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【はしがき】

我々は、過去に全身性強皮症のモデルマウとして新生マウス項部皮下にTGF-

B(transforminggrowthfactor)やCTGF(connectivetissuegrowthfactor)

を注入することにより、線維化の誘導に成功した。従って、TGF－βやCTGFの

阻害により繊維化の誘導に成功した。従ってTGF-βやCTGFの阻害により繊維

化が抑制されることが期待される。しかしながら、TGF-βは多様な生物活性を

有するサイトカインであり、その阻害は重篤な副作用を誘発することが危倶さ

れる。そのため、より下流のサイトカインであるCTGFを阻害することが安全

かつ有効な線維化の抑制となると考えられる。

我々 は､中和活性の高い抗ヒトCDGFモノクロナール抗体を樹立し､抗ヒトCTGF

抗体が我々のサイトカイン注入強皮症モデルマウスの線維化を抑制するかを本

研究で検討した。

【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）
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【交付決定額（配分額)】

直接経費 関節経費

平成18年度 2,200,000円 0円

平成19年度 1,300,000円 390,000円

総計 3,500,000円 390,000円

－1．－

合計

2,200,000円

1,690,000円

3,890,000円



【研究発表】

（1）学会誌等

IkawaY,POH-SINGNG,EndoK,KondoM,ChujoS,IshidaW,Shirasaki

F,FujimotoM,TakeharaK:Neutralizingmonoclonalantibodytohuman

connectivetissuegrowthfactoramelioratestransforminggrowthfactor-

β一inducedmousefibrosis.JCellularPhysiol(inprint)

(2)口頭発表

IkawaY,KondoM,ChujoS,ShirasakiF,FujimotoM,NgPoh-Sing,Takehara

K:Neutralizingantibodytohumanconnectivetissuegrowthfactor

amelioratestransforminggrowthfactor一βinducedmousefibrosismodel.

ProfessorE，CarwaileLeRoyMemoriallnternationalWorkshopon

Scleroderma,2007.5

伊川友香，松下幸世，近藤美幾，藤本晃英，長谷川稔，竹原和彦，刀祢裕美

和田泰三，谷内江昭宏:TGF-βで誘導されるモデルマウスの線維化が抗CTGF

抗体で抑制された。第1回日本CCNファミリー研究会.2007.10

(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

‐刃一



【研究方法】

1)抗CTGF抗体の精製

DM免疫法を用いてヒトCTGFに対する抗体の精製

を試みた。マウス皮層にヒトCTGFの全長または各

moduleの遺伝子を組み込んだDMプラスミドを導入

し、約4週間後に各抗血清が産生されることを、フ

ローサイトメトリー、ウエスタンプロット法で確認

した。

2）線維化モデルマウスにおける抗CTGF抗体の効果

新生C57BL/6マウスの項部にTGF-BSOOngと抗

CTGF抗体2ugあるいはコントロールとしてマウス

IgGを叩gを混合して、3日間連続で皮下投与した。

4日目に組織を採取し、HE染色切片で肉芽の程度を

3人の観察者が評価、スコア化した。

3）コラーゲンタンパク量定量

ホルマリン固定したパラフィン切片を脱パラフイ
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ンし、肉芽部分を削り取り、チューブに入れ、O.1%

のFastgreenとO.1%siriusredFSBAの染色液を

加え反応させた。Fastgreen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:メタノール液を加え染み出てき

