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研究成果の概要（和文）：　微細線維は、結合組織形成を制御する細胞外マトリックスで主成分はフィブリリン
１（FBN-1）である。本研究では、FBN-1と結合し、結合組織強度を調整する弾性線維の重合調節因子である
ADAMTSL6βに着目した。ADAMTSL6β変異体の組み換えレトロウイルスを作製し、微細線維を内在性に発現する
MG63細胞に感染を行い、ADAMTSL6βのFBN-1結合ドメインと微細線維促進効果の検証を行った。この結果より、
FBN-1の結合タンパク質であるADAMTSL6βの3番目のTSP ドメインが、微細線維形成に重要な役割を果たしている
可能性を示した。

研究成果の概要（英文）： Fibrillin‐1 is the major component of extracellular matrix microfibrils. 
Although ADAMTSL (a disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin motifs‐like) 6β is one 
of the fibrillin‐1 binding proteins, the detailed mechanism underlying the involvement of ADAMTSL6
β in microfibril formation remains unclear. In this study, we created deletion mutants of ADAMTSL6
β and examined their interactions with fibrillin‐1 assembly. 
Our data showed that the third thrombospondin type I domain of ADAMTSL6β influence the microfibril 
formation. 
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研究成果の学術的意義や社会的意義
マルファン症候群（MFS）は、FBN-1のミスセンス変異を原因とする遺伝性結合組織疾患である。ADAMTSL6βは、
FBN-1と結合し、微細線維の形成を促進することが報告されていたが、マルチドメイン構造を持つADAMTSL6βの
どの領域が、FBN-1と結合するかは不明であった。本研究では、ADAMTSL6βのFBN-1に対する結合ドメイン解析に
より、ADAMTSL6βの3番目のTSP ドメインを介して微細線維の形成を促進することを証明した。本研究成果は、
マルファン症候群を含む他の結合組織疾患に対する病態解明および有効な治療技術へと発展する可能性が考えら
れる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

私たちの体の中で、歯、皮膚、骨格および血管などの結合組織は、線維性細胞外マトリッ
クスにより機械的強度および弾性力を維持している。細胞外マトリックスは、機能不全に
なると、難病である結合組織疾患が引き起こされることから、その機能維持が病気の治療
と予防に重要な働きをすることが明らかにされてきた。我が国で難病指定されているマル
ファン症候群(MFS)は、線維性細胞外マトリックスのうち、微細線維の主成分である
fibrillin-1 (FBN-1)のハプロ不全を原因に微細線維崩壊症を引き起こすため、体全体の
結合組織が脆弱化し、解離性大動脈瘤や歯周病を含む様々な結合組織疾患を発症する。遺
伝病であるにも関わらず、3〜5 千人に 1 人と高い割合で発病し、日本国内でも 2 万 5 千
人〜4 万１千人の近くの患者がいると考えられている（Miyairi et al,Int.Heart J 2013）。
MFS の患者には延命に必要な薬物療法と人工血管置換手術に加え、妊娠、激しい運動の回
避、極度の近視などのライフスタイルに制限があり、これらを改善する新たな治療技術の
開発が切望されている。MFS の原因となる FBN-1 は、結合組織の強度と弾性の維持に関わ
っていることに加え、TGF,Bmp を含むサイトカインを取り込む事でシグナルの調節をす
る分子であることが知られている。また、FBN-1 に結合した Latent transforming growth 
factor- binding proteins4 (LTBP4) は、Fibulin-5 を介して Elastin の沈着と弾性線
維形成が促進されている。このように FBN-1 は、様々な分子間ネットワークを形成するこ
とで、結合組織における弾性機能とサイトカインシグナルを制御すると考えられている。
これまでに、FBN-1 結合タンパク質である ADAMTSL6が FBN-1 微細線維形成を促進するこ
とが報告されている。本研究では、歯周炎と循環器疾患のハイリスク集団であるマルファ
ン症候群に着目し、その原因である微細線維機能低下は、全身性結合組織疾患と歯周炎を
繋げる共通の標的とし、FBN-1 を中心とする微細線維の重合に関わる細胞外マトリックス
のネットワークを明らかにする。これらの研究成果を元に、MFS や歯周病を含む結合組織
疾患を改善する創薬開発へ発展する事も期待できる。 
 

