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研究成果の概要（和文）：①筋線維芽細胞機能発現の分子メカニズムの解明及び②筋線維芽細胞の活性化に起因
する網膜変性疾患に焦点を当てた創薬研究が本研究の目的である。①に関して、筋線維芽細胞の機能発現に重要
な役割を果たすタンパク質としてCRP2を同定した。CRP2は筋線維芽細胞に特有な転写を促進する。CRP2の3D構造
解析によりこの機能に必須の領域及びアミノ酸配列を同定した。②に関して、Benzoylphenyl urea (BPU) 類縁
体、BPU17と命名した化合物が網膜変性疾患モデル動物を用いた解析で瘢痕形成及び血管新生を抑制することを
明らかにし、その標的タンパク質の同定と阻害機構の解明に成功した。

研究成果の概要（英文）：Objectives of this study are as follows: 1) Elucidation of molecular 
mechanisms of myofibroblast functional expression; 2) Drug discovery against retinal degenerative 
diseases whose cause is an activation of the myofibroblast.  This study leads to the following novel
 findings.
1) We identified CRP2 as a protein that plays a role in myofibroblast function: CRP2 promotes 
myofibroblast-specific transcription, and 3D structural analysis of CRP2 identified the region and 
amino acid sequence essential for this function.  2) Benzoylphenyl urea (BPU) analog, named BPU17, 
inhibits scar formation and angiogenesis in an animal model of retinal degenerative disease. We 
identified the target protein and elucidated its inhibitory mechanism.

研究分野：細胞生物学

キーワード： 加齢黄斑変性　網膜色素上皮細胞　筋線維芽細胞　瘢痕　血管新生　血管内皮細胞　Benzoylphenyl ure
a (BPU)　CRP2

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
加齢黄斑変性 (AMD) は血管新生とその破綻に起因する網膜変性疾患で、高齢化の進行により患者の増加が予想
される。AMD治療薬として抗VEGF剤が使用されるが、根治的な治癒には至らず病変部で瘢痕が形成され、視覚障
害を起こす。
　本研究でCRP2が筋線維芽細胞の機能発現に重要な役割を果たすことを明らかにし、CRP2が線維化に向けた新た
な創薬標的であることを示した。また、元来殺虫剤として開発されたBenzoylphenyl ureaに属する化合物が網膜
変性疾患に対する創薬に応用可能なことを明らかにした。以上の結果はAMDをはじめとする網膜変性疾患に対す
る新たな創薬基盤を提示し、その社会的意義も高い。

※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 

線維芽細胞は臓器間質に存在する間質細胞で、コラーゲン等の細胞外基質 (ECM) を産生す

るが、正常組織においては ECM 産生能及び細胞運動能も抑制された状態を維持している。

一方、創傷を受けた場合は炎症反応に応答して線維芽細胞や上皮細胞は増殖能、ECM産生

能及び細胞運動能が亢進した筋線維芽細胞に形質転換し（上皮細胞からの形質転換は上皮

間葉転換 [EMT]として知られている）、創傷治癒を促す。しかし、過剰な筋線維芽細胞の機

能発現（ECM 産生・αSM-actinに代表される SMC geneの発現増強・細胞運動の亢進）は

網膜変性疾患をはじめとする線維化症を誘起させる。また、ガン組織においては間質に局在

する筋線維芽細胞（がん関連線維芽細胞）がガン浸潤・転移を促進させる。 

 加齢黄斑変性 (AMD) は網脈絡膜における血管新生とその破綻に起因する線維化を伴う

網膜変性疾患で、高齢化の進行により患者数の増加が予想される。AMD 治療法として抗

VEGF 剤が使用されている。抗 VEGF 剤による新生血管退縮により, 予後の改善が認めら

れるが、根治的な治癒には至らず、障害を受けた網膜組織は網膜下で瘢痕(線維性増殖組織) 

