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研究成果の概要（和文）：TGF-βスーパーファミリーに属する成長因子に結合し、その作用を

阻害するフォリスタチンファミリー蛋白質を医療等に利用するため、組換え型フォリスタチン

ファミリー蛋白質を大腸菌で発現させたところ、大腸菌で発現させた蛋白質は生物活性を示さ

なかった。そこで哺乳類細胞での発現を試み、生物活性を持つフォリスタチンファミリー部分

蛋白質を得ることが出来た。しかし哺乳類細胞で発現させた蛋白質は発現量、純度に問題があ

り、今後さらなる発現系および精製法の改善が求められた。 

 
研究成果の概要（英文）：To investigate pharmaceutical utilization of follistatin family 

proteins as TGF-beta superfamily antagonists, recombinant follistatin family proteins were 

expressed in E. coli. However, the proteins produced in E. coli did not show biological 

activities. Therefore, we examined mammalian cell-expression system. We could obtain 

biologically active proteins by the mammalian cell system but quantity and purity of the 

proteins remain to be improved. 
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１．研究開始当初の背景 

 フォリスタチンファミリーに属する蛋白
質は、トランスフォーミング増殖因子β
（TGF-β）スーパーファミリーに結合し、そ
の作用を抑制的に調節することが知られて
いる。フォリスタチンファミリーのリガンド
として同定されている TGF-βスーパーファ
ミリーのメンバーは、脊椎動物の器官形成や
生殖機能、肝再生、造血、骨格筋増殖などの

調節に中心的な役割を果たしており、フォリ
スタチンファミリーは TGF-βスーパーファ
ミリー阻害薬としての利用が広い分野で期
待できるものと考えられた。フォリスタチン
ファミリーに属する蛋白質としてフォリス
タチンと follistatin-related gene（FLRG）
が知られており、申請者らは FLRG が TGF-β
スーパーファミリーに属するアクチビンお
よび骨形成因子（BMP）の結合蛋白質である
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ことを明らかにし、そのアクチビンへの結合
部位を 2000 年に同定した。FLRG とフォリス
タチンはそれぞれ二つあるいは三つのフォ
リスタチンドメイン（FS ドメイン）と呼ばれ
る構造を持ち、申請者らのこれまでの研究に
よりいずれも二番目の FSドメイン（FS2ドメ
イン）単独でアクチビンに結合しうることを
明らかにした。FLRG とフォリスタチンのリガ
ンド結合部位の組み換え体蛋白質は TGF-β
スーパーファミリーアンタゴニストとして
の利用が期待できると考えられたが、FS2 ド
メイン単独ではアクチビン結合活性を示す
もののアクチビン阻害活性は示さず、アクチ
ビン阻害活性にはリガンド結合部位以外の
ドメインも必要であると考えられた。また、
フォリスタチンファミリーのリガンドは
様々な組織で発現しているため、FSファミリ
ーを TGF-βスーパーファミリー阻害薬とし
て利用して期待する効果を得るには、組織に
局在してリガンドの作用を阻害することが
可能になるよう修飾を施す等の工夫が必要
であると考えられた。 

 

２．研究の目的 

本研究は、フォリスタチンファミリーの構造
を基に利用性の高い TGF-βスーパーファミ
リーアンタゴニストを開発することを目的
とした。フォリスタチンファミリーのアクチ
ビン結合部位は約７０アミノ酸残基からな
るドメインあるが、この部位単独では生物活
性を示さず、TGF-βスーパーファミリーアン
タゴニストとして使用することはできない。
天然型のフォリスタチンであれば生物活性
を示すが、TGF-βスーパーファミリーアンタ
ゴニストとして使用するには分子量は小さ
い方が扱いやすく、余分な構造をできるだけ
含まないことが望ましい。そのような TGF-
βスーパーファミリーアンタゴニストを作
製するにはフォリスタチンが生物活性を示
すために最低限必要の構造を明らかにする
ことが重要である。また、フォリスタチンフ
ァミリーのリガンドは多くの組織で発現し
ており、単純に投与した場合多くの組織で無
差別に TGF-βスーパーファミリーの活性を
阻害する可能性があるため、作用させたい組
織に長時間局在する性質を持つことが望ま
しい。そこで本研究ではフォリスタチンファ
ミリー蛋白質にヒトマトリックスプロテア
ーゼ‐２（MMP-2）由来のコラーゲン結合ド
メイン（collagen-binding domain, CBD）を
付加することを検討し、より利用価値の高い
TGF-βスーパーファミリーアンタゴニスト
の開発も試みた。 

 

３．研究の方法 

(1)フォリスタチンタンパク質発現ベクター
の構築 

フォリスタチンは N末端ドメイン、FSドメイ
ン 1〜3、酸性ドメインからなり、そのうち
FS2ドメインはアクチビン結合ドメインとし
て同定されている。そのため、FS2ドメイン
を含む様々なフォリスタチンの部分蛋白質
発現ベクターを構築した(図１)。 
 

