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研究成果の概要（和文）：培養網膜色素上皮細胞株 ARPE-19とマウス水晶体上皮細胞株
a-TN4において、TGFb1添加時には、上皮̶間葉系移行に伴ってSmad2およびSmad3で、
C末端と平行してミドルリンカー領域のリン酸化が増強することが確認できた。しかし、
C末端のリン酸化と異なり、平常でもミドルリンカー領域のリン酸化が起こっている可
能性が示唆された。それはMAPK系阻害薬で抑制された。免疫組織学的に、臨床材料の後発白

内障組織で上皮̶間葉系移行を起こした水晶体上皮細胞では、C末端よりも長期にミドルリン

カー領域のリン酸化が起こっていることを免疫組織化学で検出できた。C末端リン酸化は、

完全に平滑筋アクチン陽性の筋線維芽細胞様に変化した水晶体上皮細胞では陽性度は低か

った。術後の創傷治癒過程にある水晶体上皮細胞で、上皮形態を維持している部分では、C末端

のリン酸化、上皮̶間葉系移行を起こしている部分では、C末端とリンカーの両者のリン酸化が検

出された。ラットでの実験から、JNK, p38のミドルリンカー領域のリン酸化への関与が示唆さ

れた。増殖硝子体網膜症モデルを用いた研究では、上皮̶間葉系移行に関係する遺伝子発

現がおしなべて観察された。免疫組織化学ではSmadリン酸化が、C末端、ミドルリンカ
ー領域共に検出された。アデノウイルスベクターによるdominant negative-p38MAPK
の過剰発現で、ミドルリンカー領域が減弱する傾向を得た。上皮̶間葉系移行が関与する

眼疾患の動物モデルと臨床材料、および培養細胞のTGFb処理で、SmadのC末端とミド
ルリンカー領域のリン酸化が検出され、後者のリン酸化の疾患発症機序への関与が示唆

された。 
 
研究成果の概要（英文）：In cultures of retinal pigment epithelial cell line, ARPE-19 and 
mouse lens epithelial cell line, a-TN4, TGFbeta1 addition activates phosphorylation of 
Smad2/3 C-terminal and middle rinker region along with epithelial-mesenchymal 
transition (EMT). Phorphorylation of Smad2/3 middle lilnker was observed even under 
TGFbeta1-minus condition and seemed to be attenuated with inhibitors of MAPKs. 
Immunohistochemistry of human samples showed that EMT-lens cells exhibited 
phosphorylation of Smad3 middle renker region more prominently as compared with 
its C-terminus phosphrylation. C-terminus phosphorylation was not observed in 
smooth muscle action-positive cells. Rat lens injury experiments suggested that 
invlovement of JNK and p38 in Smad middle linker region phosphorylation. 
EMT-related gene expression was overall detecterd in mosue proliferative 
vitreoretinopathy (PVR) model. Immunohistochemistry showed both C-terminus and 
middle linker region phosphorylations of Smad3. Adenoviral overexpression of 
dominant negative p38 seemed to suppress middle linker region phosphorylation of 
Smad3. Investigations on human samples and its animal model, as well as cell culture 
experiments, suggetsed involvement of Smad3 middle linker region phosphorylation in 
EMT-related fibrogenic ocular pathologies.   
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１．研究開始当初の背景 

臨床的に重要な疾患である網膜剥離後の網膜

色素上皮細胞による剥離網膜の線維化（増殖

硝子体網膜症）や水晶体損傷後の創傷治癒過

程での組織線維化にはそれぞれの上皮細胞の

上皮̶間葉系移行が大きな役割を担っており、

それにはトランスフォーミング成長因子ベー

タ(TGFb)によるSmad2およびSmad3のC末端リ

ン酸化によるシグナルが大きく関与している

ことが代表研究者らによって解明されていた。

しかし、近年、Smad2/3分子は、C末端以外に

分子中央部のミドルリンカー領域と呼ばれる

部分もリン酸化され、Smad2/3シグナルをさら

に精巧に調節していることが近年培養細胞を

用いた研究などで報告されつつあった。しか

し、Smadミドルリンカー領域のリン酸化の上

皮細胞の上皮̶間葉系移行と組織線維化での

役割は充分研究されてなかった。 

 

