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研究成果の概要（和文）：アルコールの過剰摂取やウイルスへの感染が原因で引き起こされる肝炎では、コラー
ゲンなどが肝臓に異常に蓄積することで肝線維化すなわち肝硬変が引き起こされ、さらに肝臓癌へと進行すると
最悪に至る。本研究では、この肝線維化過程におけるthymosin-β4タンパク質の役割を、thymosin-β4遺伝子を
改変したマウスを用いて解析した。その結果、thymosin-β4は障害を受けた肝臓の修復を促進するタンパク質で
あり、thymosin-β4が欠損すると肝硬変への進行がより重篤化することが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Excessive consumption of alcohol and infection with hepatic virus can cause 
hepatitis. Chronic hepatitis progresses to liver fibrosis, or cirrhosis, due to abnormal 
accumulation of collagen and other substances in the liver, and further to liver cancer, which leads
 to death at worst. In this study, we analyzed the role of thymosin-β4 protein in the process of 
liver fibrosis using thymosin-β4 gene transgenic mice. The results showed that thymosin-β4 is a 
protein that augments repair of the damaged liver, and that the progression to cirrhosis is more 
severe in the thymosin-β4-null mice.

研究分野： 分子細胞生物学

キーワード： 肝炎　線維化　結合組織

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまでにもthymosin-β4が組織の線維化を抑制するという報告はあったが、そのメカニズムはほとんど明らか
にされていなかった。本研究では、thymosin-β4 の遺伝子改変マウスを用いることで、内因性のthymosin-β4 
が確かに肝臓の線維化を抑制していることを明確に示した。またその過程で、これまでに考えられてきた作用機
序とは異なる新たなthymosin-β4 の働きを示すことができた。本研究成果により、肝硬変の発症メカニズムが
より深く理解され、また、将来的にはthymosin-β4 をターゲットとした治療薬の開発にもつながると期待して
いる。

※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。



 

 

様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 

 
生活様式の変化に伴い、心筋症や肝硬変、腎障害、間質性肺炎など臓器の線維化を伴う疾患が先
進国の死因に占める割合は年々上昇している。慢性炎症臓器ではコラーゲンなど線維性結合組
織の異常な蓄積がしばしば観察され、その結果臓器の硬化性変性による機能障害、機能不全に至
る。本来、損傷組織の正常な修復・再生過程の一環として線維芽細胞の活性化に伴う結合組織の
合成亢進が生じるが、これが炎症の慢性化などにより過度に進行した結果が線維化であると考
えられる。しかし、この結合組織の恒常性破綻がいかにして引き起こされるのかはあまり理解さ
れていない。これまで私は、線維芽細胞の活性化において中心的な役割を果たす転写因子である
myocardin-related transcription factor (MRTF)の解析を精力的に行ってきたが、その過程で
thymosin-ß4 (Tß4)タンパク質が MRTF の活性を促進する制御因子であることを見出した。し
かし、これまで Tß4 は線維芽細胞の活性をむしろ抑制する因子であることが報告されている。
Tß4 は細胞内においてアクチンタンパク質と結合することで細胞骨格の制御に関わる一方、細
胞外にも分泌され生理活性ペプチドとしての機能も果たすことが知られていた。私は、線維芽細
胞に対する Tß4 効果の二面性が、この作用部位の違いに起因するのではないかと考え、本研究
課題の着想に至った。Tß4 はその作用部位の多様さにより線維芽細胞の活性化に対して促進的/
抑制的な相反する効果を持ち合わせており、両者のバランスが破綻することにより損傷組織の
恒常性が保てなくなり組織の線維化が引き起こされるものと考えている。 
 
 
２．研究の目的 

 
上述のように、Tß4 はその作用部位の違いにより線維芽細胞に対して多面的な効果を発揮する
ものと考えられ、それらのバランスが結合組織の恒常性に重要な役割を果たしていると考えら
れる。本研究では、細胞内外における Tß4の機能を欠損させた３種類の Tß4遺伝子改変マウス
を作成し、それらのマウスにおける肝線維化過程を詳細に観察することで、結合組織の恒常性維
持における Tß4の役割を明らかにする。 
 
