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研究成果の概要（和文）：線維化の in vitro モデルである強皮症線維芽細胞を解析し、細胞外

マトリックスの１つであるトロンボスポンジン-1（TSP-1）の過剰発現とそのリガンドである

CD36 の発現低下を見いだした。これらの現象は autocrine TGF-β signaling によることを明

らかにし、さらに TSP-1 の過剰発現あるいは CD36 の発現抑制にて線維化が誘導できることを証

明した。 

 

研究成果の概要（英文）：We investigated scleroderma fibroblasts as an in vitro model of 

fibrosis.  We have shown that scleroderma fibroblasts overexpressed thrombospondin-1 

(TSP-1), one of extracellular matrix proteins, and down-regulated CD36, the ligand for 

TSP-1. These phenomenon were shown to be induced by autocrine transforming growth factor-

β (TGF-β) signaling in scleroderma fibroblasts.  Furthermore, forced overexpression 

of TSP-1 or knock-down of CD36 was shown to induce fibrosis. 
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１．研究開始当初の背景 
全身性強皮症は原因不明の結合織疾患であ
り、コラーゲンなどの細胞外マトリックスの
皮膚や内臓緒臓器への過剰な沈着を特徴と
する。その病態は血管障害やリンパ球活性化
に始まり、各種サイトカイン、インテグリン、
細胞−細胞外マトリックス相互作用による線
維芽細胞のコラーゲン代謝調節亢進に至る

可能性が示唆されている。 
 強皮症線維芽細胞におけるコラーゲン合
成の異常として I 型、III 型コラーゲンの蛋
白および mRNA の発現亢進が認められ、転写
レベルの異常であることが証明されている。
また TGF-β、oncostatin M, interleukin-4, 
interferon-γ、tumor necrosis factor-α、
interleukin-10 などのサイトカインは転写
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レベルでコラーゲン遺伝子の発現を調節す
ることが知られている。しかしながら、強皮
症線維芽細胞におけるコラーゲン合成亢進
の詳細な機序は未だ明らかではなく、また
種々のサイトカインによるコラーゲン遺伝
子発現調節においても不明な点が多い。 
 
２．研究の目的 
強皮症線維芽細胞におけるコラーゲン合成
亢進の機序に関しては、TGF-βの関与が示唆
されている。しかしながら強皮症培養線維芽
細胞では TGF-βの発現は変化せずコラーゲ
ン合成が亢進している。この観点より申請者
らは aurocrine TGF-βloop 仮説、すなわち
TGF-βの発現は変化せず TGF-β情報伝達系
が活性化していることによりコラーゲン合
成が亢進しているという全く新しい仮説を
提唱し、注目を集めている。しかしながら、
強皮症線維芽細胞における TGF-β情報伝達
系活性化の詳細な機序は明らかとなってい
ないため、この点を詳細に検討する必要があ
る。 
本研究では、強皮症病態形成に関与してい

ると考えられるサイトカイン、インテグリン、
細胞外マトリックスの正常および強皮症皮
膚線維芽細胞に対する分子レベルでのコラ
ーゲン遺伝子転写制御および情報伝達への
影響について検討を加えたい。 
本研究では、強皮症線維芽細胞における TGF-
β情報伝達系の亢進が本当に正しいのかさ
らに検証し、その上で強皮症線維芽細胞にお
ける TGF-β情報伝達系の活性化の詳細な機
序を明らかにしたい。 
 強皮症線維芽細胞における TGF-β情報伝
達系活性化の機序が明らかとなれば、強皮症
のみならず肺線維症、肝硬変、腎硬化症など
の線維化の新しい治療法の開発に繋がる可
能性がある。特に TGF-β情報伝達系全てを遮
断した場合重篤な副作用が生じるため臨床
的応用が困難と考えられるが、線維化におい
て TGF-β情報伝達系を活性化する機序（蛋
白）が細胞外マットリックスや細胞表面のイ
ンテグリンやサイトカイン受容体である場
合、選択的に同蛋白を阻害することによって
臨床的応用が可能であり、また TGF-β情報伝
達系の一部が重要であることが明らかとな
れば、その蛋白を選択的に阻害することによ
って臨床的応用が可能であると考えられる。
以上の点から TGF-β情報伝達系活性化の機
序を詳細に知ることができれば、副作用の少
ない治療法の開発に繋がると考えられが、申
請者らの知る限り、このような研究はまだな
されていない。 
 