 代表研究者は、以前にTGFb由来のp38 MAP

キナーゼをアデノウイルスベクター遺伝子導

入によるDominant negative p38で阻害するこ

とがマウス増殖硝子体網膜症に治療効果を発

揮し、さらに培養網膜色素上皮細胞でのプロ

モーターアッセイで検討した結果、Smad依存

性ルシフェラーゼ発現を抑制したという結果

を得て、この効果はp38 MAPキナーゼがSmad

の機能を調節していると結論付け、さらにそ

れは p38によるSmadのミドルリンカー領域の

リン酸化による可能性があると考察した。一

方、眼結膜由来の培養線維芽細胞では、p38

阻害はSmad依存性ルシフェラーゼ発現に影響

しないという結果も得たので、Smadのミドル

リンカー領域のリン酸化によるSmadの遺伝子

発現制御の調節には細胞特異性があることが

予想されていた。 

 
２．研究の目的 

眼組織での創傷治癒過程での組織線維化と

それぞれの上皮細胞の上皮̶間葉系移行で

のSmadミドルリンカー領域のリン酸化の役

割のin vivoおよびin vitroでの解明を目的

とした。 

 
３．研究の方法 

（１）培養網膜色素上皮細胞株 ARPE-19と

マウス水晶体上皮細胞株a-TN4において、

TGFb1添加時のSmad2およびSmad3のC末端と

ミドルリンカー領域のリン酸化の時間経過

をウエスタンブロットと免疫組織化学で検

討した。 

（２）TGFbによるSmadミドルリンカー領域

のリン酸化に対するMAPキナーゼ阻害薬 

U0126 または PD98059、 JNK阻害薬 JNK 

inhibitor 1(CALBIOCHEM: #420116)、p38MAP

キナーゼ阻害薬 SB202190またはSB203580 

の影響を検討した。 

（３）単一細胞から構成され、創傷治癒過程

での細胞の挙動が最も単純に理解できるマ

ウス水晶体を用いた。以前から用いている

26ゲージ針による穿孔外傷後の創傷治癒過

程でのSmad2およびSmad3のC末端とミドルリ

ンカー領域のリン酸化の時間経過を蛍光免疫

組織化学的に検討した。代表研究者らによっ

て作成されたSmad2またはSmad3のミドルリン

カー領域リン酸化に対する特異抗体を使用し



 

 

た。C末端リン酸化の経過と比較した。 

（４）ラット水晶体の穿孔外傷後の創傷治癒

モ デ ル を 用 い た 。 dominant 

negative-p38MAPKのアデノウイルスベクタ

ーによる遺伝子導入の水晶体上皮細胞での

Smad2およびSmad3のC末端とミドルリンカ

ー領域のリン酸化の時間経過を免疫組織化

学的に検討した。さらに水晶体上皮細胞の

線維化で最も重要な現象である上皮̶間葉

系移行の状態を平滑筋アクチンの発現、上

皮̶間葉系移行に関与する転写因子である

Snail、各種サイトカインや細胞外マトリッ

クス成分の発現から検討した。免疫組織化

学とreal-time RT-PCRを用いた。 

（５）増殖硝子体網膜症モデルを用いた研究。

既報で報告した方法でマウス眼に増殖硝子

体網膜症モデルを作成した。マウス眼で角

膜切開、水晶体摘出、硝子体摘出後に網膜

にシリコーン針で裂孔を作成し、網膜剥離

を誘発した。剥離網膜下の色素上皮層に線

維化組織が形成され、同部では、網膜色素

上皮細胞に上皮̶間葉系移行のマーカーが

発現された。剥離網膜組織をウエスタンブ

ロットに供し、Smadミドルリンカー領域とC

末端のリン酸化状態を評価した。さらに網膜

色素上皮細胞の線維化で最も重要な現象であ

る上皮̶間葉系移行の状態を平滑筋アクチン

の発現、上皮̶間葉系移行に関与する転写因子

であるSnail、各種サイトカインや細胞外マト

リックス成分の発現を検討した。免疫組織化

学、  in situ hybridization, real-time 

RT-PCR を 用 い た 。 同モ デ ル で dominant 

negative-p38MAPKをアデノウイルスベクター

で強制発現して得られた結果（Saika S, et al. 

