
げられると考えている。 
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