 
３．研究の方法 

 
これまで研究から、MRTFは単量体アクチンと
結合することで核移行が阻害され転写因子とし
ての活性を失うことが知られている。Tß4 は
MRTF と単量体アクチンとの結合を競合的に
阻害することでMRTFの核移行を促進し、線維
芽細胞の活性化を引き起こす。一方で、細胞外
へと分泌された Tß4は、複数のペプチダーゼに
よるプロセシングを受け、N 末端がアセチル化
された４アミノ酸から成る生理活性ペプチド
Ac-SDKPとして作用する（右図参照）。そこで、
Ac-SDKPが生じるN 末端の 2アミノ酸（Ser2-
Arp3）を Ala へと置換したマウス（S2AD3Aマウス）と、Tß4と単量体アクチンとの結合部位
であるWH2 ドメイン内のアミノ酸（Leu17）を Ala へと置換したマウス（L17Aマウス）、そし
て Tß4 ノックアウトマウスの３系統の遺伝子改変マウスを CRISPR-Cas9 システムにより作
成した。S2AD3Aマウスでは細胞外における Ac-SDKP 産生能が完全に消失しているが、細胞
内におけるアクチン細胞骨格制御因子としての機能は正常である。一方、L17Aマウスでは Tß4
とアクチンとの結合能が失われているため Tß4による MRTFの活性化が引き起こされないが、
細胞外における Ac-SDKP の産生は妨げられていない。これらマウスに加えて Tß4 の完全欠損
マウス（KOマウス）を作成した。以上 3 系統のマウスに四塩化炭素を投与することで慢性肝炎
モデルを作成し、組織線維化の度合いを比較した。 
 
 
４．研究成果 

 
(1) 通常飼育環境下における各種遺伝子改変マウスの表現系 

 
CRISPR-Cas9システムにより作成した上記３種のマウスは、どれもほぼメンデルの法則
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に従って仔マウスを出産し、胎児発生過程における特徴的な表現系は観察されなかった。
しかし、KO および S2AD3A マウスでは出生後 1~2 日以内に多くの新生児マウスが死亡
もしくは食殺される傾向があり、S2AD3Aマウスではその傾向が特に顕著であった。この特
徴は新生児マウスの遺伝子型には依存せず、母マウスの変異がホモ接合である場合のみ見られ
ることから、育児放棄や授乳異常に原因があるものと思われる。 
 これら３系統のマウスから皮膚線維芽細胞を単離し、初代培養を行ったところ、野生型および
S2AD3A マウス由来の線維芽細胞と比較して、KO および L17A マウス由来の線維芽細胞では
lamellipodia の進展が著しく減弱していた。Tß4 は細胞質における単量体アクチンの量的な維
持に必要であり、KOおよび L17Aマウス由来の線維芽細胞細胞では外縁部における単量体アク
チンの欠乏により lamellipodiaでのアクチン重合が十分に行えないものと考えられる。 
 これらマウスの最も目立った特性として、直腸脱の自然発症が挙
げられる。3種全ての雌マウスにおいて、生後 2ヶ月から半年
の間に直腸脱が頻発したが、雄マウスではほとんど見られなかっ
た。特に雌の S2AD3A マウスではその傾向が顕著で、生後半年ま
でに 10~20%ほどのマウスで直腸脱が観察された（右図）。これらの
マウスはおそらく大腸炎を発症しており、直腸脱に加え大腸の短縮
や脾臓、肝臓の肥大など大腸炎の典型的な症状が観察された。 
 以上のように、通常の飼育環境下においては、特に S2AD3A マ
ウスにおいて興味深い表現系が観察され、それらは雌マウスにおい
て特に顕著であった。これは、Tß4遺伝子が X 染色体上にコードさ
れていることに関係しているのかもしれない。また、Tß4は特に免
疫系の細胞において発現の高い遺伝子であることから、今回観察さ
れた大腸炎の自然発症は、これらマウスの免疫系の異常に起因するものと考えている。これらの
事柄は、今後さらなる検討が必要である。 
 
 
(2) 四塩化炭素による肝炎発症モデルの検討 

 
以上のように、雌マウスにおいて大腸炎の自然発
症が見られたことから、肝炎発症モデルではその
影響をできるだけ排除するために雄のマウスを
用いることとした。6〜8 週齢の上記 3 系統およ
び野生型 C57BL/6Jマウスに四塩化炭素（CCl4）
を週に 2 回、8 週間にわたり腹腔内投与し、その
後の肝線維化の進行を肝組織切片のマッソント
リクローム染色により検討した。その結果、KO
マウスでは線維化の有意な亢進が観察されたが、
予想外にも S2AD3A および L17A マウスでは野
生型マウスと変わらない程度の線維化しか引き
起こされていなかった（右上図）。さらに、これら
の肝組織から RNAを抽出し、様々な肝線維化関
連遺伝子の発現を比較したところ、組織染色像と
一致して KO マウスでのみ活性化線維芽細胞の
マーカー遺伝子である alpha smoot muscle actin 
(ACTA2) や collagen type 1A1(COL1A1) 遺伝
子の発現亢進が確認された（右下図）。これらの
結果から、Tß4は肝線維化に対して抑制的な働き
を有しているものの、それは当初予想したような
細胞内単量体アクチンとの結合や細胞外におけ
るAc-SDKPへのプロセシングを介したものでは
ない可能性が非常に高い。 
 
 以上のように、今回私が作成した３系統のマウ
スが、Tß4の多様な役割を解析するうえで非常に
有用であることが確認できた。一方で、肝線維化
における解析では、当初の予想に反してアクチン
との結合やAc-SDKPとしての機能とは独立した
Tß4の働きが見出された。今後、さらなる詳細な
解析を通じて結合組織の恒常性における Tß4 の
機能を解明していきたい。 
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