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研究成果の概要（和文）：弾性線維は、皮膚・動脈・肺など伸び縮みする組織に多くあって、その伸縮性を担う
細胞外マトリックスである。加齢に伴う弾性線維の劣化が皮膚のたるみ・動脈の硬化・肺気腫などの原因となる
が、弾性線維を再生する方法は知られていない。本研究では、ヒト皮膚線維芽細胞を用いた弾性線維アッセイ系
とsiRNAライブラリーを用いて、弾性線維再生薬の標的分子候補を探索し、数十個の標的分子候補を同定した。

研究成果の概要（英文）：Tissue elasticity in organs such as skin, arteries, and lungs is conferred 
by an extracellular matrix named elastic fiber. Aging-associated deterioration of elastic fibers 
causes loose skin, arteriosclerosis, and emphysema, while there is no known method to regenerate 
elastic fibers. In this study, we searched for candidate target molecules for elastic fiber 
regenerative agents using an elastic fiber assay system with human skin fibroblasts and an siRNA 
library, and identified dozens of candidate target molecules.

研究分野： 病態分子医学

キーワード： 細胞外マトリックス　弾性線維
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研究成果の学術的意義や社会的意義
老化に伴って私達の体は伸縮性を失ってゆく。皮膚はたるみ、動脈は硬くなり、肺が縮みにくくなって呼吸機能
が低下する。これらは、伸縮性を担う弾性線維が劣化・断裂していくことに起因する。弾性線維のターンオーバ
ーは極めて遅く、成長期を過ぎると弾性線維は再生されないとされる。本研究では、これまでにない弾性線維再
生薬の標的となりうる候補分子を複数見いだした。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
加齢に伴って体中の組織の伸縮性が失われることにより、皮膚のたるみだけでなく、動脈中膜

硬化や肺気腫などの重要な老化関連疾患がひきおこされる。これらは弾性線維という伸縮性を

もつ細胞外マトリックスの分解・劣化が直接原因であるため、弾性線維の分解・劣化予防と再生

は高齢化社会における重要な課題である。一般に弾性線維のターンオーバーは極めて遅く、特に

加齢組織では弾性線維の再生はおこらない。弾性線維の再生を目指すためには、弾性線維の形成

機構を知る必要がある。 
弾性線維形成には、①ミクロフィブリル線維束形成 ②エラスチンのミクロフィブリルへの

沈着 ③エラスチンどうしの架橋 といったプロセスがある。我々は、②のプロセスに必須の分

泌タンパク質 Fibulin-5 を同定した（Nature 2002, J Cell Biol 2007）のを皮切りに、LTBP-2
（プロセス①）、LTBP-4（プロセス②）、Fibulin-4（プロセス③）といった各プロセスに必須の

分泌タンパク質、すなわち弾性線維形成因子を同定・機能解明してきた（EMBO J 2007, Proc 
Natl Acad Sci USA 2009, 2013, Hum Mol Genet 2014, Sci Rep 2017, Sci Adv 2020 など）しか

しこれら分子量の大きなタンパク質そのものは医薬として適しておらず、弾性線維再生を目的

とした小分子・抗体医薬の標的となるような分子でもない（タンパク質どうしの結合を阻害する

と逆に弾性線維形成が低下するため）。 
 
２．研究の目的 

Fibulin-5 は偶然発見された分子であり、他の弾性線維形成因子も Fibulin-5 のファミリー分

子であったり Fibulin-5 への結合をもとに同定してきたので、弾性線維形成に影響する分子は他

にもあると想定される。また分子量の大きなリコンビナントタンパク質そのものを医薬とする

のはハードルが高い。本研究では、オリジナルの弾性線維形成評価系と siRNA ライブラリーに

よるスクリーニングを用いて、発現抑制が弾性線維形成に影響する遺伝子を網羅的に検索・同定

し、その遺伝子産物（タンパク質）の機能を明らかにすることを目的とする。特に発現抑制が弾

性線維形成を促進するタンパク質は弾性線維再生のための標的分子となることが期待できる。 
 
３．研究の方法 
ヒト皮膚線維芽細胞を 96 well プレートで培養し、弾性線維を形成できる条件をまず決定し

た。またこの細胞に Thermo 社の siRNA を用いて効率よく遺伝子ノックダウンができることを確

認した。1万強の遺伝子に対するsiRNAライブラリーであるThermo社Silencer Select Druggable 

Genome siRNA library + Extension Set を用いてスクリーニングを開始した。弾性線維を形成

させた後、抗エラスチン抗体で染色し、蛍光イメージングにより「発現抑制が弾性線維形成に影

響を与える」遺伝子を探索した。蛍光イメージングによるハイコンテンツスクリーニング

（ArrayScan VTI）およびキーエンスオールインワン顕微鏡 BZ-X810 を用いた定量の他、肉眼に

よる線維の形状観察も行った。 

発現抑制により弾性線維形成が増えた遺伝子については、順次 24 well プレートサイズで低

血清・高血清の異なる条件下でヒト皮膚線維芽細胞のノックダウン実験を行い、同様の結果が再

現されるかどうかを確認した。 

 

４．研究成果 

1 万強の”Druggable Genome”遺伝子それぞれに 3種類（A, B, C）の siRNA が設定されてい

るが、現在 Aセットのスクリーニングがほぼ終了したところである。弾性線維再生薬の標的分子

候補として、「発現抑制が弾性線維形成を促進する」分子が最も注目されるところであるが、こ

れまでに約 40個のそのような標的分子候補を見いだした。うち 2例を図に示す。 

siRNA によるノックダウン実験では一般にオフターゲット効果がみられるため、同じ遺伝子に

対する複数の siRNA で同じ結果が得られること、標的遺伝子の cDNA 過剰発現などにより siRNA

ノックダウンの効果がキャンセルされることを確認する必要がある（レスキュー実験）。これか



ら B, C セットの siRNA を用いたスクリー

ニングを行い、複数セットの siRNA で弾性

線維形成促進がおこるかどうかを調べる

予定である。また標的遺伝子の cDNA をク

ローニングし、レスキュー実験の準備を行

っている。市販の阻害薬、遮断薬がある標

的分子候補に対してはこれらで弾性線維

形成が促進されるかどうか、細胞培養で確

認する。 

 

Candidate 1
(kinase)
siRNA

Candidate 2
(hydrolase)

siRNAControl siRNA

図．培養での ECM 形成アッセイ（抗エラスチン抗体での蛍光
免疫染色）。ノックダウンすると弾性線維が著明に増える遺伝
子（弾性線維形成抑制因子の候補）２例を示す。形成される弾
性線維の性状（太さ・密度）は異なる。 
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