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研究成果の概要： 
１． ＩＶ型コラーゲンのらせん形成には N-アセチルシステインが酸化ストレスを介して間接

的に作用する 
２． ゼラチンフォームのポリペプチド鎖の精製を行なった。 
３．ＩＶ型コラーゲンの転写は、I 型コラーゲンと異なりアスコルビン酸の直接の影響を受け
ない。ＩＶ型コラーゲンに対するアスコルビン酸の作用は転写を介するものではなく、翻訳後
の細胞内環境に依存する。 
４．ＩＶ型コラーゲン遺伝子の C 末端側の NC1 ドメインに相当する部位を単離し、ＩＶ型コ
ラーゲンを分泌している細胞に導入し強制発現させたところ、３本らせん形成に干渉するとい
う直接的な結果は得られなかった。 
５． ゼラチンフォームのα1(IV)鎖は小胞体に滞留する。コラーゲンらせん形成不全で引き起
こされるもので、コラーゲンペプチドへのムチン型糖鎖の修飾と関連する。 
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１．研究開始当初の背景 
 
 我々は研究開始以前から生体中にはゼラ

チンが存在することを報告して来た。少なく
とも IV 型コラーゲンポリペプチド鎖は３本
らせん構造を持たないゼラチンとして細胞



から分泌され，組織に沈着する。アスコルビ
ン酸は IV 型コラーゲンがゼラチンフォーム
か３本らせんフォームの２つのフォームの
いずれかを決定する因子である。ユニークな
糖鎖が付加される点で、３本らせんフォーム
の分子由来のポリペプチド鎖とは異なり、特
異的なレクチンを用いることで両者を識別
することが可能である。しかしながら、この
ゼラチンの細胞内の分泌機構については分
かっていなかった。また、ゼラチンの生理的
な機能についても全く不明である。 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究ではゼラチンフォームの IV 型コラー
ゲンポリペプチド鎖がどのような分子機構
で分泌されるのかについて、アスコルビン酸
の関与、糖鎖の構造や糖鎖付加反応、細胞か
らの分泌ルートに重点を置き解明する。また、
生体組織中に存在しうることが示されたの
で、MMP 阻害活性や血管新生作用の有無な
ど生化学・生理学的機能について解明し、あ
らたな生体機能材料としての利用法を開発
する。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1)．培養条件の検討 
 ヒト胎児肺線維芽細胞やヒト腎メサンジ
ウム細胞は IV型コラーゲンを産生する。種々
の条件で細胞を培養し、IV 型コラーゲンの分
泌フォームを調べる。特に代謝条件の変化や
酸化的ストレスの影響を調べる目的で、アス
コルビン酸の他、グルコースやグルタチオン、
N-アセチルシステインなどがどのように影
響するか調べる。この研究によって生体内で
実際に分泌フォームを制御する因子を明ら
かにしていく。 
(2)．ゼラチンフォームのポリペプチド鎖の精
製と分析 
 ヒト肝がん由来の細胞株 JHH-1 からは１
リットル当たりの培養上清からゼラチンフ
ォームのポリペプチド鎖は約１０mg を回収
できるので、大量培養を行い充分量の培養上
清から、らせん構造を持たないα1(IV)鎖に特
異的なモノクローナル抗体 JK132 を用いた
アフィニティーカラムにより精製する。精製
ポリペプチド鎖に対して，SS 結合の形成を
ふくめ化学的構造を調べる． 
(3)．細胞内の分泌機構の解析 
 JK199と JK132は IV型コラーゲンに対す
るモノクローナル抗体である。JK199 は３本
らせん構造の分子と結合し、ゼラチンフォー
ムのポリペプチドは認識できない。一方
JK132 は３本らせん構造の分子は認識でき

