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研究成果の概要（和文）：線維化の代表的疾患である全身性強皮症の皮膚組織と培養線維芽細胞、integrin αV
β5 stable　transfectant、TSP-1 stable transfectantを用いて DNA microarry 法にて過剰発現/発現低下す
る分子を同定した。micro RNA array によって過剰発現/発現低下するmicro RNAを同定した。これらのmicro 
RNA の機能を正常皮膚線維化細胞に導入して検討した。
線維芽細胞特異的 TSP－1 transgenic mouseを確立し、皮膚、肺、肝を病理組織学的に検討し、phenotypeの解
析を行っている。

研究成果の概要（英文）：We identified the molecules up-regulated or down-regulated with cDNA 
microarray analyses using skin sections and cultured dermal fibroblasts from patients with systemic 
sclerosis (SSc).  We also identified microRNAs up-regulated or down-regulated with microRNA array 
analyses in SSc.  We identified the such molecules in integrinαVβ5 stable transfectants and TSP-1 
stable transfectants. And we investigated the function of these microRNAs. We established TSP-1 
transgenic mice using collagen promoter/ enhancer, and confirmed the extent of the over-expression 
of it in each organ. We investigated the skin, lung, and liver histologically, and inverstigated the
 expression of various molecules. And we investigated the existence of M2 macrophagesand the 
expression of B cell markers, Th2 cytokine, and interleukin-17

研究分野： 皮膚科学

キーワード： 遺伝子　細胞・組織　シグナル伝達

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
線維化の機序は未だ明らかでなく、線維化の治療も未だ確立せず、本邦においても、世界中でも多くの方が線維
化を伴う疾患に罹患し、苦しみ、また結果として死を迎えている。線維化は、TGFβおよびTGFβ情報伝達の関与
が考えられているが、その詳細は明らかではない。本研究により、線維化に対するTGFβ情報伝達の関与が詳細
に明らかになれば、線維化治療のターゲット明らかになり、線維化治療法の開発が進み、学術的にも社会的にも
大きなインパクトがある。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
線維化は種々の疾患の諸蔵器において認められ、各臓器の線維化には共通の機序が存在するも
のと考えられている。しかしながら、線維化における TGF-β情報伝達経路活性化の詳細な機
序はかなり明らかとなっているが、いまだその全貌は明らかとなっているとは言えない。本研
究では（1）線維化病変において異常発現する DNA、mRNA、microRNA、情報伝達分子を同
定し、その機能や細胞外マトリックス、サイトカインやインテグリンとの相互作用を検討する
とともに、（2）collagenpromoter/ enhancer を用いた線維芽細胞特異的 TSP-1 transgenic 
mouse を用いて線維化の in vivo の新規モデルを作成し、それらの分子の機能も検討したい。
（3）また我々の最近の研究で、抗トポイソメラーゼ I 抗体陽性全身性強皮症患者の DNA サ
ンプルを収集し genome-wide associationstudy (GWAS)を行って全身性強皮症疾患感受性遺
伝子であることが明らかになった XVI 型コラーゲン遺伝子の線維化への関与も明らかにした
い。 
 
