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研究成果の概要（和文）：全身に線維化・石灰化をきたす腎性全身性線維症は、ガドリニウム(Gd)を含む造影剤を透析
患者に使用することにより生じる。我々は、これまでにGdがヒト間葉系幹細胞の増殖と石灰化を亢進させることを明ら
かにしている。しかしその機序については未だ 十分に解明されていない。ヒト間葉系幹細胞において、Gd刺激により
、PDGFレセプター、MAPKやAkt のリン酸化が亢進することを明らかにした。また、エンドセリンやエンドセリン受容体
の発現量も増加した。これらの結果より、Gdによる石灰化、増殖亢進の機序の一部にPDGFやエンドセリン受容体シグナ
ル伝達、下流のMAPKやAktが関与する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Nephrogenic systemic fibrosis (NSF) is characterized by systemic fibrosis and abno
rmal calcification in patients with severe renal dysfunction. It is considered that gadolinium (Gd)-contai
ning contrast agents used for magnetic resonance imaging trigger the development of NSF. However, the caus
ative role of Gd and the mechanism of Gd-induced fibrosis and calcification in NSF are unknown. ET-1/ET re
ceptor expression and phosphorylation of PDGF receptor, ERK and Aktin human mesenchymal stem cells (MSC) t
reated with Gd were elevated, suggeting that Gd induces proliferation and calcification of hMSC via enhanc
ement of ETR signaling and/or PDGFR signaling and ERK and Akt pathway. 
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１．研究開始当初の背景 
腎性全身性線維症（nephrogenic systemic 

fibrosis: NSF）は、2000 年に初めて報告され
た皮膚と皮下組織の肥厚、筋肉・横隔膜・心
臓・肝臓・肺など、臓器の線維化を特徴とす
る疾患である(Cowper SE et al. Lancet 2000; 
356:1000-1001)。腎不全患者にガドリニウム
(Gd)を含む造影剤を使用することにより高率
に NSF が発症することが判っており、Gd は
NSF の原因または発症のきっかけになって
いると推測されているが、その詳細なメカニ
ズムについては未だ明らかにされていない。 
我々の教室で経験した NSF 症例は高度の

皮膚硬化と関節の拘縮、更に著明な皮膚・皮
下の石灰化をきたしていた(Nagai Y et al. Acta 
Derm Venereol 2008; 88: 597–600)。また、NSF
の剖検例の総括によると、皮膚小血管壁や皮
下脂肪織内に強く石灰沈着を来しており、Gd
も同時に沈着しているとの報告もある
(Sanyal S.et al. Nephrol Dial Transplant 2011: 
1-11)。これらのことより、Gd が線維化、石
灰化病変形成に共通して作用している可能
性が示唆される。 
我々の教室では、これまでに in vitro の実験

系にて Gd がヒト間葉系幹細胞やヒト線維芽
細胞の増殖と石灰化を亢進させることを明
らかにしている（Okada E et al. J Dermatol Sci 
2011;62:58-63）。しかし、Gd がどのように作
用し、皮膚線維化、石灰化を誘導するのか、
その機序については未だ十分に解明されて
いない。本研究では、Gd がどのように線維
芽細胞あるいは間葉系幹細胞に作用し、細胞
内にシグナルを伝え、その増殖（皮膚線維化）、
分化（石灰化）に影響を与えるのかを明らか
にすることが目的である。 

Gd が細胞内シグナルに与える影響に関す
る最近の報告のなかで、興味深いことに、Gd
が PDGF レセプターシグナルに影響を与え、
ヒト線維芽細胞の増殖亢進を促すことが示
されている（Bhagavathula N et al. Invest Radiol 
45(12):769-777, 2010）。また、PDGF レセプタ
ーシグナルを阻害する Imatinib（チロシンキ
ナーゼ阻害薬）の投与が、NSF の皮膚硬化に
対 し て有効 で あった と の報告 も あ る
（Paniagua RT et al. J Am Acad Dermatol 
2011;65:389-403）これらの知見から、Gd が間
葉系幹細胞の PDGF レセプターシグナルの活
性化を介して、皮膚線維化や石灰化を誘導す
る可能性が高い。 
申請者の研究室では、分泌蛋白質 MFG-E8