ないが、らせん構造を持たないα1(IV)鎖を認
識する。またマッシュルームレクチン ABA
はゼラチンフォームのポリペプチドに付加
した糖鎖を認識する。これらの組み合わせで、
細胞内の分泌ルートを明らかにする。すなわ
ち、翻訳直後では JK132 で染色され、3 本ら
せんを形成すると JK199 により染色される。
ゼラチンフォームで糖鎖の付加が起きると
JK132 とレクチン ABA で二重染色される。
細胞内の小器官の特異染色と組み合わせる
ことで、ゼラチンフォームのポリペプチド鎖
の合成・分泌ルートを解明する。 
(4)．３ヒドロキシプロリンとの関係 
３ヒドロキシプロリンは、基底膜コラーゲン
に比較的多く見られる修飾アミノ酸である。
このアミノ酸を含む尿中ペプチド量はガン
の指標になることが示されている。ＩＶ型コ
ラーゲン由来ペプチドもガンとの関連が指
摘されており，ゼラチンフォームのポリプチ
ドとの関係を調べる。 
 
 
４．研究成果 
(1)．種々の代謝・酸化ストレス条件を変化さ
せてＩＶ型コラーゲンの分泌フォームを調
べた。 
 アスコルビン酸の作用に対し拮抗的に作
用する可能性のある薬剤として，N-アセチル
システイン（NAC）が見つかった。NAC は
アスコルビン酸と異なり、ＩＶ型コラーゲン
の転写レベルを上げた。その結果、３本らせ
んフォームとゼラチンフォームを分泌する
条件で、分泌量が増加した。３本らせん形成
に及ぼす作用は、アスコルビン酸に比較する
と、部分的であった。NAC はＩＶ型コラー
ゲンのらせん形成には酸化ストレスを介し
て間接的に作用すると考察される。 
(2)．ゼラチンフォームのポリペプチド鎖の精
製を行なった。 
 ペプチド解析を可能な約 100μg のペプチ
ドは精製できた。TOF-Mass の解析条件を検
討したが、十分な情報が得られていない。 
(3)．ヒトメサンギウム細胞によるＩＶ型コラ
ーゲン産生に及ぼすアスコルビン酸の作用
を転写レベルで検討するために，リアルタイ
ム PCR を行ない，I 型コラーゲンとの転写調
節の相違を半定量的に調べた。特にＩＶ型コ
ラーゲン産生可能な細胞として、ヒト胎児肺
線維芽細胞 TIG1 との比較や細胞外マトリッ
クスの産生に影響の大きい TGFβの作用を
調べた。 
 ＩＶ型コラーゲンの転写は、I 型コラーゲ
ンと異なりアスコルビン酸の直接の影響を
受けないことを明らかにした。この結果は，
ＩＶ型コラーゲンに対するアスコルビン酸
の作用は転写を介するものではなく、翻訳後
の細胞内環境、おそらく細胞内アスコルビン



酸濃度に依存することを強く示唆する。 
(4)．ＩＶ型コラーゲン遺伝子の単離と遺伝子
発現系の開発を行なった。 
 α1(IV)鎖およびα2(IV)鎖の遺伝子の全長
を単離するには至っていない。C 末端側の
NC1 ドメインのみを単離し、発現ベクターに
組換えた。ＩＶ型コラーゲンを分泌している
細胞に導入し強制発現させたところ、３本ら
せん形成に干渉するという直接的な結果は
得られなかった。むしろ遺伝子導入操作のみ
で３本らせん形成が影響された。また、アス
コルビン酸無添加の条件、すなわちゼラチン
フォームのポリペプチドが分泌される条件
で分泌された NC1 ドメインがゼラチンフォ
ーム由来のNC1と同じ検討を開始している。 
(5)．ゼラチンフォームのα1(IV)鎖分泌過程
を細胞内の抗体染色で解析した。 
 ３本らせんフォームの場合に比べ，小胞体
の染色が強くなることが示された。ER での
滞留がおきると推定できた。同様の結果はコ
ラーゲンペプチド中のプロリンやリジンの
水酸化酵素の阻害でも見られた。この現象は、
コラーゲンらせん形成不全で引き起こされ
るもので、コラーゲンペプチドへのムチン型
糖鎖の修飾と密接に関連しると考えられる。 
(6)．ＩＶ型コラーゲンとガンとの関連の可能
性が別研究グループにより指摘されている。
尿中３ヒドロキシプロリン含有ペプチドは
ガンの指標になるが，これがゼラチンフォー
ムのポリペプチドに由来するとの直接的な
証拠は得られなかった。 
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