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研究成果の概要（和文）： ヒトα1鎖I型コラーゲン遺伝子(COL1A1)プロモーター領域の欠失解析を施行し,転写増強領
域に対してDNA結合因子の解析を行った. その結果,  -402bpまでの欠失ではほぼ同レベルであった活性が -332bpまで
の欠失で著しく低下し,この間に転写増強領域があると考えられた.  -402bpから-332bpまでのDNA断片を放射性ラベル
し, 線維芽細胞の核抽出液を用いてゲルシフトアッセイを行ったところ蛋白の結合を示唆するバンドが認められた. 置
換変異を加えたDNA断片による競合アッセイにより蛋白は-386bp ~ -371bpの領域に結合することが判明. 

研究成果の概要（英文）： We conducted a function analysis of the human type I collagen alpha1(1) chain 
gene (COL1A1)promoter and analyzed the DNA binding factors for the transcriptional enhancement region.A 
luciferase assay was carried out using DNA in which the COL1A1 promoter had gradually been deleted 
starting at the upstream side. A gel shift assay was performed by 32P radio-labeling DNA fragments from 
-401 to -332 and using fibroblastnuclear proteins.The luciferase assay showed almost the same level of 
activity in the deletions down to -402,but activity decreased markedly in the deletions down to -332,and 
the transcription regulatory region appeared to lie between them.When a gel shift assay was performed 
using DNA fragments from -402 to -332, a band that suggested binding of a protein was observed. AS a 
result of a competition assay whis DNA in which substitution mutations had been introduced,a protein 
thatbound to the -386 to -371 region was found.
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１．研究開始当初の背景 

I 型コラーゲンは線維芽細胞により産生さ

れ多くの病理的な現象で転写レベルで調節

されている。皮膚の線維化が問題となる全身

性強皮症では線維芽細胞の I 型コラーゲン産

生が転写レベルで増加し治療にはそれを抑

制することが求められる。近年私共はヒト

COL1A1 上流域の deletion 解析を行い種々

の検討から-386 から-371 に結合する因子が

転写を上昇させることを証明した（Yoshida 

T et al:J Dermatol Sci 58:222,2010）。この

因子は I 型コラーゲン転写を特異的に上昇さ

せる因子と考えられ、これを精製し遺伝子ク

ローニングすることは、皮膚疾患に生物製剤

が用いられる今日、その抗体を用いて強皮症

など線維性皮膚疾患の治療への応用が大い

に期待される。 

２．研究の目的 

I 型コラーゲンは真皮の膠原線維の主要成

分であり、線維芽細胞により産生される。I

型コラーゲン生合成の調節は種々の生理的、

病理的な現象において重要な役割を果たし

ており、その多くは転写レベルで調節されて

いることが知られている。また I 型コラーゲ

ン発現の調節を研究することは, 真皮膠原線

維の増加する皮膚線維症と、逆に減少する皮

膚萎縮症および皺のメカニズムや治療を考

える上で重要である。皮膚線維症の１つであ

る全身性強皮症においても線維芽細胞の I 型

コラーゲン産生が転写レベルで増加してい

る｡全身性強皮症の治療は抗線維化因子（薬

剤）と言われているもの、たとえばインター

フェロン α、Ｄ‐ペニシラミン、リコンビナ

ント‐ヒト‐インターフェロンγ、リコンビ

ナント‐ヒト‐リラキシンなど、はすでに全

身性強皮症の線維化に対して治験的に試み

られたがよい結果は出ていない。近年皮膚疾

患の治療にも生物製剤が用いられ、また遺伝

子（核酸）治療も試みられるようになってき

た。従って I 型コラーゲンの転写調節機構に

関わる因子を解析し、その因子を精製、遺伝

子クローニングすることは強皮症をはじめ

とする線維化の治療を考える上で非常に重

要である。I 型コラーゲンは 2 本の α1(I)鎖及

び１本の α2(I)鎖コラーゲン分子より成り、そ

れぞれの違伝子によりコードされている。そ

してそれらの産生はその上流域に存在する

プロモーター遺伝子における調節配列

(cis-DNA-element)及びそれを特異的に認識

して結合する調節因子(trans-acting factor)