３．研究の方法 
全身性強皮症患者の前腕伸側硬化部位およ
び正常人より研究に使用する旨同意を取っ

た上皮膚生検を行ない、フォルマリン固定皮
膚組織および凍結皮膚組織切片を得、また皮
膚線維芽細胞を培養した。 
  強皮症皮膚線維芽細胞における integrin 
αVβ5 の過剰発現の意義を明らかにするた
めに、エレクトロポレーション法を用いて線
維芽細胞に integrin αVβ5を過剰発現させ
た 細 胞 （ integrin α V β 5 stable 
transfectant）を既に作成し、integrin αV
β5 stable transfectant の I 型、III 型コ
ラーゲン、フィブロネクチン、テネイシンな
どの細胞外マトリックス、MMP-1 などの細胞
外 マ ト リ ッ ク ス 分 解 酵 素 で あ る
metalloproteinases (MMPs)、TIMP-1、TIMP-2
などの細胞外マトリックス分解酵素阻害物
質 で あ る tissue inhibitor of 
metalloproteinases (TIMPs)の発現を免疫ブ
ロット法にて蛋白質レベルで、real time PCR
法にて mRNA レベルで、CAT assay にて転写レ
ベルで検討した。さらに I型コラーゲンに関
しては deletion mutants、site specific 
mutants を用いた転写活性を検討し、その
response element、関与する転写因子を gel 
shift 法にて（super-shift にて）同定し、
その転写因子のリン酸化、DNA 結合能も併せ
て検討した。さらに各種情報伝達経路を検討
するために、Smad2、Smad3 のリン酸化を免疫
沈降法にて、また Smad3、Smad4 の DNA 結合
能に関しては DNA affinity precipitation 
assay および gel shift 法にて検討した。PI3
キナーゼに関しては p85のリン酸化を免疫沈
降法にて検討し、PI3 キナーゼ活性も測定し
た。PI3 キナーゼの下流である Akt に関して
は、リン酸化は抗リン酸化 Akt 抗体を用いた
免疫ブロット法にて検討し、さらに in vitro 
kinase assay にてキナーゼ活性を検討した。
また FAKのリン酸化は免疫沈降法およびリン
酸化 FAKを認識する抗体を用いた免疫ブロッ
ト法にて検討した。さらに PI3 キナーゼ、Akt
の情報伝達系を遮断するために、PI3 キナー
ゼ特異的阻害剤 wortmannin、LY294002、Akt 
inhibitor を用いて、さらには dominant 
negative PI3 キナーゼあるいは dominant 
negative Aktを一過性強発現指せることによ
って integrin αVβ5の過剰発現による異常、
特に細胞外マトリックス過剰発現が是正さ
れるか検討した。また integrin αVβ5 
stable transfectant の細胞骨格の解析とし
て actin などの cytoskelton を免疫蛍光法に
て観察し、あわせて FAX、Paxillin の細胞内
分布も免疫蛍光法にて観察した。免疫沈降法、
免疫ブロット法を用いて Paxillin のリン酸
化も検討した。また多くの integrin がサイ
トカイン受容体と会合して情報伝達を行う
ため、integrin αVβ5 とサイトカイン受容
体、特に TGF-β受容体と Smad2、Smad3、Smad7、
との介合も検討した。また TGF-β情報伝達に