Lab Invest 2006）と比較した。 

 
４．研究成果 

（１）培養網膜色素上皮細胞株 ARPE-19
とマウス水晶体上皮細胞株a-TN4におい
て、TGFb1添加時のSmad2およびSmad3
のC末端とミドルリンカー領域のリン酸
化の時間経過をウエスタンブロットと免

疫組織化学で検討した。その結果、C末端
と平行してミドルリンカー領域のリン酸

化が起こることが確認できた。しかし、C
末端のリン酸化と異なり、平常でもミドル

リンカー領域のリン酸化が起こっている

可能性が示唆された。（２）TGFbによるSmad

ミドルリンカー領域のリン酸化に対する

MAPキナーゼ阻害薬 U0126 または PD98059、

JNK阻害薬 JNK inhibitor 1(CALBIOCHEM: 

#420116)、p38MAPキナーゼ阻害薬 SB202190

またはSB203580 の影響を検討した。その結

果、これらの細胞では、おもにMAPキナーゼ

がミドルリンカー領域のリン酸化に関与し

ているが、p38とJNKの関与は少ないことが

証明された。C末端のリン酸化にはこれらの

シグナル伝達経路は関与していないことが

示唆された。免疫組織学的に、臨床材料の

後発白内障組織で上皮̶間葉系移行を起こ

した水晶体上皮細胞では、C末端よりも長期

にミドルリンカー領域のリン酸化が起こっ

ていることを免疫組織化学で検出できた。C

末端リン酸化は、完全に平滑筋アクチン陽

性の筋線維芽細胞様に変化した水晶体上皮

細胞では陽性度は低かった。マウス色素上

皮由来因子遺伝子を発現するアデノウイル

スベクターが作成され、ARPE-19細胞での発

現がreal-time RT-PCRとウエスタンブロッ

トで確認でき、in vivoでは、マウス角膜線

維化モデルでTGFb/Smadシグナルの抑制効

果による抗線維化効果の可能性が免疫組織

化学、real-time RT-PCRで示唆された。 

（３）in vivoの研究では、ヒト後発白内障組

織でのSmad2/3のミドルリンカー領域のリン

酸化およびC末端領域のリン酸化を免疫組織

か学的に検索した。術後ぼ創傷治癒過程にあ

る水晶体上皮細胞で、上皮形態を維持してい

る部分では、C末端のリン酸化、上皮̶間葉系

移行を起こしている部分では、C末端とリンカ

ーの両者のリン酸化が検出された。 

マウス水晶体外傷モデルでは、穿孔部の水晶

体上皮細胞でSmad2/3のC末端リン酸化と核内

以降は受傷後１２時間から観察され、mRNAレ

ベルで3日、蛋白質レベルで5日ごから上皮̶

間葉系移行のマーカーである平滑筋アクチン

の発現が観察された。  

（４）ラット水晶体の穿孔外傷後の創傷治癒

モ デ ル を 用 い た 。 dominant 

negative-p38MAPKのアデノウイルスベクタ

ーによる遺伝子導入の水晶体上皮細胞での

Smad2およびSmad3のC末端とミドルリンカ

ー領域のリン酸化の時間経過を免疫組織化

学的に検討した。さらに水晶体上皮細胞の

線維化で最も重要な現象である上皮̶間葉

系移行の状態を平滑筋アクチンの発現、上

皮̶間葉系移行に関与する転写因子である

Snail、各種サイトカインや細胞外マトリッ

クス成分の発現から検討した。免疫組織化

学とreal-time RT-PCRを用いた。上皮̶間葉

系移行による遺伝子発現はSmadリンカーの

リン酸化の抑制と同時に、JNKを阻害しても

観察されたという予備的結果を得た。 

（５）増殖硝子体網膜症モデルを用いた研究。

既報で報告した方法でマウス眼に増殖硝子

体網膜症モデルを作成した。免疫組織化学、 



 

 

in situ hybridization, real-time RT-PCR

を用いた。上皮̶間葉系移行に関係する遺伝子

発現がおしなべて観察された。免疫組織化学

ではSmadリン酸化が、C末端、ミドルリンカー

領域共に検出された。アデノウイルスベクタ

ーによるdominant negative-p38MAPKの過剰

発現で、ミドルリンカー領域が減弱する傾向

を得た。 
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