図 1．作製した組換型フォリスタチンタンパ
ク質のドメイン構造 
 
① 大腸菌用発現ベクターの構築 
N 末端にポリヒスチジンタグを付加する大腸
菌用発現ベクターpRSETA および Bを用い、フ
ォリスタチンのリガンド結合ドメインであ
る FS2ドメインを中心とした様々なフォリス
タチン部分蛋白質を発現するベクターを作
製した。発現ベクターに用いたフォリスタチ
ンの cDNAは RT-PCRにより調整し、シークエ
ンス解析により変異の無いことを確認した。
また、フォリスタチンの部分蛋白質に組織局
在性を付与するため、これらの発現ベクター
にさらにヒト MMP-2の CBDを N末端側に挿入
し、コラーゲン結合能を持つフォリスタチン
蛋白質の構築を試みた。 
② 哺乳類細胞用発現ベクターの構築 
大腸菌用に作製したコンストラクトからフ
ォリスタチンとヒト MMP-2 CBD の cDNA部分
を制限酵素で切り出し、N末端にポリヒスチ
ジンタグを付加する哺乳類用発現ベクター
pcDNA3.1 His にサブクローニングした。 
 
(2)組換え型フォリスタチン蛋白質の精製 
大腸菌および哺乳類細胞で発現させた組換
え型蛋白質は GEヘルスケア社のニッケルア
フィニティーカラムを用いて精製した。 
 
(3)簡便なフォリスタチンの生物活性評価系
の確立 
これまで CHO細胞にアクチビン反応性レポー
ターコンストラクトである p3TP-lux をトラ
ンスフェクションし、アクチビンによるルシ
フェラーゼ活性の誘導をどれだけ阻害する
かでフォリスタチンの活性を評価してきた
が、毎回のトランスフェクションの労力を省
くため、ゲノム DNA にこのレポーターコンス
トラクトと内部標準用βガラクトシダーゼ



 

 

発現コンストラクトを挿入した細胞株を樹
立した。 
 
(4)卵胞刺激ホルモン(FSH)β鎖 mRNAの3’末
端非翻訳領域（3’UTR）を利用した生物活性
評価系 
フォリスタチンは FSHβ鎖 mRNAの 3’UTR に
作用してその安定性を低下させることで FSH
β鎖 mRNAの発現を抑制することが示唆され
ている。そこで、ルシフェラーゼレポーター
コンストラクトである pGL3 basic に CMVプ
ロモーターを組み込み、恒常的にルシフェラ
ーゼを発現するコンストラクトを作製した。
さらにこのプラスミドのルシフェラーゼ蛋
白質コード領域下流にマウス FSHβ鎖の
3’UTR を挿入したコンストラクトを作製し
た。このレポーターコンストラクトを細胞に
導入した後、アクチビンとフォリスタチンを
添加してルシフェラーゼ活性の変化を測定
した。 
 
(5)組換型フォリスタチンタンパク質のアク
チビン阻害およびコラーゲン結合活性評価 
前述の p3TP-luxを導入したレポーターアッ
セイ用細胞株を 10ng/mlの濃度のアクチビン
A で刺激し、同時に作製した組換型フォリス
タチンを添加してそのアクチビン阻害作用
をルシフェラーゼ活性により測定した。また、
コラーゲン結合活性は I型コラーゲンをコー
ティングした 96穴プラスチックプレートに
作製した組換型蛋白質を含む溶液を添加し、
プレート洗浄後に抗フォリスタチンウサギ
抗体、西洋ワサビペルオキシダーゼ標識抗ウ
サギ抗体および ECL試薬を用いてプレートに
結合した組換型フォリスタチン蛋白質を検
出することにより測定した。 
 
(6)組換え型フォリスタチン蛋白質の生体へ
の応用に役立てるための皮膚におけるアク
チビンの発現解析 
組換え型フォリスタチンを医薬品として生
体に投与するにはその生理的な役割を把握
しておかなければならない。本研究では皮膚
創傷治癒への適用を想定し、皮膚創傷治癒時
におけるアクチビンの役割を解明するため、
創傷治癒時におけるアクチビンおよびフォ
リスタチンの発現パターン、皮膚線維芽細胞
および三次元培養皮膚モデルにおけるアク
チビンとフォリスタチン発現の調節因子な
どについて生化学的手法により検討した。 
① 皮膚創傷治癒時のアクチビンおよびフォ

リスタチンの発現変化 
８〜１０週齢の雄マウス背部を剃毛し、直径
6mmの生検トレパンを用いてエーテル麻酔下
で背部皮膚に全層欠損層を作製した。創傷作
製後経時的に皮膚を採取し、TGF-βスーパー
ファミリーおよびフォリスタチンファミリ

ーmRNAの発現変化をリアルタイム PCR法によ
り解析した。 
② ヒト皮膚細胞におけるアクチビンおよび

フォリスタチン発現調節機構 
ヒト皮膚線維芽細胞において炎症性サイト
カインがアクチビンとフォリスタチンの発
現に与える影響を調べるため、単層培養した
線維芽細胞を 1ng/ml濃度の IL-1βで刺激し、
その後のアクチビンとフォリスタチン mRNA
の発現量をリアルタイム PCR 法で解析した。
また、表皮角化細胞と真皮線維芽細胞の相互
作用が皮膚のアクチビンとフォリスタチン
の発現に与える影響を調べるため、真皮線維
芽細胞と表皮角化細胞を三次元培養系で共
培養し、各々の細胞における遺伝子発現の変
化をリアルタイム PCR 法により解析した。 
 
