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【はしがき】

本研究においては，全身性強皮症の線維化に関与していると考えられている

TGF-β及びCTGFの線維芽細胞におけるコラーゲン合成促進作用に関して,c-Myc

の発現との関連も含め,invitroの系を用いて，両サイトカインの相互作用を

研究した。

【研究組織】

研究代表者：竹原和彦（金沢大学大学院医学系研究科教授）

研究分担者：藤本学（金沢大学大学院医学系研究科助教授）

白崎文朗（金沢大学医学部附属病院講師）

【交付決定額（配分額)】

直接経費 関節経費

平成16年度 2,200,000円 0円

平成17年度 1,300,000円 0円

総計 3,500,000円 0円

合計

2,200,000円

1,300,000円

3,500,000円

【研究発表】

(1)学会誌等

ChujoS,ShirasakiF,KawaraS,InagakiY,KinbaraT,InaokiM,Takigawa

M,TakwharaK:ConnectiveTissueGrowthFactorCausesPersistentProa2(I)

CollagenGeneExpressionlnducedbyTransformingGrowthFactor-6inaMouse

FibrosisModel.JournalCellularPhysiology,2005;203(2):447-456

(2)口頭発表

KondoM,ShirasakiF,TakeharaK:TissueGrowthFactorMaintainsTransforming

GrowthFactor-Beta-InducedSkinfibrosisbyAtimulatingAlpha2(1)

Collagen(COLla2)Expression.The69thAmericancollegeofRheumatology,

2005.11

(3)出版物なし

【研究成果による工業所有権の出願・取得状況】なし

-1-



研究方法

1)COL1A2,c-MycのmRNAレベルでの発現

TGF-C5ng/ml、CTGF150ng/mlを正常人線維芽細胞に刺

激し、24時間後にRNAを抽出し、cDNAを合成した。ABI

Prism7000SeqUenceDetectorSystem(PEApllied

biosystemFostercity,CA)を用いてrealtimePCR法にて検

討した。

2)Luciferaseassay

Duai-LuciferaseReporterAssaySystemkit(Promega,

Madison,WI)を用いて培養細胞を溶解し、上清10ulに発

行基質液50ulを添加し、ルミノメーターでルシフェラーゼ

活性を測定した。

3)Westernbloyying

SDS-PAGEでの泳動後にPVDF膜に転写。抗c-Myc抗

体抗体でWesternblottingを行った。
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成績

1)COL1A2の発現と転写活性

皮層線維芽細胞にTGF-cとCTGFを同時に刺激し24時

間後のCOL1A2の発現をrealtimePCRで測定した。24

時間後にCOL1A2のmRNAレベルでの発現はTGF-pで1.

5倍程度上昇しているが、CTGFを同時に刺激した場合に

は2倍程度に上昇した。また、NIHSTS細胞にてCOL1A2

の転写活性をluciferaseassayにて検討した。ALKSTD

(TGF-Ptypelreceptorの恒常活性型)を強制発現したところ、

COL1A2の活性が2.5倍程度上昇し、さらにTGF-cで刺激

したところ、3.S倍程度に上昇しALK5TDのみよりも顕著で

あった。さらに、TGF-BとCTGFの両方の刺激では5.5倍

程度とluciferase活性がより顕著であった。（図1)

2)COL1A2promoterに対するc-Mycの検討。

NIHSTS細胞にALK5TDを強制発現すると、COL1A2の
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活性は上昇するがc-Mycはその活性を抑制した。また、

TGF-pでも濃度依存性に転写が活性化するがc-Mycを強制

発現すると、COL1A2の活性が抑制された。よって、c-Myc

はCOL1A2のプロモーターに抑制的に作用することが示唆

された。（図2）

3)c-Mycの発現。

皮層線維芽細胞にTGF-pとCTGFを刺激し3時間、24

時間後のc-MycのmRNAレベルでの発現をrealtimePCR

を用いて検討した。3時間後にはTGF-B刺激､TGF-B,CTGF

両者の刺激でc-Mycの発現は低下した。一方24時間後で

はTGF-B,CTGF両者の刺激でのみc-Mycの継続的な発現低

下がみられた（図3)。さらにWesternblo廿ingにて蛋白レ

ベルでの発現を確認したところ、24時間後でのTGF-p、

CTGF両者の刺激でのみc-Mycの発現が抑制されていた。

（図4）
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考察

これまで我々は、新生マウスにTGF-Bを持続的に作用さ

せると肉芽組織が形成され、さらに同部位にCTGFが発現

していることから、CTGFがTGF-Bによる線維化に関与し

ていると考え、様々な検討を行ってきた。その結果TGF-B

とCTGFの連続投与によりCOL1A2のmRNAの発現量が

上昇しさらにコラーゲンの量も上昇しているということが

判明したが、詳細なメカニズムは不明であった。c-Mycは

COL1A2の転写の抑制に関与する可能性があることが以前

より示されているが皮層線維芽細胞におけるTGF-Cとの関

連は不明であった。今回の検討ではTGF－pでのCOL1A2の

上昇をc-Mycが抑制した。さらにTGF-c刺激にてc-Mycが

抑制されているが､CTGFではより顕著に抑制されていた。

以上よりCTGFによる線維化の維持にはc-Mycが関与して

いる可能性が示唆された。（図5）
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結論

正常人線維芽細胞においてCOL1A2の発現はTGF-B単独

よりCTGFとの同時刺激において有意に上昇し、c-Mycの

発現は同時刺激により有意に継続的に減少した。また、C-

Mycを強制発現すると、TGF-BによるCOL1A2のpromoter

活性を抑制した。COL1A2の発現調節にはc-Mycの抑制が

関与している可能性が示唆された。

今後の課題

今回の研究により、CTGFによる線維化の維持にはc-Myc

が関与している可能性が示唆されたが、これらは正常細胞

を用いた実験であり、強皮症細胞では異なる反応を示す可

能性も十分に考えられる。よって、今後は強皮症細胞と正

常人線維芽細胞における比較を行う方針である。
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図1TGF-c、CTGF刺激におけるCOL1A2の
mRNA発現とpromoter活性
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図2c-Mycを強制発現した場合のCOL1A2
promoterの活性
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cの発現(mRNA)図S正常線維芽細胞でのc-My
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図4 正常線維芽細胞でのc-Mycの発現
(Westernblotting)
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図5c-MycとCOL1A2promoterの関与
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