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はじめに

全身性強皮症は結合織疾患のひとつで，レイノー症状や強指症（手指の

腫脹・硬化）を生じ，種々 の特異抗体が陽性を示す。そして皮層や肺，心，
腎，消化管などに広範な線維化をきたすことによりさまざまな障害が引き

起こされる。その原因は不明だが，皮層硬化病変部由来の線維芽細胞によ

る細胞外基質の合成が冗進していることから，線維芽細胞を刺激するサイ

トカインであるTGF-B(tra隅forminggrowthfactor-beta)の異常な

産生ないし活性化が関与していると考えられている。

TGF-cは主に血小板やマクロファージから放出されて多彩な生理学的活

性を示すサイトカインであるが，強皮症の発症において果たすと考えられ

る役割については，今までに種々の報告がなされている。TGF-Bはin

vitroで線維芽細胞を刺激して細胞外基質の産生を冗進すること1)2),in

vivoで創傷治癒を促進する愚と3)4)5),また静脈内投与や腹腔内投与,in

vivotransfectionによって実験能に臓器の線維化を引き起こすこと6)7)8)

が知られている。

CTGF(connectivetiss囎型rowthfactor)はヒトI齊帯静脈内皮細胞

の培養上清中に抗platelet-(eie"vedgrowthfactor(PDGF)抗体によっ

て検出された。TGF-p刺激によ・｡て選択的に線維芽細胞から分泌され9),線
維芽細胞の増殖と細胞外基質藤生を克進する'0)ことから,TGF-Bの作用を
その下流で仲介する因子((iow"treammediator)とも考えられている。