２．研究の目的 

MFS の本質的な原因である組織破壊機構を解明するためには、FBN-1 を中心とする微細線
維の重合に関わる、細胞外マトリックスのネットワークを明らかにする必要性がある。こ
れまでに、FBN-1 結合タンパク質である ADAMTSL6は、FBN-1 微細線維形成を促進する細胞
外マトリックス因子であることが報告されている。本研究では、ADAMTSL6を MFS の解離性
大動脈瘤や歯周病などに対する新たな創薬ターゲットとして開発するために、ADAMTSL6の
FBN-1 結合配列を決定し、FBN-1 微細線維再生に重要な ADAMTSL6のアミノ酸を明らかに
する。  

 

３．研究の方法 

（１） FBN-1 と結合する ADAMTSL6のドメイン解析 
ADAMTSL6の一次構造は N 末端より  signal peptid (S)、 spacer ドメイン (Sp)、
thrombospondin type-1 (Tsp1)moti (1-5)、そして C 末端 の PLAC ドメインに至る。この
マルチドメイン構造のどの領域が FBN-1 と結合するのか特定するため、C 末端から逐次ド
メインを欠失させた改変分子を作出した。C 末側に V5-His を付加した ADAMTSL6変異
体の発現ベクターを構築し、FreeStyle 293-F cells に遺伝子導入し、上清を Ni-NTA 担体を
使用し精製を行った。精製したそれぞれ ADAMTSL6β 欠失変異体の組換えタンパク質を用
いて、FBN−１に対する結合を免疫沈降で確認した。 

 

（２） 結合ドメイン配列の微細線維促進効果の検証 

（１） の結果を基に、ADAMTSL6の FBN-1 への結合ドメインが微細線維形成に関与するど
うかを検証のため、ADAMTSL6および２つの ADAMTSL6変異体のレトロウイルスベクター： 
pMYs- ADAMTSL6 (amino acids 1-658)-IP、pMYs- ADAMTSL6ΔTSP2 (amino acids 1-

370)-IP 、pMYs- ADAMTSL6ΔTSP3 (amino acids 1-489)-IP を構築した。その後、HEK293
細胞へ、レトロウイルスプラスミドをリポフェクションにて導入し、ウイルスを産生・回
収した。 その回収した組み替えウイルス溶液を、内在性に微細線維を発現する MG６３細
胞へ感染させ、FBN-1 線維形成能を蛍光免疫染色で確認した。 
 
４．研究成果 
(１) FBN-1 と結合する ADAMTSL6のドメイン解析 
ADAMTSL6βは、FBN−１の N 末端と結合するとの報告はあるが、ADAMTSL6のどのドメインが 
FBN−１と結合するのかは、不明なままである。そこで、ADAMTSL6βの C 末端から 逐次ドメ
インを欠失させた ADAMTSL6βΔ PLAC, ADAMTSL6β ΔTSP/ Δ PLAC の組換えタンパク質と 



 

 

FBN−１の N 末端側の rF11
の組換えタンパク質を用
いて免疫沈降を行なった
ところ、ADAMTSL6β は、
TSP ドメインを介して
Fibrillin-1 の N 末端と
結合することが示された
（図１左）。さらに、TSP ド
メインのどの領域に結合
するのか調べるため、    
ADAMTSL6βΔ PLAC の C
末端から 逐次ドメイン
を欠失させた、ADAMTSL6
βΔ TSP1, Δ TSP2, Δ 
TSP3, Δ TSP4 を作製し、
同様に rF11と免疫沈降を
行った。その結果より、3
番目の TSP ドメインが、
FBN-1 と結合するドメイ
ンであることが示された
（図１右）。 
 
 
 
(２）結合ドメイン配列の微細線維促進効果の検証 

(１）で得られた FBN-1 と結合する ADAMTSL6の 3 番目の TSP ドメインが微細線維形成能に
関与するかを免疫染色で検証したところ、コントロール群と比較し、優位に FBN-1 微細線
維形成の促進が認められた。さらに、ADAMTSL6の 3 番目の TSP ドメインを欠失した細胞で
は、微細線維形成能促進が認められなかった。以上のことから、ADAMTSL6βの 3 番目の TSP 
ドメインが、微細線維形成に重要な役割を果たしていることがわかった。 
 
 
 

 

図１. FBN-1 と結合する ADAMTSL6のドメイン解析 

 

図２. 結合ドメイン配列の微細線維促進効果の検証 
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