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研究成果の概要（和文）：間葉系特異的 SIP1ノックアウトマウスを作製した。このマウスの皮

膚線維芽細胞のⅠ型およびⅢ型コラーゲン mRNAの発現量は低下しており、 MMP13 の mRNA 発現

量は上昇していた。マウスの真皮および脂肪織は菲薄化しており、ブレオマイシンによる皮膚

線維化の誘導が抑制された。SIP1は、上皮-間葉移行では E-カドヘリンの発現を抑制するが、

皮膚線維化ではコラーゲン合成を促進していた。強皮症に対する新たな治療法として SIP1が標

的分子になる可能性が示された。 

 
研究成果の概要（英文）： We generated mesodermal-specific SIP1 knockout mice. The 
expression of type I and type III collagen mRNA in the fibroblasts of the mice was 
suppressed, while MMP13 mRNA expression was up-regulated. The mice showed thinning of 
dermis and subcutaneous fatty tissue. The injected sites of bleomycin, a skin fibrosis 
inducer, showed attenuated fibrosis in the mice. Although SIP1 suppressed the expression 
of E-cadherin in the process of epithelial-mesenchymal transition, SIP1 promoted the 
collagen production in the process of skin fibrosis. We consider that SIP1 is one of the 
target molecules for the treatment of scleroderma. 
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１．研究開始当初の背景 

がんなどの上皮性細胞は脱分化して遊走能

の高い間葉細胞の表現型を獲得し、転移が可

能になる。この現象を上皮-間葉移行（EMT）

という。転移先では逆に遊走能の低い上皮細

胞の表現型を獲得し、そこに住み着く。これ

を間葉-上皮移行（MET）という。線維芽細胞

などの間葉系細胞に EMTが誘導されると、よ

り間葉細胞の表現型を獲得して膠原線維増

生が高まるのではないか。逆に線維芽細胞に

METが誘導されると、上皮細胞の表現型を獲

得して膠原線維増生は減少するのではない
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か。強皮症は、線維芽細胞による膠原線維の

過剰産生が起こる疾患である。そこで我々は、

「線維芽細胞の EMT/METを制御（METを誘導）

することで膠原線維の産生を減少させて強

皮症の治療を行えるのではないか」という仮

説を立てた。E-cadherin は EMT の誘導に伴

いその発現が抑制される。Smad-interacting 

protein 1 （SIP1）は E-cadherin のプロモ

ーターに結合し転写を抑制する。このことか

ら、SIP1 は E-cadherin の抑制を介する EMT

の誘導に重要な転写因子と考えられる。 

 

２．研究の目的 

線維芽細胞における膠原線維増生の分子生
物学的機序を明らかにするために SIP1 に着
目した。SIP1 は TGF-βシグナリングに関わ
る Smads に結合するタンパク質で、転写リプ
レッサーとして働くことが示された。TGF-β
/Smads 経路が膠原線維合成に関係している
ことは既に知られているが、膠原線維合成経
路における SIP1 の役割はわかっていない。
そこで、ブレオマイシン皮下投与による実験
的強皮症モデルにおいて線維芽細胞（などの
中胚葉系細胞）で SIP1 をノックアウトした
マウスと野生型マウス間で比較して、膠原線
維の過剰産生系における SIP1 の役割を検討
した。 
 
３．研究の方法 

(1) SIP1 ノックアウトマウスの作成 

（中胚葉条件付き）SIP1 ノックアウトマウス
（SIP1 cKO マウス）は、SIP1flox/flox マウ
スと Prx1-Cre マウスとを交配することによ
って、prx1プロモーターが働く中胚葉系細胞
で Cre を発現させるようにして作成した。
SIP1 cKO マウスのフェノタイプは、全身の肉
眼的に観察し、5 週齢の背部、腹部および肢
の皮膚を採取してそれらの皮膚厚を組織学
的にも計測することにより野生型マウスの
ものと比較した。 
 
(2) 初代皮膚線維芽細胞の培養 
初代皮膚線維芽細胞（DFs）は、SIP1 cKO マ
ウスまたは野生型マウスから採取した。線維
芽細胞の培養は通常の方法で行った。 
 
