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研究成果の概要（和文）：汎発性強皮症の病態において、転写因子 Fli1 の恒常的な発現低下は

線維芽細胞および血管内皮細胞の恒常的な活性化を誘導し、本症の病態生理に深く関与してい

る。今回の我々の研究により、強皮症患者の指尖潰瘍の発症を予防する効果のあるエンドセリ

ン受容体拮抗薬の作用点の一つが転写因子 Fli1 である可能性、および強皮症患者における創傷

治癒異常に転写因子 Fli1 の発現異常が関与している可能性が明らかとなった。 

 
研究成果の概要（英文）：Previous reports demonstrated that constitutive downregulation 
of Fli1 gene largely contributes to the activation of dermal fibroblasts and dermal 
microvascular endothelial cells in systemic sclerosis, leading to the development of 
dermal fibrosis and vasculopathy in this disease. Our current study revealed that one 
of the possible targets by which endothelin receptor actagonist prevents the development 
of new digital ulcers in SSc is transcription factor Fli1 and that constitutive 
downregulation of this transcription factor is associated with the delayed wound healing 
in this disease. 
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１．研究開始当初の背景 
 汎発性強皮症(SSc)は皮膚及び内臓諸臓器
の線維化と血管障害を特徴とする全身性の
自己免疫疾患である。その病態はいまだ不明
であるが、我々の研究により、転写因子 Fli1

の恒常的な発現低下が本症における皮膚線
維芽細胞と皮膚血管内皮細胞の恒常的な活
性化に関与している可能性が動物モデルを
用いた実験により明らかにされていた。しか
しながら、転写因子 Fli1 が治療の標的とな



①エンドセリン(ET)が線維芽細胞を恒常的
に活性化する機序の解明 

るか否かについては明らかにされていなか
った。 

 Sequential deletion を 用 い た CAT 
promoter assay によって、エンドセリンに対
す る COL1A2 遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー の
responsive element は-353～-264 の間に存
在することが示された（図１）。 

２．研究の目的 
本研究の目的は、転写因子 Fli1 の発現異

常が、皮膚線維芽細胞と皮膚血管内皮細胞の
恒常的な活性化を引き起こす機序の更なる
検討と、同転写因子を標的とした治療法の可
能性について検討することを目的としてい
る。 
３．研究の方法 
①エンドセリン(ET)が線維芽細胞を恒常的
に活性化する機序の解明 
過去の研究により、ETは Smad3 のリン酸化

に影響を及ぼすことなく、COL1A2 遺伝子の発
現を亢進させることが報告されている。した
がって、ET は転写抑制因子を不活性化するこ
とによって線維化作用を示している可能性
がある。そこで、COL1A2 遺伝子プロモーター
/CAT construct の sequential deletion を用
いてETに対するresponsive elementを決め、
Fli1 の関与の有無について検討を行った。 
②ET が Fli1 のリン酸化に及ぼす影響の検討 
 これまでの我々の研究によって、Fli1 の転
写活性は threonine 312 のリン酸化によって
制御されていることが明らかにされている。
したがって、ET が Fli1 を threonine 312 で
リン酸化するか否かを、抗リン酸化 Fli1 抗
体(threonine 312 でリン酸化された Fli1 を
特異的に検出する抗体)を用いて免疫ブロッ
ト法で検討を行った。 

 
図 1. CAT promoter assay 
 
 
過去の検討によって、-353～-264 の領域は転
写因子 Fli1 の結合部位(-285～-282)を含む
ことが示されている(図 2)。したがって、こ
の結果は ETが Fli1 を不活性化して線維化作
用を発揮していることを示唆している。 

③Fli1 の発現低下が血管内皮細胞を恒常的
に活性化する機序の解明 
 5-8 週齢の Fli1 +/- マウスと野生型マウ
スの耳から皮膚血管内皮細胞(mouse dermal 
microvascular endothelial cell:MDMEC)を
単離し、同細胞において血管新生に関与して
いる遺伝子の発現量を real-time PCR で検討
した。 