おいて caveolin、clarhrin と Smad2、Smad3、
Smad7 との介合についても解析した。 
 強皮症線維芽細胞における TSP-1発現亢進
の TGF-β情報伝達系活性化への関与につい
て明らかにするため作成した皮膚線維芽細
胞に TSP-1 を過剰発現した細胞（TSP-1 
stable transfectants）に関しては、I 型、
III 型コラーゲンなどの細胞外マトリックス、
MMP-1 などの MMPs、TIMP-1 などの TIMPs の発
現を免疫ブロット法にて蛋白質レベルで、
real time PCR 法にて mRNA レベルで、CAT 
assay にて転写レベルで検討した。さらに I
型コラーゲンに関しては deletion mutants、
site specific mutants を用いた転写活性を
検討し、その response element、関与する転
写因子を gel shift 法にて（super-shift に
て）同定し、その転写因子のリン酸化、DNA
結合能も併せて検討した。さらに各種情報伝
達経路を検討するために、Smad2、Smad3 のリ
ン酸化を免疫沈降法にて、また Smad3、Smad4
の DNA 結合能に関しては DNA affinity 
precipitation assay および gel shift 法に
て検討した。PI3 キナーゼ、Akt、FAK に関し
てはリン酸化を免疫沈降法、免疫ブロット法
にて検討し、キナーゼ活性も測定する。さら
に各情報伝達経路の特異的阻害剤、さらには
dominant negative form を一過性強発現させ、
細胞外マトリックス過剰発現が是正される
か検討した。また smooth muscle actin の
発現を免疫ブロット法にて検討し、更に免疫
蛍光法にて smooth muscle actin の細胞内
分布、発現量も検討し、各情報伝達経路の特
異的阻害剤、さらには dominant negative 
form を一過性強発現させ、αsmooth muscle 
actin の細胞内分布、発現量が変化するか検
討した。   
さらにこれまでの知見を臨床応用につな

げるため、integrin αVβ5 の中和抗体、
integrin αVβ5 特異的阻害剤 EMD121974、
integrin αVβ5 siRNA、TSP-1 antisense 
oligo、TSP-1 中和抗体、TSP-1 siRNA の強皮
症皮膚線維芽細胞に対する作用について検
討を行なった。すなわち、正常および強皮症
培養線維芽細胞にこれらの中和抗体、阻害剤
存在下で I 型、III 型コラーゲンなどの細胞
外マトリックス、MMP-1 などの MMPs、TIMP-1
などの TIMPs の発現を免疫ブロット法にて蛋
白質レベルで、real-time PCR 法にて mRNA レ
ベルで、CAT assay にて転写レベルで検討し
た 。 ま た 強 皮 症 皮 膚 線 維 芽 細 胞 は
myofibroblasts に分化し、α smooth muscle 
actin を発現していることが知られているた
め、これらの中和抗体、阻害剤存在下で 
smooth muscle actin の発現を免疫ブロット
法にて検討し、更に免疫蛍光法にて正常およ
び強皮症培養線維芽細胞におけるα smooth 
muscle actin の細胞内分布、発現量も検討し

た。またマウスにブレオマイシンを投与した
皮膚硬化モデルを既に作成しているため、
integrin αVβ5 の中和抗体、integrin αV
β5 特異的阻害剤 EMD121974、integrin αV
β5 siRNA、TSP-1 antisense oligo、TSP-1
中和抗体、TSP-1 siRNA 投与における影響を
コラーゲンなどの細胞外マトリックス、
MMP-1 などの MMPs、TIMP-1 などの TIMPs の発
現を免疫ブロット法にて蛋白質レベルで、
real-time PCR 法にて mRNA レベルで発現を検
討し、さらにコラーゲン量に関しては
collagenase assay、皮膚病理組織像（HE 染
色）、組織切片のアザン染色を行なうことに
よって評価した。 
 またコラーゲンの受容体でもある
Discoidin domain receptor (DDR) -1 につい
ても検討を始めた。DDR-1 は情報伝達も制御
するので、正常及び強皮症線維芽細胞におけ
る DDR-1 の発現量を蛋白、mRNA レベルで検討
し、また免疫組織学染色、in situ 
hybridization 法にても in vivo の発現量と
して検討した。また DDR-1 のリン酸化を免疫
沈降法で解析し、TGF-β受容体との介合も検
討し、DDR-1 が TGF-β情報伝達亢進に関与す
るのか検討した。 
 