た抽出液の上清の吸光度を540nmと605nmで測定

し、肉芽組織内のコラーゲン量を計算した(3)。

4）肉芽組織でのCOLlA2mRNAの発現

凍結切片からRNAを抽出し、cDNAを合成した後に、

real-t加ePCR法にてTypelConagenq2chain

の、剛Aを定量した。
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【研究結果】

1)抗CTGF抗体の精製

ヒトCTGFの各module抗体を認識する7つのモノ

クローナル抗体を精製した(modulelに対して2つ、

module2に対して1つ､module3に対して3つ､module

4に対して1つ)。各抗体はフローサイトメトリーで

それぞれのmoduleに特異的に結合する事が(図1)、

ウエスタンプロット法で熱処理された抗体を認識し

ない事が示された(図2)｡SPR解析では抗CTGFmodule

2抗体の結合力が最も強く、抗CTGFmodule3抗体

の結合力が弱かった（表1)。

2）線維化モデルマウスにおける抗CTGF抗体の効果

HE染色切片では、抗体投与群における肉芽形成の

程度がコントロール群に比べて抑制された。中でも、

抗CTGFmodule2抗体投与群が最も肉芽形成を抑制

した（図s)。
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3）コラーゲンタンパク量定量

抗CTGFmodule2抗体投与群では、コントロール

群に比べてコラーゲンタンパク量が有意に抑制され

た(図4)。

4)COL1A2mRNAの発現

抗CTGFmodule2抗体投与群では、コントロール

群に比べて肉芽組織におけるTypelCollagen

q2chainmRNAの発現が有意に抑制された(図5)。
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【考案】

近年、線維化に関連しているサイトカインを標的

とした抗線維化療法が注目されているが、未だ確立

された治療法はない。強皮症において、TGF－BとCTGF

が線維化の中心的役割を担っていると考えられてい

るが、前述のようにTGF-Cを阻害することは、その

多彩な作用から個体にとって有害であると考えた。

そこで我々は、下流遺伝子であるCTGFをターゲット

とする抗体の産生を試みた。

通常の抗体作製はペプチドや精製されたタンパク

質を用いて動物に免疫して作製されるが、今回我々

が用いたDM免疫法は目的タンパク質の遺伝子を発

現ベクターの形で動物に導入して動物の体内で発現

した目的タンパク質に対する抗体を回収する技術で

ある。通常法と比較して、

1.ペプチドや精製抗原を準備する必要が無い
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2.ペプチドや精製抗原で再現できない立体構造を認

識する抗体を作製する事が可能

3.中和・阻害活性のある抗体作製が可能

4.抗複数貫通膜タンパク質や抗レセプター抗体の作

製が可能

等の、通常法で作製できない抗体を作製できるとい

う特徴がある。この方法を用いて、今回7つのモノ

クローナル抗CTGF抗体の精製に成功した。

CTGFはTGF-Bの刺激により選択的に線維芽細胞に

発現する。強皮症の皮層では皮層硬化の程度に一致

してCTGFの、剛Aが発現しており、萎縮期になると

その発現が見られなくなる(4)。また、強皮症患者血

清中のCTGF濃度がSLE、皮層筋炎、健常人に比べて

高値で、皮層硬化の範囲や肺線維症の重症度をよく

反映し、さらにこの血清CTGFの上昇は強皮症におい

て一般に硬化が進行するとされる発症1－3年の時期
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に特に観察されている(5)。

我々のこれまでの線維化モデルマウスを使用した

実験でも、項部皮下にTGF-Bを3日間投与して誘導

された肉芽組織ではCTGFmRNAが強く発現すること

が認められている(1)。これらの結果をふまえ、今

回TGF-p投与によって誘導される内因性CTGFを抗

CTGF抗体が阻害するかどうかを検討し、内因性CTGF

の作用を抗CTGF抗体が実際に抑制することが推測さ

れた。

今後は、TGF-pを3日間投与後、CTGFを4日間投

与し生じる持続性の線維化が抗CTGF抗体で抑制され

るか、また、皮層線維化モデルであるtight-skin

(TSK)マウスに抗CTGF抗体を投与して皮層硬化が改

善されるか、などを検討する予定である。
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【結論】

確立された治療法がない強皮症などの皮層線維化

疾患において今後、抗CTGF抗体が有効な治療法とな

ることが期待された。
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一図表の説明一

図1：各抗体がそれぞれのmoduleに特異的に結合し

た。

図2:Westernblo枕法で熱処理された抗体は認識さ

れない。自然な状態のCTGFのみを認識する。

図3：コントロール群に比べて抗CTGFmodule2抗

体投与群で肉芽形成が抑制された。

図4：肉芽組織内のコラーゲン量は、コントロール

群に比べて抗CTGFmodule2抗体投与群で抑

制された。

図5：肉芽組織内のCOL1A2mRNA発現は、コントロ

ール群に比べて抗CTGFmodule2抗体投与群

で抑制された。

表1:SPR解析では、抗CTGFmodule2抗体の結合力

が最も強く、抗CTGFmodule3抗体の結合力

が最も弱かった。(KD値）
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表1:SPR分析による抗体乖離度の測定
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