CTGFも,TGF-Bと同様に，種々 の線維化疾患の発症に関与することが示

唆されてきた。これまでにわれわれは，強皮症の皮層硬化病変部には組織

学的な硬化と相関したCTGFmRNAの発現がみられること'')f',強皮症患

者の血清CTGF濃度が疾患の重篭度に相関して上昇していること12)を報告し

た。また腎硬化症や肺線維症においても病変部にCTGFmRNAが発現して

いることが示されている。

これらのサイトカインを新鍵児マウスに皮下投与して組織変化を誘導す

る試みがなされている。それ(こよると,TGF-Bの連日投与により3日後に

肉芽組織が誘導されること'3)，（_,かし連日投与を継続してもこの変化は7曰

後に消失すること'4)，またCT聯の皮下投与でも同様の肉芽組織が誘導され

ること10)が報告されている。

われわれは，これらの報告{こ基づき，2つのサイトカインを組み合わせ



て同時に，もしくは連続して皮下投与することによりマウスに生ずる組織

変化を観察し，さらに単独投与の場合と比較して，この実験系におけるサ

イトカインの相互作用について検討した。以下にその方法と結果について

述べる。

材料および方法

予備実験'4)によりあらかじめ至適用量を決定した上で,TGF-C,CTGF,

basicfibroblastgrowthfactor(bFGF)をPBSに溶解して最終濃度が

各々 40,20,SOng/Ulになるように調整し，単独あるいは種々 の組み合わ

せで新生児BALB/cマウスの項背部に連日20ul,すなわちTGF-BSOOng,

CTGF400ng,bFGF1000ngを皮下投与した。TGF-Bはアイソタイプによ
る組織変化に差がないことを確認した上で，主にTGF-BSを用いた。最終

投与から24時間以内に組織を採取して,Hematoxylin-Eosin染色により

組織変化を観察した。さらにCTGFのRNAprobeを用いたinsitu

hybridizationにより線維芽細飽におけるCTGFmRNAの発現を検討した。
表1に投与日程を示す。1つのサイトカインの単独投与，2つのサイト

カインの同時投与，1つのサイトカインを3日間投与した後引き続き別のサ

イトカインを投与する連続投与を行い,pBSをコントロールとした。

競績

TGF-Bの単独投与によって尋濁目にリンパ球，組織球，線維芽細胞と浮
腫新生血管からなる肉芽組織が誘導されたが，引き続き投与を継続して

もこの変化は8日目に消失した（図1)｡CTGFの単独投与では4日目に肉

芽組織が誘導されたが，その変化はTGF-Bの単独投与と比較して明らかに

軽度であった。そしてTG¥-露鯵単独投与と同様に，引き続き投与を継続し

てもこの変化は8日目に消失した（図之）。

これに対して,TGF-BとC丁緋を同時投与すると線維芽細胞の集籏と細胞
外基質の沈着による線維化組織が形成され,S日目以降投与を中止してもこ

の変化は11日目まで維持された（図3）。またTGF-Bを3日間投与した後

引き続きCTGFを4日間投与する連続投与でも，同時投与と同様に8日目に

線維化組織が形成され,S臼震以降投与を中止してもこの変化は11日目ま



で維持された。しかし，連続投与の順序を逆にして,CTGFに引き続き

TGF-eを投与すると組織変化は減弱ないし消失した。
遊走した細胞の密度と基質沈着の程度により組織変化を半定量的に評価

して，結果を表2にまとめた。単独投与では4日目に一過性に出現して8日

目に消失する組織変化が,TG=-侭とCTGFもしくはTGF-BとbFGFを組み合

わせて投与することによって11日目まで維持されるという結果が得られた。

次にinsituhybridizaticnの結果を表3に示す。CTGFmRNAは，

TGF-BないしCTGF単独投与により4日目に誘導された肉芽組織に一過性に
発現し，肉芽組織の消失と時期を同じくして，8日目に減弱・消失した。ま

た同時投与や連続投与によって形成された線維化組織にはCTGFmRNAの

発現はみられなかった。

考察

以上の実験結果は,(1)1~SF-S,CTGF,bFGFの単独投与により一過

性に肉芽組織が誘導される,(2)TGF-らとCTGF,もしくはTGF-Bと

bFGFの同時投与により，持続鈎な線維化組織が形成される,(3)TGF-C

に引き続きCTGFを，もしくは｡1~GF-sに引き続きbFGFを連続投与すると，

同時投与と同様に線維化組織が形成される,(4)CTGFmRNAは，

TGF-BもしくはCTGFの単独投与4日臣に一過性に発現する,(5)TGF-C
とCTGFを組み合わせて投与すること:こよって形成された線維化組織には
CTGFmRNAの発現はみられない，とまとめられる。

得られた結果から，線維化の形成におけるCTGFの役割について考察した。

まずこの実験系においては,CTGFの単独投与による組織変化はTGF-pの単
独投与と比較して明らかに軽度であったことから,CTGFが肉芽組織を誘導
する作用は少ないものと思われた。そしてCTGFは,TGF-Bの単なる
downstreammediatorではなくて,TGF-Bとの相互作用によって線維化

組織の形成に関与することが示唆された。さらに，連続投与において

TG｡F-B投与後に引き続きCTG夢謹投与すると線維化組織が形成されたが，連
続投与の順序を逆にしてCT餅を投与した後TGF-Bを投与しても線維化組織
は形成されなかったことから,CTG事ばTGF-Bに引き続き作用することによっ

て線維化組織を維持すると考えられた。



まとめ

この実験系によって，線維化組織の形成のためにはTGF-Bによる誘導に

引き続いてCTGFが持続的に作用して組織変化を維持する2段階の経過が必

要であること，そして強皮症の発症においても同様に,TGF-eとCTGFの相

互作用が生じている可能性が示唆された（図4）。

今後の課題

CTGFRNAprobeを用いた!nsituhybridizationの結果によれば，

TGF-BもしくはCTGFにより内躍性のCTGF産生が誘導されると考えられる。

それでは，われわれの実験系~でみられたCTGFmRNAの発現は，なぜ一過

性なのであろうか。そして，強皮症の皮膚硬化病変部には組織学的な硬化

と相関したCTGFmRNAの発現がみられるのに,TGF-BとCTGFの連続ない

し同時投与により形成された線維化組織には，なぜCTGFmRNAの発現が

みられないのか。今回得られたCTGFmRNA発現の結果については，なお

疑問が残された。

TGF-eとCTGFが同一の線維芽細胞に作用するかどうか,CTGFがTGF-e

産生にどのような効果を及ぼすか，などについても，今回の結果からは答

えることが出来なかった。今後,CTGI盲受容体が同定され，その発現を免疫

染色やinsituhybridizationによって検討できれば，これらの疑問も明ら

かにされると思われる。

今回われわれが用いたTGF-!3およびCTGF投与によるマウス線維化モデル

によって，強皮症治療薬のスクゾー皇ングがなされ，臨床応用につながる

ことが期待される。
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TGF-pとCTGFの同時投与により形成
された線維化組織

上：8日目下：11日目
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表2サイトカインの皮下投与による組織学的変化

投与日程

dayl-3

単独投与

TGF-C

CTGF

bFGF

PBS

同時投与

day4-7

TGF-C

CTGF
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PBS
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TGF-C+bFGFTGF-S+WGF

連続投与
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TGF-C
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CTGF
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bFGF

CTGF
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TGF-e

bFGF

CTGF

組織学的変化
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表3サイトカインの皮下投与によるCTGFmRNA発現

投与日程

dayl-3

単独投与

TGF-C

CTGF

PBS

同時投与

“野

day4･7
－”｡ー一一ー

TGF-"

CTGP

PBS

TGF-C+CTGFTGF-"+CTGF

連続投与

TGF-C CTG¥､

CTGFmRNA発現

day4

＋＋

＋

ー

■■I■

十十

day8
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＋－
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TGF-S:線維化の誘導

他のｻ朴ｶｲﾝの産生を促進？

CTGF:線維化の維持

他の因子の刺激？ 撃王固り

線維化の消失

臓器の線維化

図4 強皮症の発症機序(仮説）