(3) SIP1mRNAのノックダウン 
In vitro で DFs での SIP1 遺伝子をノックダ
ウンするために、SIP1特異的 siRNAを用いた。
DFsでの SIP1、Col1a2、Col3a1、MMP13 mRNA
の発現量は、定量的リアルタイム PCR
（qRT-PCR）によって分析した。 
 
(4) SIP1、コラーゲンおよびマトリックスメ
タロプロテイナーゼ mRNA の発現 

転写レベルでの SIP1、Col1a2、Col3a1、MMP13
の発現量は、培養 SIP1 cKO マウス DFs から
得た mRNA を用いて定量的リアルタイム PCR
（qRT-PCR）によって分析した。 
 
(5) 実験的強皮症モデル 
生体内での膠原線維の過剰産生を誘発する
ために、ブレオマイシン（BLM）50 μg/100 μl
を 1 日おきに 4 週間にわたって SIP1 cKO マ
ウスないし野生型マウスの皮下に注射した。
注射部位の真皮の厚さは HE 染色組織標本か
ら計測した。対象として両マウスに PBS (100 
μl) 皮下注射した部位を用いた。 
 
４．研究成果 
(1) SIP1ノックアウトマウスの肉眼的フェノ
タイプ 
SIP1 cKO マウスは、野生型マウスと比較して
著明な成長遅滞を示し、体毛（および頭毛）、
歯牙、頭蓋および皮膚の形成に異常を示した。 
とくに四肢近位部の皮膚は弛緩していた（図
1 矢印）。 
 
 
 
 
 

 
図 1  SIP1 ノックアウトマウスの肉眼的フ
ェノタイプ 
 
(2) SIP1ノックアウトマウスの組織学的フェ
ノタイプ 
SIP1 cKO マウスは、野生型マウス（WT）と比
較して真皮および皮下脂肪組織の形成不全
がみられた。胸部および肢の皮膚厚において
野生型マウスとの間に有意差があった（図 2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 2 各部位の皮膚の厚さ 
 
(3) 線維芽細胞における SIP1 のノックダウ
ンの効果 
In vitro で培養 DFs の SIP1 をノックダウン
（KD）すると、Col1a2 と Col3a1 mRNAの発現
が減少したが、MMP13 mRNA の発現は増加した
（図 3）。Col1a2、Col3a1 および MMP13 mRNA
のいずれの発現量も対照 siRNAをトランスフ
ェクションした DFsとの間に有意差を認めた。 



 
 
 
 
 
 

 
図 3 正常線維芽細胞における SIP1のノック
ダウンの効果 
 
(4) SIP1 ノックアウトマウスにおける SIP1、
コラーゲンおよびマトリックスメタロプロ
テイナーゼ mRNAの発現 
qRT-PCR分析では、SIP cKO マウスからの DFs
は SIP1 mRNA の発現がなかった。SIP cKO マ
ウスの DFs では、Col1a2 および Col3a1 mRNA
の発現が減少していたが、MMP13 mRNAの発現
は逆に増加していた（図 4）。Col3a1 では有
意差がみられなかったが、Col1a2 および
MMP13 では有意差がみられた。これらの結果
は、SIP1ノックダウン DFsでの結果と一致し
た。 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 4 SIP1ノックアウトマウスにおける SIP1、
コラーゲンおよびマトリックスメタロプロ
テイナーゼ mRNAの発現 
 
(5) ブレオマイシン皮下注射に対する皮膚
肥厚作用 
BLM の皮下注射は、野生型マウス皮膚での膠
原線維過剰増生を引き起こした（図 5）。一方、
SIP cKO マウスは、BLM 処置に対して野生型
マウスと比較してより小さい反応を示した。
すなわち、PBS 皮下注射部位より真皮の肥厚
がみられたが、BML 処置野生型マウスでの真
皮肥厚に比べて著明に少ない肥厚であった。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 5 ブレオマイシン皮下注射に対する皮膚
肥厚作用 
 
(6) 結果のまとめ 
DFs におけるコラーゲン合成において、SIP1

は、線維化関連遺伝子を増強し、線維化抑制
関連遺伝子を抑制することにより TGF-シグ
ナリングを促進する重要な分子であること
が示された。SIP1分子を有効に制御すること
で、真皮膠原線維増加疾患である硬皮症の新
規治療が行えるものと考えられる。 
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