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研究成果の概要（和文）：真皮細胞外マトリックスに豊富に存在するデルマトポンチン(DP)はフ

ィブロネクチン(Fn)と相互作用し Fn を活性化し、Fn の細胞接着を増強することで創傷治癒を

促進すると思われる。DP は Fn が安定化して存在するための分子内相互作用を抑制することで

Fn の高次構造を変化させ、Fn の細線維形成に必要な分子間相互作用を増強することで、Fn の

活性化を促進していると考えた。Fnは血管内皮細胞増殖因子と相互作用するが、DPはその相互

作用を増強したため、DP・Fn・細胞増殖因子を用いた創傷治療法の可能性を考えた。 

 
研究成果の概要（英文）：Dermatopontin (DP), one of the dermal extracellular matrix protein, 
interacted with fibronectin(Fn), promoted Fn fibril formation, and enhanced cell adhesion.  
DP enhanced intermolecular interactions of Fn which is important for Fn fibril formation, 
and DP disrupted interdomain interaction within a Fn molecule which is crucial for 
maintaining a compact molecular conformation of native Fn.  These results indicate that 
DP changes Fn conformation and renders Fn form fibrils.  Moreover, we newly found that 
DP enhanced the interaction between Fn and VEGF.  These results suggest that a complex 
of DP, Fn, and some cell growth factors could be used as a novel device for positively 
regulating the wound healing. 
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１．研究開始当初の背景 
 デルマトポンチン(DP)は、真皮細胞外マト
リックスに豊富に存在する分子量 22kD の蛋
白質であるが、その機能は不明な部分が多い。
我々はこれまでに DP が創傷初期の仮マトリ
ックス中でフィブリンやフィブロネクチン
(Fn)と複合体を形成し、Fnを活性化し線維形
成させ、Fnの細胞接着を増強することを見い
だし、DPが創傷治癒を促進するのではないか
と考えた。一方仮マトリックスには DP とと

もに各種の細胞増殖因子が存在しており、
我々は DPが PDGFや FGF-2と結合することを
見いだしている。これらのことから DP・Fn
と他の増殖因子による「創傷治癒カクテル」
が開発できるのではないかと考えた。 
 
 
２．研究の目的 
DP が Fn を活性化するメカニズムの解明を

行う。DP や Fn と他の増殖因子の結合を検討
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し、機能が増強する増殖因子を見いだす。 
 
 
３．研究の方法 
（１）DP による Fn 活性化のメカニズムの解
明 

Fn は 12 個のタイプⅠリピート(Ⅰ1-Ⅰ12)、
2個のタイプⅡリピート(Ⅱ1-Ⅱ2)、15個のタ
イプⅢリピート(Ⅲ1-Ⅲ15)と呼ばれるドメイ
ンから構成される（下図）。 

 

 

 

 

 

Ⅲ2-3 とⅢ12-14 が相互作用してらせん状の構造
をとり安定化していること、Ⅲ12-14 とⅠ1-5 が
相互作用して細線維を形成することが知ら
れている。 
①大腸菌に発現させた Fn のドメインを用

いて、これらを固相化し、DP を加えて、DP
が Fnのどの部位に結合するかを同定した。 
②Fn の細線維形成に関わる Fn の分子間相

互作用を DP がどのように修飾するかを検討
するために、Ⅲ1-2、Ⅲ12-14、Ⅲ15を固相化しⅠ

1-5±DPを加え、これらに結合するⅠ1-5を検出
した。 
③Fn の安定化した高次構造に関わる分子

内相互作用を DP がどのように修飾するかを
検討するために、Ⅲ12-14 を固相化しⅢ2-3±DP
を加え、Ⅲ12-14に結合するⅢ2-3を検出した。 
 
（２）仮マトリックスにおける DPの部分ペ
プチドである DP-4の役割 
 これまでに DP-4が DPの活性ペプチドであ
る可能性について細胞接着実験により検討
してきた。今回は DP-4の検出のためにビオ
チン化した DP-4を作成し、直接的に検討し
た。 
 ①フィブリンを固相化し Fnと DP-4の混合
物を加え、フィブリンと Fnの結合に DP-4が
どのように影響を与えるかを検討した。 
 ②DP-4と Fnを混合しインキュベートした
後、上清（Soup）と沈殿物（Pellet）に分け
て電気泳動し、DP-4による Fnの不溶化（活
性化）について検討した。 
 
（３）Fn、DPによる細胞増殖因子の保持能の
検討 
 ①Fnと DPを固相化し RIラベルした血管内
皮細胞増殖因子（VEGF）を加え、固相に結合
する VEGFをカウントした。 
 ②Fnを固相化し、RIラベルした VEGFと DP
の混合物を加え、Fnに結合する VEGFをカウ
ントした。 
 ③上記②において DPの濃度を変化させ、
同様の検討を行い、濃度依存性を確認した。 

 
 
４．研究成果 
（１）DP による Fn 活性化のメカニズムの解
明 
 ①DP は Fn のⅢ1またはⅢ13またはⅢ14に結
合したが、特にⅢ13-14 に強く結合した。これ
は Fn の細線維形成に関して、分子内および
分子間相互作用に関与するドメインの一部
であった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
②DP は固相化したⅢ12-14 とⅠ1-5 の相互

作用のみを増強した。これは Fn の線維形成
に必要な分子間相互作用であり、このことか
ら DPは Fnの線維形成を促進すると考えた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 ③DP はⅢ12-14 とⅢ2-3 の相互作用を抑制
した。これは Fn が安定化した高次構造を取
るための分子内相互作用であり、このことか
ら DPはこの安定化した Fnの高次構造を変化
させるのではないかと考えた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
以上より DPは、Ⅲ2-3とⅢ12-14の相互作用を抑
制することで Fn の高次構造を変化させ、ま
たⅢ12-14 とⅠ1-5 の相互作用を増強することで、
細線維を形成させていると考えた。これによ



 

 

り DPによる Fn活性化のメカニズムが明らか
になった。 
 
（２）仮マトリックスにおける DPの部分ペ
プチドである DP-4の役割 
 ①フィブリンを固相化し Fnと DP-4の混合
物を加えると、DP-4の濃度依存性にフィブリ
ンと Fnの結合は増強した。対照には DP-4の
スクランブルペプチドである DP-4sを用いた。 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 ②DP-4 と Fn を混合してインキュベートす
ると DP-4は Fnを不溶化した。対照の DP-4s
では不溶化しなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 さらに電子顕微鏡でも、Fnの線維化が確認
できた。 
 
 
 
 
 
 
以上より、以前確認していた Fn の細胞接着
を増強することと併せて、DP-4 は DP の活性
ペプチドと考えられた。 
 
（３）Fn、DPによる細胞増殖因子の保持能の
検討 
 ①VEGF は固相化した Fn と相互作用し、DP
とは相互作用しなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 ②DP 存在下で固相化した Fn に結合する
VEGFが増強した。（対照は BSAと PBS） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 ③さらに②の条件下で DP の濃度を変化さ
せると、DP の濃度依存性に Fn に結合する
VEGFが増加した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
以上より、DPは Fnと VEGFの相互作用を濃度
依存性に増強することが分かった。VEGFは創
傷治癒を促進することが知られているので、
DP と Fn、VEGF を用いた創傷治癒カクテルは
創傷治癒を促進する可能性があると考えた。 
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