４．研究成果 
正常および強皮症培養線維芽細胞を用いて
免疫ブロット法、免疫沈降法にてトロンボス
ポンジン-1（TSP-1）蛋白の発現量を検討し
たところ強皮症線維芽細胞において発現が
亢進していた。Northern blot 法にて強皮症
線維芽細胞において TSP-1 mRNA の発現が亢
進していた。皮膚組織を用いた免疫染色法に
て強皮症線維芽細胞における TSP-1の発現亢
進が in vivo で確認された。TSP-1 の過剰発
現は I 型コラーゲン過剰発現、Smad3 のリン
酸化亢進と相関した。また強皮症線維芽細胞
で は Northern blot 法に て TSP-1 mRNA 
stability が亢進している事が示され、また
TSP-1 遺伝子プロモーター領域を用いた CAT 
assay にて強皮症線維芽細胞では TSP-1 遺伝
子転写活性は亢進していなかった。 
 また正常線維芽細胞において TGF-β刺激
にて TSP-1 発現が促進され、強皮症線維芽細
胞ではTSP-1の過剰発現はTGF-β中和抗体あ
るいは TGF-β1アンチセンスオリゴにて抑制
され、autocrine TGF-βsignaling (強皮症
線維芽細胞自身が分泌する TGF-βが活性化
して TGF-β情報伝達が亢進した結果)による
ものと考えられた。 
 また TSP-1 中和抗体あるいは TSP-1 アンチ
センスオリゴにて強皮症線維芽細胞コラー
ゲン発現亢進、Smad3 のリン酸化亢進が抑制
され、強皮症線維芽細胞における autocrine 
TGF-βsignaling に TSP-1 過剰発現が関与し
ていると考えられた。 



 TSP-1の受容体として細胞膜蛋白のCD36が
知られている。CD36 蛋白の発現量を正常およ
び強皮症培養線維芽細胞を用いて免疫ブロ
ット法で検討したところ強皮症線維芽細胞
において発現が低下していた。Real time PCR
法にて CD36 mRNA 発現を検討したところ強
皮症線維芽細胞において発現が低下してい
た。皮膚組織を用いた免疫染色にて強皮症線
維芽細胞における CD36 蛋白の発現を検討し
たところ CD36 発現低下が in vivo にて確認
された。CD36 蛋白の発現低下はトロンボスポ
ンジン-1 の過剰発現、I型コラーゲン過剰発
現、α-smooth muscle actin 過剰発現、Smad3
のリン酸化亢進と相関した。また正常線維芽
細胞では TGF-β刺激にて CD36 発現低下が確
認され、強皮症線維芽細胞における CD36 の
発現低下は autocrine TGF-βsignaling (強
皮症線維芽細胞自身が分泌する TGF-βが活
性化して TGF-β情報伝達が亢進した結果)に
よるものと考えられた。 
さらに正常線維芽細胞におけるsiRNA CD36

を用いた RNA 干渉による CD36 発現抑制によ
ってトロンボスポンジン-1 の過剰発現、I型
コラーゲン過剰発現、α-smooth muscle 
actin 過剰発現、Smad3 のリン酸化亢進が誘
導され、CD36 発現抑制は線維化を誘導する可
能性が示唆された。 
 強皮症線維芽細胞における CD36 発現低下
の意義をさらに明らかにするため、正常およ
び強皮症線維芽細胞への latent form TGF-
β添加によって CD36 の発現量、TGF-β活性
化、トロンボスポンジα-smooth muscle 
actin 発現量、Smad3 のリン酸化の程度を検
討した。正常線維芽細胞では latent form 
TGF-β添加によって CD36 の発現低下、TGF-
β活性化、トロンボスポンジン-1 の発現亢進、
I 型コラーゲン発現亢進、α-smooth muscle 
actin 発現亢進、Smad3 のリン酸化亢進が確
認されたが、強皮症線維芽細胞においては
CD36 の発現量、TGF-β活性化、トロンボスポ
ンジン-1 の発現量、I 型コラーゲン発現量、
α-smooth muscle actin 発現量、Smad3 のリ
ン酸化の程度に変化を認めなかった。さらに
強皮症線維芽細胞における CD36 とトロンボ
スポンジン-1 の介合、CD36 と latent form 
TGF-βの介合、トロンボスポンジン-1 と
latent form TGF-βが確認されたが、正常線
維芽細胞では無刺激下では各々認められな
かった。 
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