についての研究を行っている。MFG-E8 は、
N 末端に 2 つの上皮成長因子様ドメイン（E1, 
E2）を持ち、E2 ドメインにはインテグリン
との結合に重要な RGD 配列を含む。MFG-E8
は、この RGD 配列を介して、インテグリン
αvβ3 や αvβ3 と結合する。一方、C 末端には
第 5，8 凝固因子と相同性をもつドメイン
（C1,C2）を有し、この C1、C2 ドメインはリ
ン脂質やコラーゲンと結合することが知ら
れている（下図参照）。 

研究協力者である当教室の茂木精一郎講
師は、MFG-E8 の研究を継続しており、
MFG-E8 が PDGFRβ シグナルを制御すること
を明ら
かにし
ている
(Moteg
i S. 
Arterio
scler 
Throm
b Vasc 
Biol. 
2011 
31(11):
2653-2
664) 
( 右 図
参照 )。
MFG-E8 は血管周皮細胞や間葉系幹細胞より
産生、分泌され、細胞膜上のインテグリン αV
と結合する。そして、PDGF 刺激によりリン
酸化された PDGFRβ は FAK を介して、イン
テグリン αV、MFG-E8 と複合体を形成する。
その結果、PDGFRβ のユビキチン化が抑制さ
れることにより、PDGFRβ シグナル（MAPK）
が増強し、細胞運動、血管新生の亢進を引き
起こす。この結果より、MFG-E8 も Gd と同
様に、間葉系幹細胞の PDGF レセプターシグ
ナルの制御に役割を担っていることが示唆
される。 
これらの Gd と MFG-E8 の知見を合わせて

考慮すると、Gd によるヒト間葉系幹細胞の
増殖、石灰化において、MFG-E8 が PDGF レ
セプターシグナルの制御を介して、重要な役
割を担っている可能性が高く、今回の研究構
想の着想に至った。 

 
２．研究の目的 
腎性全身性線維症（NSF）は、ガドリニウム
(Gd)を含む造影剤の使用により、全身の皮膚
線維化、石灰化を生じる疾患であり、間葉系
幹細胞の関与が示唆されているが、詳細な機
序は明らかになっていない。 
本研究では、in vitro の実験系を用いて、Gd
による間葉系幹細胞の増殖、石灰化誘導にお
けるメカニズムを分子レベルで解明するこ
とが目的である。具体的な目的は、Gd によ
って誘導される間葉系幹細胞の細胞内シグ
ナル変化（PDGFRβ シグナル等）の解明、②
Gd による間葉系幹細胞の増殖、石灰化誘導



における MFG-E8 の役割の解明である。 
 
３．研究の方法 
①ガドリニウムによる間葉系幹細胞の細胞
内シグナル変化の検討 
我々の教室では、これまでに in vitro の実験系
にて Gd がヒト間葉系幹細胞やヒト線維芽細
胞の増殖と石灰化を亢進させることを明ら
かにしている（Okada E et al. J Dermatol Sci 
2011;62:58-63）。しかし、Gd がどのように作
用し、皮膚線維化、石灰化を誘導するのか、
その機序については未だ十分に解明されて
いない。そこで、本研究では、まず Gd がど
のように間葉系幹細胞に作用し、細胞内にシ
グナルを伝え、その増殖（皮膚線維化）、分
化（石灰化）に影響を与えるのかを検討する。 
まず、ヒト皮下組織由来間葉系幹細胞、マウ
ス骨髄由来間葉系幹細胞を用いて、Gd 刺激
による細胞内シグナル変化を免疫沈降法、ウ
エスタンブロット法にて検討する。我々はす
でに、骨髄細胞より間葉系幹細胞を誘導する
系を確立させている。Gd を含む培地（10uM, 
100uM）と含まない培地にて間葉系幹細胞を
処理し、継時的な細胞内シグナル変化をみる。 
 