４．研究成果 
(1)大腸菌で発現した組換型フォリスタチン
部分蛋白質 
大腸菌で各種フォリスタチン部分蛋白質を
発現させることに成功し、ニッケルカラムを
用いて精製した組換型蛋白質の純度と量も
比較的良好であった。 
 
(2)大腸菌で発現した組換型フォリスタチン
の性状解析 
① コラーゲン結合活性 
図１に示したフォリスタチン部分蛋白質に
ヒト MMP2 CBD を付加した組換型蛋白質のコ
ラーゲン結合性を調べたところ、CBD を持つ
いくつかの蛋白質にコラーゲン結合性が認
められ、コラーゲン結合性を持つフォリスタ
チン蛋白質の作製が可能であることが示さ
れた。 
② アクチビン阻害活性 
大腸菌で発現させたフォリスタチン蛋白質
のアクチビン阻害活性を前述の CHO細胞を用
いたアッセイ系で検討したところ、いずれの
蛋白質でもアクチビンに対する阻害活性は
認められず、大腸菌で発現させた蛋白質は
TGF-β阻害剤としての使用には適さないこ
とが示された。大腸菌内で発現した組換型蛋
白質はフォリスタチンの全長を発現させた
ものでもアクチビン阻害活性は示さなかっ
たことから、大腸菌内ではフォールディング
等に問題が生じ、アクチビン阻害活性を示さ
なかった可能性が強い。 
 
(3)哺乳類細胞で発現した組換え型フォリス
タチン部分蛋白質 
大腸菌用発現ベクターに組み込んだ cDNAを
哺乳類用発現ベクターにサブクローニング
し、CHO細胞に遺伝子導入してその細胞内蛋
白質からヒスチジンタグを利用したニッケ
ルカラムによるアフィニティークロマトグ
ラフィーで組換型蛋白質の精製を試みた。そ



 

 

の結果、様々な蛋白質が夾雑したサンプルし
か得ることはできなかった。しかし抗フォリ
スタチン抗体を用いてウエスタンブロット
を行ったところ、これらのサンプルには目的
のフォリスタチン蛋白質が含まれているこ
とが確認された。 
 
(4)哺乳類細胞で発現した組換え型フォリス
タチンの性状解析 
ニッケルカラムで溶出したサンプルを用い
てアクチビン阻害活性を調べたところ、いく
つかのサンプルで有意にアクチビン活性を
阻害することが確認できたことから、哺乳類
細胞の発現系で作製したフォリスタチンの
部分蛋白質は生物活性を有していることが
示唆された。しかし、細胞内での発現系では
ニッケルカラムによる精製法では高純度の
サンプルが得られないことが明らかとなっ
たため、現在はそれぞれの発現ベクターにフ
ォリスタチンの細胞外分泌シグナルペプチ
ドを付加し、組換え型蛋白質が分泌蛋白質と
して細胞外に分泌されるように発現コンス
トラクトを改変中である。これらの分泌型発
現ベクターを CHO細胞にトランスフェクショ
ンし、無血清の低蛋白質培地で培養すること
により、より高純度のサンプルが大量に得ら
れるものと期待できる。 
 
(5)FSHβ鎖 mRNA 3’UTR を利用したフォリス
タチン生物活性評価系 
FSHβ鎖 mRNA 3’UTR を下流に付加した CMV-
ルシフェラーゼコンストラクトではそうで
ないものに比較してルシフェラーゼ活性が
著しく低下しており、FSHβ鎖 mRNA 3’UTR
が mRNAの不安定化に関与するというこれま
での仮説を支持する結果となった。また、ア
クチビンの添加により FSHβ鎖 mRNA 3’UTR
を付加したコンストラクトでのルシフェラ
ーゼ活性が有意に増加する結果が得られ、本
アッセイ系がアクチビンの活性評価に適用
できる可能性が示された。しかし、フォリス
タチンの単独添加では有意なルシフェラー
ゼ活性の変化は観察されず、本アッセイ系は
フォリスタチンの生物活性評価系には適し
ていないことが明らかとなった。 
 
(6)皮膚におけるアクチビンの発現解析 
創傷治癒時のアクチビンの発現変化を調べ
たところ、アクチビンの発現は受傷後に著し
く増加することが明らかとなった。また、培
養系でのヒト皮膚細胞を使用した実験から、
創傷治癒時のアクチビンの発現は創傷部位
で増加する IL-1 により引き起こされること
が示唆された。これらの結果からアクチビン
は皮膚創傷治癒時に重要な役割をはたして
いることが示唆され、皮膚創傷部でアクチビ
ンの作用をコントロールすることにより皮

膚創傷治癒を改善することが可能であると
考えられる。 
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