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研究成果の概要（和文）：全身性強皮症は、皮膚や内臓臓器に線維化をきたす膠原病である。最近我々は、ハイ
スループットスクリーニングにより、上皮間葉転換を阻害しうる化合物LG283を見出した。LG283は、ヒト皮膚線
維芽細胞においてTGF-βによる細胞外基質蛋白、α-SMAの発現とSmad3のリン酸化を抑制した。また、LG283は培
養上皮細胞において、TGF-βによる上皮間葉移行を阻害した。さらに経口LG283はブレオマイシン誘導皮膚線維
化マウスモデルの皮膚線維化を有意に抑制したことから、本化合物が強皮症の治療薬候補となる可能性が示唆さ
れた。そして我々の薬剤スクリーニング法が、線維化疾患の治療開発に有用と思われた。

研究成果の概要（英文）：Systemic sclerosis (SSc) is a collagen disease that exhibits fibrosis in the
 skin and internal organs. Recently, our high-throughput in vitro screening discovered a small 
compound, LG283, that may disrupt the differentiation of epithelial cells into myofibroblasts (EMT).
 LG283 suppressed TGF-β-induced expression of extracellular matrix and α-SMA, and Smad3 
phosphorylation in cultured human dermal fibroblasts. LG283 was also found to block EMT in cultured 
human epithelial cells. During these processes, Smad3 phosphorylation was inhibited by LG283 
treatment. In the bleomycin-induced skin fibrosis model, oral LG283 efficiently protected against 
the development of skin fibrosis. The LG283 compound exhibits antagonistic activity on fibrosis 
through inhibition of TGF-β signaling pathways and thus, may be a candidate therapeutic for 
treatment of SSc. We also propose that the screening of EMT regulatory compounds may result in 
additional therapeutic approaches for tissue fibrosis.

研究分野： 皮膚科学
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  １版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
全身性強皮症は、皮膚や内臓が線維化によって硬くなる膠原病で、厚労省の難病にも指定されている。そして、
膠原病の中でも治療が難しく、新しい治療薬の開発が望まれている。本研究は多数の化合物の中から、線維化を
抑制する可能性のある薬剤を独自の方法でスクリーニングし、細胞実験と動物実験で、線維化を抑制する化合物
LG283を見出したものである。さらに詳細な検討を行うことにより、LG283を実際の臨床試験に発展させたい。ま
た、本研究成果は、我々の薬剤スクリーニング法が、抗線維化薬の開発に有用な可能性があることを示すもので
ある。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
全身性強皮症は、皮膚や内臓臓器の線維化と血管障害を特徴とする膠原病である。その病態はい
まだ明らかではなく、治療法も十分に確立されていない。これまでに、Transforming growth 
factor-β (TGF-β)/Smad シグナルが、線維芽細胞の筋線維芽細胞への分化とそれからのコラーゲ
ンなどの細胞外基質の産生誘導に中心的な役割を果たしていると考えられている。 
最近我々は、共同研究者らが開発した上皮間葉移行 (EMT) を抑制する薬剤の in vitro のハイス
ループットスクリーニングによ
り、多数の化合物の中からクルク
ミン化合物のひとつである
LG283 を抗線維化薬の候補とし
て見出した。 
 
２．研究の目的 
LG283 の線維化抑制作用を、ヒ
トの皮膚由来の培養線維芽細胞
に添加して明らかにする。また、
ブレオマイシン (BLM) 誘導性
の皮膚線維化モデルのマウスに
経口投与し、皮膚線維化の治療薬
としての有用性を検討する。 
 
