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はじめに

全身性強皮症は、皮層や肺、心、腎、消化管などに広範な線維化や血管障害

をきたす結合織

疾患のひとつである。線維化はコラーゲンをはじめとする細胞外基質が異常蓄

積した状態である。強皮症における線維化の機序は未だ不明であるが、これま

で様々な研究がなされ、血管内皮細胞、血小板、浸潤細胞などから分泌される

サイトカインが、線維芽細胞を増殖させ、細胞外基質の産生を冗進させること

により線維化が生じると考えられている↑o

TGF-βは、繊維芽細胞に作用してコラーゲン合成を促進することから、強皮

症の発症に関わる重要な細胞増殖因子としてこれまで注目されてきた2．さら

に近年では、TGF-βの下流でその作用を仲介することからCTGFも線維化に関

与する因子として注目されている。

CTGFは、TGF-βの刺激により選択的に線維芽細胞から分泌され、線維芽細

胞の増殖とコラーゲンの産生を冗進させる因子と考えられている3'4．全身性強

皮症において、皮唐硬化部に組織学的硬化と相関したCTGFmMAの発現がみ

られる5ことや、患者血清中のCTGF濃度が疾患の重症度に相関して上昇して

いる6ことが報告されている。

以前、我々は、新生マウスの皮下にTGF-β、CTGFを注入して線維化を誘導

する実験モデルの確立を試みた。TGF-βのみを注入すると、4日目に肉芽が誘

導されるが、8日目にはこの肉芽は消失する7，8．しかし、TGF-βを3日間注

入し、次にCTGFを4日間注入すると線維化が形成された。また、CTGFのみ

を注入しても線維化はみられなかった。これより、CTGFはTGF-βにより誘導

された線維化を維持すると考えられた。

今回我々は、トランスジェニックマウスを用いて上記の実験モデルを作製し、

この皮唐線維化モデルにおいて、コラーゲン遺伝子の転写レベルや浸潤細胞が

CTGFによる線維化の維持に関与しているかどうかを検討した。
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研究方法

1)使用したマウス

｜型コラーゲンは、細胞外基質の主要成分であり、2本のα1鎖と1本のa

2鎖よって構成される。そのI型コラーゲンα2鎖遺伝子のプロモーター領域

にレポーター遺伝子として螢の蛍光色素であるルシフェラーゼ遺伝子を結合さ

せた融合遺伝子と、同じプロモーター領域に大腸菌のLacZ遺伝子を結合させ

た融合遺伝子を2種類組み込んだマウスを使用した。つまり、このマウス組織

のルシフェラーゼ活性を測定することにより組織中の｜型コラーゲンの転写活

性を測定することができ、また、LacZ染色陽性細胞はI型コラーゲン遺伝子

を発現している線維芽細胞であると同定できる。

2)皮唐線維化モデルマウスの作製

予備実験によりあらかじめ至適用量を決定した上で、TGF-β、CTGFをPBS

に溶解して最終濃度が各々40，20ng/"|になるように調整し、新生マウスの

項背部に連日20"|、すなわちTGF-B800n9、CTGF400ngを皮下投与した。

TGF-β、CTGF各々3，7日間の単独投与と、TGF-βを3日間投与した後CTGF

を4日間投与する連続投与を行った。また、PBSをコントロールとした。最終

投与から24時間以内に組織を採取した。

3)コラーケン量の測定

10必の切片を脱パラし､脱パラした切片の肉芽組織の部分をチューブに入れ、

0.1%FastGreenとO.1%SiriusredFSBAの染色液を加え反応させた。Fast

Greenは非コラーゲン組織、SiriusredF3BAはコラーゲン組織に吸着する。

反応液にO.1NNaOH:メタノール(1:1)を加え染みでてきた抽出液の上清の

吸光度を540nmと60Snmで測定し、コラーゲン量を計算した。

4)real-timePCR

凍結標本切片の肉芽組織の部分よりRNAを抽出し、DNAの合成を行った。

ABIPrism7000SequenceDetectorSystem(PEAppliedBiosystems,
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Fostercity,CA)を用いて、real-timeF℃Rを行った。マウスのI型コラーゲ

ンα2鎖遺伝子(COL1A2)のプライマーとして5'-CAACCCAGCGAAGAA

CTCATA-3'(forward)、5'-GCCACCATTGATAGTCTCTCCTAAC-3'

(reverse)、プローブとして5'-CmCMGGCMAGCATGTG3'を使用し

た。コントロール遺伝子としてGAPDHを用い、△△CT法により発現量比を算

定した。

5)ルシフェラーゼ活性測定

肉芽組織を乳鉢ですりつぶした後細胞融解液で15分間溶かし、10000rpm

で1分間遠心した。上清20"|に発光基質液100"I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。ルシフェラーゼ活性は1mgあたりの値で