が RNA ポリメラーゼ II と相互に作用するこ

とにより制御されている。 

① これまでに私共はマウス α2(I)コラー 

ゲン・プロモーター遺伝子に結合し、転写を

制御する因子すなわち、CCAAT 結合因子、

Nuclear Factor l および近年私共がクロー

ニングし、 c-myc 上流遺伝子結合因子

Purα/Purβであることを明らかにした ColF1

についての同定、精製、特徴づけ等をマウス

NIH3T3 細胞を用い行い、その転写制御機構

を解析してきた。I 型コラーゲン遺伝子プロ

モーター領域の functional deletion analysis

による転写調節の解析はこれまでにいくつ

かの検討がなされてきている。ヒト α１鎖Ⅰ

型コラーゲン遺伝子(COL1A1)では Jimenez 

SA らのグループによる解析（Jimenez SA 

et al : J Boil Chem269:12684-12691, 1994）

がなされているのみである。近年私共はヒト

α1鎖 I型コラーゲン遺伝子COL1A1上流域

の deletion 解析を行っており、すなわち

exonuclease III を用いた Henikoff の方法で

転写開始点方向への deletion を-804 より

-332 の 位 置 ま で の 種 々 の 長 さ の

(-804,-610,-517,-402,-332)欠失変異体キメラ

遺伝子を作成、これを用いてルシフェラーゼ

アッセイ等の一過性発現実験で deletion 解

析を行い、-332 から-402 の DNA 断片上に転

写を上昇させる DNA エレメントが存在して

いることを明らかにした。そしてさらなるア

ッセイにより-386 から-371 に結合する因子



の存在することを証明してきた（Yoshida T 

et al,JDermatol Sci,2010）。私共はこの因子

を COLF2 と名付けた。この因子のコンセン

サ ス な 結 合 配 列 の 予 想 を Genomatix 

Matinspector (Cartharius K et 

al:Bioinformatics 21:2933-2942, 2005)で検

索した結果、相同性の高い因子はなく、

COLF2 が新奇の因子である可能性が高い。 

②まず種々のsubstitution mutationを加えた

断片を用いたGel mobility shift assayで

competition assay などにより結合する配列

を明確にする。次いでヒト真皮線維芽細胞を

大量培養しlysate を作成する。合成オリゴ

DNAを用いたDNA‐アフィニティークロマ

トグラフィーでまず部分精製する。次年度は

高速液体クロマトグラフィー、逆相液体クロ

マトグラフィーなどを用いてさらに精製する。

次々年度はまず精製した蛋白のペプチドシー

クエンスを行い、それを用いてcDNAクロー

ニングを行う。 

③Ｉ型コラーゲンに結合して転写を上昇さ

せる因子はマウス α2(I)コラーゲンのCOLF1

を以前に私共が明らかにしたが、今回私共が

明らかにした COLF2 はヒトの特異的コラー

ゲン転写活性化因子として全身性強皮症の

特に治療面でこの蛋白に対する抗体を作成

するなど大いに期待される。 

３．研究の方法 

まず 2010 年に私共が明らかにしたヒト

COL1A1 プロモーターに特異的に結合し、そ

の転写を活性化させる因子 COLF2 の結合す

る正確なシークエンスを種々の competition 

assay を含むgel mobility shift assayなどで

明確にする。続いてヒト真皮線維芽細胞を大

量培養、0.5%NP-40 を含むバッファーで核を

単離、核タンパクを抽出、次にヘパリン・ア

ガロースカラム、DNA-アフィニティークロ

マトグラフィーで精製、さらに高速液体クロ

マトグラフィー、逆相液体クロマトグラフィ

ーなどを用いて精製する。なおこの因子のコ

ン セ ン サ ス な 結 合 配 列 を Genomatix 

Matinspector で検索したところ、相同性の高

い因子はなく COLF2 は新奇である可能性が

高い。さらに精製した蛋白のペプチドシーク

エンスを行い、そのデータをもとにヒト

cDNAライブラリーを用いて cDNAクローニ

ングを行う。 

４．研究成果 

我々はヒトα1 鎖 I 型コラーゲン遺伝子

(COL1A1)プロモーター領域の欠失解析を施

行し、 転写増強領域に対して DNA 結合因子

の解析を行った。ルシフェラーゼアッセイを

ヒト真皮由来線維芽細胞とヒト COL1A1 プ

ロモーターの-2.3 キロ塩基対(bp)から+42bp

をルシフェラーゼ遺伝子に融合した DNA を

基本とし、COL1A1 プロモーターを上流側よ

り徐々に欠失させた変異体を用いて行った。

その結果、 -402bp までの欠失ではほぼ同レ

ベルであった活性が -332bp までの欠失で著

しく低下し、この間に転写増強領域があると

考えられた。 -402bpから-332bpまでのDNA

断片を放射性ラベルし, 線維芽細胞の核抽出

液を用いてゲルシフトアッセイを行ったと

ころ蛋白の結合を示唆するバンドが認めら

れた。 置換変異を加えた DNA 断片による競

合アッセイにより蛋白は-386bp ~ -371bp の

領域に結合することが判明. ルシフェラーゼ

アッセイで、その部に置換変異を加えたコン

ストラクトでは活性の減少がみられ、 同領

域が転写増強に関与している可能性が示唆

された。 
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