が形成される。炎症に伴う新生血管破綻に起因する網膜色素上皮細胞(RPE)の EMT により

派生した筋線維芽細胞の増殖・脈絡膜への浸潤・ECMの過剰産生が瘢痕形成の要因で、瘢

痕は網膜視細胞障害を誘起し、視覚障害を起こす。現時点で、瘢痕形成に対する有効な治療

法は確立されていない。 

 筋線維芽細胞の機能発現機構として myocadin family の転写補助因子 myocardin related 

transcription factors (MRTF-A & -B [MRTF]) の核集積が挙げられるが、これ以外にMRTFの

機能発現には cysteine and glycine-rich protein 2 (CRP2)が必要であることを見いだした。

根拠として CRP2 の knock-down (KD) が筋線維芽細胞の機能発現及び TGF-β に応答した

RPEの EMTを抑制したことが挙げられる。本研究とは直接的には関係ないが、がん関連線

維芽細胞を介する扁平上皮ガンの集団的浸潤も CRP2に依存する。 

 以上の知見から、「CRP2阻害剤は RPEの EMT並びに筋線維芽細胞の機能を阻害し瘢痕

形成を抑える薬剤にならないか？」と考えた。また、研究分担者・中川から供与された数十

個の benzoylphenyl urea (BPU) 類縁体を検証した結果、筋線維芽細胞の機能発現、RPEの

EMT、血管内皮細胞の増殖・細胞運動・管腔形成（血管新生）を阻害し、且つ in vivoでの

網膜瘢痕化をも阻害する化合物 (BPU17と命名) を見いだした。

以上の結果から「BPU17は根治的 AMD治療薬の創薬シードに

ならないか？」と考えた。 

BPUの基本構造を左図に示す。本研究はこれらの発想を基盤に

立案し、2019 – 2022年度に実施した。 

 



 

２. 研究の目的 

RPEの EMTによる筋線維芽細胞への形質転換が AMD等の網膜変性疾患の要因となってい

る。EMT は MRTF の機能発現により誘起され、CRP2 がこの現象に深く関わること及び

BPU17 が筋線維芽細胞及び血管内皮細胞の機能発現を阻害することを見出していた。この

知見を基盤に以下の２つのアプローチから AMDに向けた根治的治療薬の創成を目指す。 

① CRP2 に焦点を当てた MRTF 機能阻害メカニズムの解明と筋線維芽細胞阻害化合物の

探索。② BPU類縁体、BPU17を創薬シードとした網膜変性疾患に向けた創薬研究。 

 

３．研究の方法 

培養細胞: 株化線維芽細胞 NIH3T3 細胞の培養には DMDM-10% FCS を用いた。初代培養

網膜色素上皮細胞 (retinal pigment epithelial cell [RPE]) 及び血管内皮細胞(endothelial cell 

[EC]) の培養にはそれぞれ RtEGM BulletKit（ロンザ）及び HEC-C1培地（機能性ペプチド

研究所）を用いた。 

細胞運動: 創傷治癒アッセイにより細胞運動能に及ぼす効果を評価した。 

血管新生:マトリゲル上で EC の培養を行い、管腔形成を誘導する。管腔の長さ及び分岐点

の数に及ぼす効果を定量化することで血管新生に対する効果を評価した。 

細胞増殖・生存アッセイ: BPU の細胞増殖及び生存率に対する効果はそれぞれブロモデオ

キシウリジン(BrdU)の取り込みやMTTアッセイにより評価した。 

イムノブロット・qPCR: それぞれの培養細胞を 2% SDS sample bufferで溶解させた総抽

出液を SDS-PAGEにかけタンパク質を分離後、PVDF膜に転写する。対象となる抗体を用

いたイムノブロットによりタンパク質レベルでの発現を解析する。この際、GAPDHをロー

ディングコントロールとして用いた。mRNA レベルでの発現は total RNA を鋳型にして

cDNA合成を行い、real-time qPCRにより解析する。この場合も GAPDH mRNAの発現量

を内在性コントロールとして用いた。 

siRNA を介したノックダウン(KD): 目的とする遺伝子に対する siRNA は Sigma から購入

し、Lipofectoamine RNAiMAXを用いて培養細胞へ導入した。siRNA導入後２日目に細胞増

殖及び細胞運動に対する目的遺伝子の KD効果を解析した。 

タンパク質間相互作用の解析: In vitro タンパク質翻訳システム (Pomega)で合成したタン

パク質を用いてタンパク質間相互作用を解析した。相互作用の検出には免疫沈降法・イムノ

ブロット (IB)を用いた。 

網膜変性疾患モデル動物: 以前に報告されている方法に準じて施行した (Kimura et al. 