２．研究の目的 
線維化は全身性強皮症、肺線維症、肝硬変、腎硬化症、動脈硬化などの諸蔵器において認めら
れ、各臓器の線維化には共通の機序が存在するものと考えられている。線維化は血管障害やリ
ンパ球活性化に始まり、各種サイトカイン、インテグリン、細胞−細胞外マトリックス相互作
用による線維芽細胞の活性化による細胞外マトリックス代謝調節亢進に至る可能性が示唆され
ている。線維化病変部の線維芽細胞は細胞外マトリックスの過剰産生、分解阻害物質である
tissue inhibitor of metalloproteinase (TIMP) の過剰発現、分解物質である matrix 
metalloproteinase (MMP)の産生低下が報告され、TGF-が線維化において主要な役割を果た
していると考えられる(1)。しかしながら線維化病変部の TGF-の発現は変化せず(1)、申請者
らは aurocrine TGF-loop 仮説（TGF-の発現は変化せず TGF-情報伝達系が活性化してい
ることにより細胞外マトリックス合成が亢進している）という全く新しい仮説を提唱し、注目
を集めている(1)が、線維化における TGF-情報伝達経路活性化の詳細な機序は未だ明らかと
なっていない。 
 線維化における TGF-情報伝達経路活性化の機序を検討して、申請者は現在までに TGF-
受容体過剰発現、Smad7/Smurf の機能低下、integrin V5 過剰発現とトロンボスポンジンー
1（TSP-1）過剰発現の線維化の病因への関与を証明した。 
 しかしながら、これらの分子がどのように線維化を形成するのか、相互作用で線維化を形成
するのか、あるいは他の分子と協調して線維化を形成するのか、未だ明らかとなっていない。
本研究では現在まで明らかとなっている線維化に関与する分子をあらためて明らかとし、その
相互作用、細胞外マトリックス、各種サイトカインやインテグリンとの相互作用を検討し、線
維化の機序を詳細に明らかにしたい。 
（1）まず全身性強皮症、肝硬変、肺線維症の組織および病変部の培養線維芽細胞において DNA 
microarry 法にて過剰発現する分子、発現低下する分子を検討し、また micro RNA array によ
って過剰発現する micro RNA、発現低下する micro RNA を同定し、さらには情報伝達に関し
ては情報伝達 protein array を行い、それぞれ同定された分子の発現量、線維化におけるその
機能、細胞外マトリックス、サイトカインやインテグリンとの相互作用について検討したい。 
 また integrin V5 stable transfectant（線維化のモデルとしてエレクトロポレーション法
を用いて線維芽細胞に integrin V5 を恒常的に過剰発現させた細胞）、TSP-1 stable 
transfectant を用いて DNA microarry 法、realtime PCR を用いた micro RNA array 法、情報
伝達 protein array を行い、線維化 phenotype を形成しているか、何が異なっているのか詳細
に検討したい。 
（2）更には collagen promoter/ enhancer を用いた線維芽細胞特異的 TSP-1 transgenic mouse
を用いて全身性強皮症、肝硬変、肺線維症の組織および病変部の培養線維芽細胞から同定され
た分子の発現量、線維化におけるその機能、サイトカインやインテグリンとの相互作用につい
て検討し、さらに線維化においてその役割が注目されている M2 macrophage の存在や B 細胞
表面マーカー、Th2 サイトカインや IL-17 の発現についても検討したい。 
（3）また我々の最近の研究で、抗トポイソメラーゼ I 抗体陽性全身性強皮症患者の DNA サ
ンプルを収集し genome-wide association study (GWAS)を行って全身性強皮症疾患感受性遺
伝子であることが明らかになった XVI 型コラーゲン遺伝子の線維化への関与も明らかにした
い。 
 これらの研究は申請者の知る限り、本邦のみならず、他国においても全く行われていない研
究であり、斬新・独創的な研究と考えられる。線維化に対しては既存の治療薬では効果が全く
ないかあるいは軽度改善を認める程度であり、新しい治療法の開発が求められている。この検
討により、線維化の病態形成の機序の解明に繋がり、いまだ治療法のない線維化に対する選択
的に同定された分子を阻害することによって副作用の少ない線維化の新しい治療法や低分子化
合物などの医薬品の開発に繋がる可能性が高いと考えられる。 
 
３．研究の方法 
1）線維化病変部から得られた培養線維芽細胞、integrin αVβ5 stable transfectant、TSP-1 
stable transfectant を用いて、異常発現する DNA、microRNA、情報伝達分子を同定し、その



機能や TGF-β受容体や TGF-β情報伝達経路（Smad2、Smad3、Smad4、p300/CBP、p38 MAPK、PI3 
kinase）との interaction や種々の integrin との相互作用について検討した。2）更には
collagen promoter/enhancer を用いた線維芽細胞特異的 TSP-1 transgenic mouse を用いて上
記の実験で新規に同定された分子の発現量、線維化におけるその機能、TGF-β受容体や TGF-β
情報伝達経路との interaction や種々の integrin との相互作用についても検討した。3）我々
の最近の研究で、全身性強皮症疾患感受性遺伝子であることが明らかになった XVI 型コラーゲ
ン遺伝子の線維化への関与も研究した。 
 
４．研究成果 
線維化の代表的疾患である全身性強皮症の皮膚組織および硬化病変部からの培養皮膚線維芽細
胞を用いて DNA microarry 法にて過剰発現する分子および発現低下する分子を同定した。また
micro RNA array によって過剰発現する micro RNA、発現低下する micro RNA を同定した。そ
の中でも miR-150、miR-196a が線維化に重要な micro RNA であることが明らかとなり、これら
の micro RNA の機能を重点的に検討している。さらに、integrin αVβ5 stable transfectant
（線維化のモデルとしてエレクトロポレーション法を用いて、線維芽細胞に integrin αVβ5 
を恒常的に過剰発現させた細胞）、TSP-1 stable transfectant を用いて DNA microarry 法、
realtime PCR を用いた micro RNA array 法を行い、過剰発現する分子、発現低下する分子を
同定し、さらには過剰発現する micro RNA、発現低下する micro RNA を同定した。これらの
micro RNA 機能を正常皮膚線維芽細胞に導入して検討した。 
また、collagen promoter / enhancer を用いた線維芽細胞特異的 TSP－1 transgenic mouse 
を確立し、各臓器に TSP－1 が overex pression しているか、またその程度も確認した。さら
には、皮膚、肺、肝を病理組織学的に検討し、線維化で重要と考えられる分子の発現量等検討
を行い、phenotype の解析を行っている。 
さらに線維化においてその役割が注目されている M2 macrophage の存在や B 細胞表面マーカ
ー、Th2 サイトカインや IL-17 の発現についても検討した。 
線維化を形成するのに重要な分子、microRNA の候補を明らかにすることが出来たので、これら
の分子あるいは microRNA の機能や線維化における役割を今後明らかにし、更に分子間
interaction を解析するための基盤が確立出来た。 
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