３．研究の方法 
(1) LG283 
LG283 は、Okuda や Sugimoto らにより作製され
たクルクミン誘導体のひとつで PE859 の名前で
報 告 さ れ て い る  (3-[(1E)-2-(1H-indol-6-
yl)ethenyl]-5-[(1E)-2-[2-methoxy-4-(2-
pyridylmethoxy) phenyl] ethenyl]-1H-
pyrazole)1)。 
(2) 線維芽細胞を用いた実験 
ヒトの正常包皮皮膚由来の培養線維芽細胞に
TGF-β1 を加えて、筋線維芽細胞への分化やコラー
ゲン、ファイブロネクチンなどの発現を誘導し、同
時に添加した LG283 がそれらを抑制するかどう
かを確認した。 
(3) 上皮間葉移行 (EMT) の実験 
ヒトの非小細胞肺癌細胞株である A549 にリコン
ビナント TGF-β2 を添加して EMT を誘導した。
その際に 0.5μM の LG283 を加えることにより、
それが抑制されるかどうかを検討した。 
(4) マウス実験 
8-10 週齢の C57BL/6 マウスの背部に BLM を 28
日間皮下注射(1mg/ml 生食を 150μl)して線維化
を誘導し、それが LG283 の経口投与 (40mg/kg ま
たは 80mg/kg) を同時に開始することでどの程度
抑制されるか、副作用がみられるかどうかを確認
した。 
(5) 評価方法 
細胞や組織のサンプルについて、蛍光免疫染色、組
織染色、免疫組織化学染色、Western blotting、
ELISA、フローサイトメトリーなどを用いて、線
維化に関わる評価や病態について詳細に解析し
た。 
 
４．研究成果 
（成果） 
ヒトの皮膚由来の培養線維芽細胞に TGF-β1 を加
えると p-SMAD3 の核内移行がみられるが、
LG283 はそれを抑制した（図 1a）。また、p-SMAD3



に加え、細胞外基質である I 型 collagen（COL1A2）や fibronectin 1 (FN1)、筋線維芽細胞の指
標である αSMA の蛋白の TGF-β1 による発現増加が、LG283 で抑制されることが Western 
blotting で示された（図 1b、c）。 
次に、LG283 は EMT を抑制する薬剤としてスクリーニングされたことから、EMT の阻害作

用を確認することとした。肺の上皮細胞に TGF-β2 を加えると細胞同士の接着が弱くなり、紡錘
形状の間葉系細胞に似た形態に変化する。しかし、LG283 を添加した場合はそれが抑制された
（図 2a）。また、それらの細胞を Western blotting で検討すると、TGF-β2 による上皮マーカー
の E-cadherin (Ecad)の発現低下と間葉系マーカーの αSMA の発現上昇が LG283 で是正されて
いた（図 2b）。また、TGF-β2 による p-SMAD3 の発現増加も LG283 で抑制された（図 2c）。 
 これらの vitro の結果を踏
まえ、BLM 誘導性強皮症モデ
ルに対する LG283 経口投与
の有用性を検討した。BLM に
よる皮膚の肥厚、COL1A2 や
FN1 の蛋白発現は、LG283 に
よる治療で有意に抑制された
（図３）。なお、フローサイト
メトリーや免疫組織染色によ
る検討で、LG283 は浸潤細胞
のプロファイルや数には明ら
かな影響を示さなかった（デ
ータ非表示）。また、LG283 は
BLM による αSMA 陽性の筋
線維芽細胞の増加を抑制した
（図 4a）。LG283 は、組織中
の TGF-β1 や SMAD3 の蛋白
量には有意な影響を及さなか
ったが、 BLM による p-
SMAD3 の発現増加を有意に
抑制した（図 4b, c）。 なお、
LG283 投与による明らかな副作用は認められなかった。 
（考察） 
本研究において、クルクミン化
合物の LG283 が in vitro と in 
vivo の両方で皮膚の線維化を
抑制する作用が示された。
LG283 は、皮膚線維芽細胞に
おいて TGF-β 依存性の筋線維
芽細胞への分化、SMAD3 のリ
ン 酸 化 、 I 型 collagen
（COL1A2）や fibronectin 1 
(FN1) の発現を抑制した。ま
た LG283 の経口投与は、BLM
誘導性強皮症モデルの皮膚の
線維化の進行を有意に抑制し
た。最近の研究では、ヒトの全
身性強皮症患者皮膚の筋線維
芽細胞のほとんどが局所の線
維芽細胞に由来する可能性が
示されている。しかし、肺など
の他臓器では上皮細胞に由来
する可能性も想定される。
LG283は肺上皮細胞のEMTを有意に抑制したことから、本モデルでは評価ができなかったが、
全身性強皮症にみられる間質性肺炎などの抑制にも有用な可能性があり、今後検討が必要と考
えている。また、本研究成果は、我々の EMT を抑制する薬剤のハイスループットスクリーニン
グが、抗線維化薬を見出すうえで有用な方法であることを示唆するものと考えられた。 
（参考文献） 
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