 

④血管内皮細胞特異的 Fli1 欠失(Fli1 ECKO)
マウスにおける創傷治癒異常の検討 
 我々のこれまでの研究によって、Fli1 ECKO
マウスでは強皮症に伴う血管障害の病理組
織学的な特徴(毛細血管拡張・細動脈の狭
窄・血管透過性の亢進)を再現できることが
示されている。同マウスを用いて、創傷治癒
遅延の有無およびその機序について検討を
行う。創傷治癒については、Fli1 ECKO マウ
スおよび野生型マウスの背部に直径 6mmの皮
膚全層性の潰瘍を作成して、その治癒の過程
を比較する。機序については、マウスの尾静
脈から FITC-dextran を注入し、創傷瘢痕に
おける新生血管の数を蛍光顕微鏡下で検討
する。 

図 2. COL1A2 promoter 領域における転写因
子の結合部位 
 
②ET が Fli1 のリン酸化に及ぼす影響の検討 
正常皮膚線維芽細胞を ET で刺激し、抗リン
酸化 Fli1 抗体を用いて Fli1 のリン酸化の程
度を検討したところ、図 3 に示すように ET
刺激によって Fli1 は速やかに threonine 312
でリン酸化された。 
 
図 3. ET 刺激が Fli1 のリン酸化に及ぼす影
響 
  

４．研究成果 



 
以上の結果から、ET の強力な線維化作用の分
子メカニズムの一つとして、ET は Fli1 を速
やかに threonine 312 でリン酸化して、その
転写因子としての活性を阻害していること
が示された。 
 
③Fli1 の発現低下が血管内皮細胞を恒常的
に活性化する機序の解明 
 Fli1 +/- マウスおよび野生型マウス由来
の MDMEC を用いて、血管新生に関与している
遺伝子(PDGF-B, S1P1, N-Cadherin, 
VE-Cadherin, PECAM-1, MMP-2, MMP-9)の発
現について real-time PCR で検討を行った。
表 1に示すように、Fli1 +/-マウス由来の
MDMEC では、血管内皮細胞同士の相互作用に
関与する遺伝子(PECAM-1, VE-Cadherin)の発
現および血管内皮細胞と血管周皮細胞の相
互作用に関与する遺伝子(PDGF-B, S1P1, 
N-Cadherin)の発現は減少しており、一方で
血管基底膜の分解に関与する遺伝子(MMP-9)
の発現は亢進していた。 
 
表 1. Fli1 +/-マウスにおける血管新生関連
遺伝子の発現量 
 

 
血管内皮細胞同士の相互作用の減弱、血管内
皮細胞と血管周皮細胞の相互作用の減弱、お
よび血管基底膜の分解の亢進は、血管新生の
導入のステップとして非常に重要である。し
たがって、以上の結果は Fli1 の恒常的な発
現低下が血管新生を恒常的に活性化してい
る可能性を示している。 
 
④血管内皮細胞特異的 Fli1 欠失(Fli1 ECKO)
マウスにおける創傷治癒異常の検討 
 Fli1 ECKOマウスと野生型マウスを用いて、

創傷治癒を比較したところ、Fli1 ECKO マウ
スでは著明に創傷治癒が遅延していた(図 4)。 
 
図 4. Fli1 ECKO マウスと野生型マウスの創
傷治癒の比較 

 
次に、FITC-dextran を創傷作成後 14 日目の
マウスに静注し、創傷瘢痕における血管構造
の比較を行った。図 5に示すように、Fli1 
ECKO マウスでは創傷瘢痕における血管の数
が著明に減少していた。 
 
図 5. Fli1 ECKO マウスと野生型マウスにお
ける新生血管の比較 
 
 

 
 
以上の結果から、Fli1 ECKO マウスでは血管
新生が恒常的に活性化されているために血
管が成熟する機序に異常を来し、結果的に未
熟な血管が形成されるために創傷治癒が遅
延するものと考えられた。 
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