2015)。網膜組織にレーザー照射により障害を与え（この際に BPU17 またはコントロール

として DMSOを眼球内に投与する）、7日後（血管新生解析）もしくは 21日後（は瘢痕形

成解析）に眼球を取り出し、組織染色により血管新生（イソレクチン染色）及び瘢痕形成

（collagen抗体による染色）に対する薬剤効果を評価する。 

プロモーターアッセイ: 3xCArG-box-Luciferaseをレポーターとして SRF/CArG-boxを介し



 

た転写 (SMC geneの転写) に及ぼす MRTF-A・CRP2の相乗効果や BPU17による阻害効

果の検証を行った。培養細胞への遺伝子導入は ViaFect (Promega)を使用した。 

DNAアフィニティーを用いたタンパク質-DNA結合解析: SRF結合部位 (CArG-box)を連結

させた 3xCArGのビオチン化プローブを Streptavidin M-280 Dynabeads（Invitrogen）と反

応させ、プローブに結合したタンパク質は、IBにより検出した。 

BPU17の標的タンパク質の同定: BPU17を FG beads (TAMAGAWA SEIKI)とカップリング

させた BPU17-affinity beadsを調製し、細胞抽出液（RPE及び EC）と反応させた後、洗浄・

抽出を行った。抽出液を SDS-PAGEで分離後、銀染色により BPU17-affinity beadsに結合

したタンパク質を可視化し、質量分析でタンパク質を同定した。 

 

４．研究成果 

(1) CRP2の機能制御に焦点を当てたMRTF機能阻害メカニズムの解明と筋線維芽細胞阻

害化合物の探索 

①  CRP2-MRTF相互作用による SRF/CArG-boxを介した転写促進の分子機構解明 

CRP2はMRTF-A及び SRFと直接結合し、MRTF-A/SRF/CArG-boxを介した転写を増強

する。この効果は CRP2がMRTF-Aの CArG-boxに結合した SRFに対する親和性を高め

ることに起因し、epigenetic factorである CRP2BPがアダプタータンパク質として上記の

CRP2機能を促進することを見出した。この CRP2BPの機能には C末側に存在する

histone acetyltransferase domainを必要としない。詳細な結合実験から、CRP2の C末端

側の LIM domain (101-193 amino acids)とMRTF-Aの C末部分がそれぞれの結合領域であ

ることが判明した。図１

に CRP2及び CRP2BPを

介した転写促進の概要を

示す。 

 

 

図１：CRP2-MRTF相互作用による SRF/CArG-boxを介した転写促進機構 

 

② ３次元 (3D)構造解析による CRP2-MRTF-A相互作用に必須のアミノ酸配列の同定 

MRTF-Aと結合する CRP2の C末端側 LIM domainの 3D構造をMolecular dynamics (MD) 

simulationにより分析し、MRTF-A結合に関わる protein-binding cavityの探索を行った。

図２に黄色矢印で示す一番大きな cavityはMRTF-Aとの結合に関わらず、水色矢印で示し

た cavityがMRTF-Aとの結合に重要で、極性アミノ酸 (serine-152, glutamate-154, 

serine-155, threonine-156, threonine-157, and threonine-159 in human CRP2)がMRTF-A

との直接結合に必須であることと疎水性アミノ酸 (tryptophan-139, phenylalanine-144, 



 

leucine-153, and leucine-158 in human CRP2)が水色矢印

で示した cavity形成に重要であることを明らかにした。こ

の cavityに安定配座する可能性のある低分子化合物の探索

をドッキングシミュレーションで行ったが、候補となり得

る化合物を同定できなかった。 

図２: CRP2の C末部に存在する protein-binding cavity（緑色） 

 

(2) BPU17を創薬シードとした網膜変性疾患に向けた創薬研究 

①  網膜変性疾患モデル動物を用いた解析 

BPU17を投与した群はコントロール (cntl)群に比べてイソレクチン及び collagen抗体によ

る染色強度が低下した（図３）。以上の結果から、in vivoで BPU17は血管新生と瘢痕の両

方を阻害することが判明し

た。 

 

 

図３: 網膜変性疾患モデル動

物での BPU17の血管新生と

瘢痕形成に対する阻害効果 

 

② 培養細胞（初代培養 RPE及び EC）を用いた解析 

上記の阻害機構の解明に向けて初代培養細胞 (RPE及び EC)での解析を進めた。この結

果、CRP2は RPEの EMTに重要な役割を果たし、BPU17は CRP2発現を抑制すること

で EMTを阻害することを明らかにした。ECの機能発現（細胞運動・関空形成）に対する

BPU17の効果検証の結果、BPU17は細胞運動及び細胞接着に関わる β-actinや integrin類

の発現を低下させ EC機能を阻害した。この阻害効果は BPU17処理された ECでMRTF-

A/Bの発現低下に起因する。 

③ BPU17の標的タンパク質の探索 

BPU17とカップリングさせた FG beads (BPU17-affinity beads) を用いて RPE及び EC由

来の細胞抽出液から BPU17結合タンパク質の単離し、proteomicsによる同定を行った。

この結果、両細胞に共通する複数のタンパク質が検出された。これらは何もミトコンドリ

ア機能維持に関わるタンパク質で、機能解析を継続中である。 
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