②ガドリニウムによる間葉系幹細胞の細胞
内シグナル変化における MFG-E8 の役割 
研究協力者である当教室の茂木精一郎は、
MFG-E8 が PDGFRβ シグナルを制御すること
を明らかにしている (Motegi S. Arterioscler 
Thromb Vasc Biol. 2011 31(11):2653-2664)。間
葉系幹細胞より産生、分泌されたMFG-E8は、
細胞膜上のインテグリン αV と結合する。そ
して、PDGF 刺激によりリン酸化された
PDGFRβはFAKを介して、インテグリンαV、
MFG-E8 と複合体を形成する。その結果、
PDGFRβ のユビキチン化が抑制され、
PDGFRβ シグナル（MAPK）が増強し、細胞
運動、血管新生の亢進を引き起こす。この結
果より、MFG-E8 も Gd と同様に、間葉系幹
細胞の PDGF レセプターシグナルの制御に役
割を担っていることが示唆される。そこで、
Gd による間葉系幹細胞の細胞内シグナル変
化における MFG-E8 の役割を免疫沈降法、ウ
エスタンブロット法にて検討する。 
まず、申請者のグループは、real-time PCR

法や ELISA 法によって、ヒト間葉系幹細胞や
マウス骨髄由来間葉系幹細胞がMFG-E8を高
発現していることを確認している。MFG-E8
の機能を検討するために、MFG-E8 野生型
(WT)および遺伝子欠損(KO)マウスの骨髄由
来間葉系幹細胞を用いて比較検討を行った。
また、RNA 干渉法（siRNA や shRNA）によ
ってMFG-E8の発現を抑制した細胞とコント
ロール細胞を用いて同様の検討を行った。Gd
を含む培地（10uM, 100uM）と含まない培地
にて間葉系幹細胞を処理し、継時的な細胞内
シグナル変化（PDGF レセプターのリン酸化、
MAPK、Akt のリン酸化など）をみる。 
 

③ガドリニウムによる増殖、石灰化誘導にお
ける MFG-E8 の役割 

Gd による間葉系幹細胞の増殖、石灰化誘
導におけるMFG-E8の役割を検討するために、
MFG-E8 野生型(WT)および遺伝子欠損(KO)
マウスの骨髄由来間葉系幹細胞を用いて比
較検討を行う。また、RNA 干渉法（siRNA や
shRNA）によって MFG-E8 の発現を抑制した
細胞とコントロール細胞を用いて同様の検
討を行う。Gd を含む培地（10uM, 100uM）と
含まない培地にて間葉系幹細胞を処理し、細
胞の石灰化と細胞増殖について、比較検討を
行う。我々はすでに、細胞分化（石灰化、脂
肪分化）や細胞増殖の研究法、定量方法を確
立し、論文報告している（Okada E et al. J 
Dermatol Sci2011;62:58-63）。 
 
４．研究成果 
ヒト間葉系幹細胞において、Gd 刺激によ

り、PDGF レセプターのリン酸化、そして下
流のシグナルである MAPK や Akt のリン酸
化が亢進することを明らかにした。 
また、ヒト間葉系幹細胞の Gd 刺激によって
石灰化や増殖が誘導される条件において、エ
ンドセリンの発現も亢進していることを見
出した。また、エンドセリン受容体の発現量
も増加していた。これらの結果より、Gd に
よる石灰化、増殖亢進の機序の一部に PDGF
やエンドセリン受容体シグナル伝達、下流の
MAPKやAktが関与する可能性が示唆された。 
 また、MFG-E8 WT および KO マウスの骨
髄由来間葉系幹細胞を用いて Gd 刺激による
PDGF レセプターのリン酸化、そして下流の
シグナルである MAPK や Akt のリン酸化に
ついて検討を行ったが、明らかな違いは見ら
れなかった。 
さらに、MFG-E8 WT および KO マウスの骨
髄由来間葉系幹細胞を用いて Gd 刺激による
細胞の石灰化と細胞増殖について、比較検討
を行ったが、こちらも明らかな違いは見られ
なかった。 
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