比較した。

6)X-gal染色

凍結切片を4％パラホルムアルデヒドで5分間固定しPBSで10分間×2回

洗浄した。4mMフェロシアンカリウム、4mMフェリシアンカリウム、2mM

塩化マグネシウム、1mg/mlX-galで37℃、48時間染色した。その後エオジ

ンでカウンター染色し、PBSで10分間×2回洗浄し封入した。

7)組織染色

パラフィン切片を用いて、肥満細胞とマクロファージについて染色を行った。

肥満細胞はトルイジンブルー染色、マクロファージは抗マウスマクロファージ

抗体(F4/80,cloneAS-1,ACM,UK)を用いた免疫染色を行った。

成績

1）コラーケン量

SiriusredF3BAを用いて測定した肉芽組織中のコラーゲン量は、TGFβ単独

投与では、4日目に最も増加し8日目には減少した。TGFβ、CTGF連続投与
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では、8日目に著明にコラーゲン量が増加していた（図1）。これらの結果は、

組織学的所見とほぼ一致した。

また、real-timePCRで測定した肉芽組織中のCOL1A2mMA発現量は､TGF

β単独投与では4日目に最も増加し、8日目には減少した。それに対し、TGF

B/CTGF連続投与では、8日目にCOL1A2mMA発現量は増加していた（図

2)。

これより、CTGFはTGFβにより誘導されたコラーゲン産生をinvivoで冗

進することが示された。

2)コラーケン遺伝子の転写活性

2，4，6，8日目に肉芽組織を採取しルシフェラーゼ活性を経時的に測定す

ると、TGF-β単独投与では4日目にピークを示した。単独投与では、8日目に

ほぼOとなったのに対し、TGFB/CTGF連続投与では、ルシフェラーゼ活性

は8日目にも高値を維持した（図3)。すなわち、I型コラーゲン遺伝子の転

写活性は、CTGFの投与により維持されると考えられた。

肉芽組織の凍結切片を用いてX-gal染色によるLacZの検出を行い、陽性細

胞数を400倍の視野で計測した。TGF-B3日間投与群に比べ、TGF-B/CTGF

連続投与群のX-gal陽性細胞数は有意に高値を示した（図4)。すなわち、CTGF

による線維化には、コラーゲン遺伝子が転写されている線維芽細胞の増加が関

与していると考えられた。

3)浸潤細胞数の計測

トルイジンブルー染色にて肥満細胞数を計測すると、TGF-B3日間投与群で

有意に肥満細胞数が増加していた。8日目の肥満細胞数はTGFβ群がほぼOに

なったのに対し、TGF-B/CTGF連続投与群では増加していた（図5)。

F4/80抗体を用いた免疫染色にてマクロフアージ数を計測したところ、TGF-

B/CTGF連続投与群でマクロファージ数は有意に増加していた（図6)。

これより、肥満細胞やマクロファージの増加は、CTGFによる線維化に何ら

かの関連があると考えられた。
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考察

以前、我々は、TGF-β単独投与により一過性の肉芽組織が誘導され、TGF-

βにひき続きCTGFを投与すると肉芽組織は消失せずに線維化組織が形成され

ることを組織学的に示した。

今回の検討では､以前我々が作製した皮唐線維化モデルマウスにおける､TGF-

βやCTGF単独投与とTGF-B/CTGF連続投与のコラーゲン量やCOL1A2の

mRNA発現量は組織学的所見と一致するものであった。つまり、TGF-βは、コ

ラーゲン産生を一過性に誘導する作用があり、CTGFは誘導する作用は少ない

が、誘導されたコラーゲン産生を冗進させる作用があると考えられた。

COL1A2の転写活性は、TGF-β単独投与では4日目をピークに低下し、

8日目にはほぼOとなるのに対し、TGF-B/CTGF連続投与では高値が維持さ

れた。さらに、連続投与の8日目ではCOL1A2遺伝子を発現する線維芽細胞

数の増加を認め、CTGFは線維芽細胞数の増加によりa｡L1A2の転写活性を維

持し、コラーゲン産生を冗進させると考えられた。

以上より、TGFβが線維化を誘導し、CTGFが線維化を維持すると考えられ

たが、この線維化の機序をさらに検討するために浸潤細胞についての検討を行

った。

これまで、肥満細胞やマクロファージが線維化組織で増加していることが報

告されていること9,10から、我々は組織染色によりこれらの細胞の検討を行っ

た。TGF-B/CTGF連続投与で、肥満細胞、マクロファージともに増加してお

り、CTGFによる線維化の維持に関与していると考えられた。これらの細胞は

様々なサイトカインやケモカインを放出することから、今後はこの皮膚線維化

モデルにおいて、サイトカインやケモカインについてもさらに検討する必要が

あると思われた。
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結論

以上、皮層線維化モデルマウスにおける実験結果より、我々は図アに示す

強皮症における二段階線維化仮説を考えた。TGF-βは線維化を誘導しCTGF

の産生を刺激する。正常部では、CTGFや炎症細胞は消失し線維化も消失す

るが、強皮症の皮層硬化部では、CTGFの産生が増加し、線維芽細胞の増加、

コラーゲン産生の促進により線維化は維持され、その過程に肥満細胞やマク

ロファージが関与していると考えられた。

今後の課題

今回の研究により肥満細胞、マクロファージがCTGFによる線維化の維持に

関与していると考えられたが、これらの細胞は様々なサイトカインやケモカイ

ンを放出することから、今後はこの皮層線維化モデルにおいて、サイトカイン

やケモカインについてもさらに検討する必要があると思われた。
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