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1) 目的と背景 
 

 

全身性強皮症(systemic sclerosis: SSc) は、皮膚や肺などの内臓諸臓器の線維

化を特徴とする疾患である（1）。本症は皮膚の線維化の範囲の広い diffuse 

cutaneous SSc (dcSSc）と皮膚の線維化が四肢末端に限局される limited 

cutaneous SSc (lcSSc)に分類され、一般に dcSSc は lcSSc に比較して内臓病変

も高度で予後不良であるといわれている。皮膚の線維化を起こす機序としては、

未だ不明であるが、自己免疫、微小血管障害、炎症、さらに皮膚の構成成分の

一つであるコラーゲンという分子の代謝異常の関連も示唆されている。これら

の異常が線維芽細胞とよばれる細胞に影響を与えることによって、細胞外基質

とよばれる細胞間に存在する構成物質の過剰沈着が起こり、皮膚を含めた諸臓

器の過剰な線維化が引き起こされていると推察されている。（2-5） 

膠原線維の主成分はコラーゲンであり、コラーゲンは主にグリシンやプリン、

ハイドロキシプリンというアミノ酸で組成される toropocollagen とよばれる分

子が構成単位となり、それらが架橋された蛋白である。特に哺乳類においては I

型コラーゲンがその主成分と考えられている。I 型コラーゲンはα1 とα2 の 2 種

類のポリペプチド鎖で構成されており、α1 鎖 2 本とα2 鎖 1 本の 3 本がらせん

型を作りながら形成されている。I 型コラーゲンは細胞内でプロコラーゲンとし

て産生されたのちに、細胞外に分泌され、ペプチダーゼによる N,C 両末端のペ

プチドが切断され生成される。皮膚においては主として 皮膚線維芽細胞で作ら

れていることが知られている。全身性強皮症の皮膚の線維化に関しては皮膚線

維芽細胞における I 型コラーゲン過剰産生、分解能の低下が重要な役割を果たし

ていると考えられている。皮膚線維芽細胞の I 型コラーゲンの合成亢進において
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は、種々のサイトカインが関与していると考えられている。中でも TGF-βが中

心的な役割を果たしていると考えられており、TGF- β刺激により Smad 分子な

どのシグナル伝達を介してコラーゲンの遺伝子転写活性、蛋白産生の亢進が行

われることが知られている。そのため、正常皮膚線維芽細胞に TGF- β刺激を行

うとコラーゲンを含めた細胞外基質の過剰産生がみられ、強皮症皮膚線維芽細

胞が細胞外基質を過剰産生するのと類似の状態を示すといわれている(6)。また、

皮膚の線維化の分解において、重要な働きを示す分子として matrix 

metalloproteinases（MMPs）がある。MMPs は現在 20 種類以上しられており、

その中において、主に I 型コラーゲンとⅢ型コラーゲンを分解する働きをもコラ

ゲナーゼ群とよばれる群が存在し、その中の有名な酵素の一つとして MMP-1

があげられる。MMP-1 は細胞外に分泌されて活性化し、I 型コラーゲンなどの

細胞外基質を分解することで、皮膚の線維化を抑制している（7）。TGF-βなど

による線維化の亢進と MMPs などによる線維化の抑制がバランスよく働くこと

で皮膚の線維化が調節されていると考えられている。 

全身性強皮症の皮膚の線維化の治療に関しては、以前 D-ペニシラミンの内

服療法がおこなわれてきたが、1990 年代の大規模な無作為二重盲検試験におい

てその有用性が否定された（8）。現在では副腎皮質ステロイド内服療法が一般

的であり、概ね良好な効果がみられている。しかしながら、副腎皮質ステロイ

ドが無効、あるいは効果不十分な例もみられ、また、種々の副作用から使用困

難な例もみられる。そのため、現在その他の様々な治療法の検討がなされてい

る。その一つとしてガンマグロブリン大量静注療法が良好な結果を示しており

(9)、今後の治療法として期待が持たれているが、薬剤が非常に高価であること

や、未知の感染症のリスクを伴うことが指摘されている。さらに近年免疫抑制

剤による皮膚の線維化抑制効果についても注目がなされており、シクロスポリ
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ン A や FK506 が線維化抑制に有用であったとの報告も見られている（10-13）。 

強皮症患者の皮膚の線維化の原因の一つに免疫異常が考えられているが、

Asano らは、免疫異常、炎症、血管傷害などの細胞の周囲環境の影響を受けな

い培養細胞である強皮症皮膚培養線維芽細胞においても FK506 が I 型コラーゲ

ンの産生を低下させると報告しており(10)、FK506 の皮膚の線維化を抑制する

メカニズムとして、免疫を抑制する以外の作用も存在すると考えられている。

FK506 やシクロスポリン A という免疫抑制剤において実際に全身性強皮症患者

の皮膚の線維化の抑制に有効であったとする報告もあるが、副作用として腎障

害が高頻度にみられており（12,14）、頻度は低いながらも強皮症患者において

は強皮症腎という腎障害をおこす危険性も考慮する必要性がある。 

Rapamycin は 1975 年に Streptomyces hygroscopicus という放線菌から産生

される有機化合物（分子量 914.2（C51H79NP13）図 1）として発見され(15)、

マクロライド系の抗生物質のひとつとして知られている。Rapamycin は臓器移

植の際などに用いられる免疫抑制剤として知られる FK506（tacrolims）と類似

の構造を有しており、細胞内で FK 506 binding protein12 (FKBP12) と複合体

を形成する。その後、mTOR（mammalian target of rapamycin）とよばれる

蛋白に結合することで、mTOR のシグナルを抑制することが知られている

（16-19）。 

mTOR は、分子量 290KD の巨大なセリン・スレオニンキナーゼである。

p70S6kinase をリン酸化することで蛋白合成に関わる S6 蛋白のリン酸化を促

進し、また eIF4E(eukaryotic translation initiation factor 4E)、4EBPS（eIF4E 

binding protein）などの分子を活性化することで I 型コラーゲンなども含めた

蛋白合成や細胞の増殖や成長を制御していると考えられている。(20-22（図 2） 

Rapamycin は mTOR の経路を阻害することで、蛋白の合成を抑制すること



7 
 

が知られている(18)。Rapamycin は T 細胞の活性化やクローン性増殖を阻害

すること、あるいは B 細胞からプラズマ細胞への分化を阻害し、抗体産生を抑

制することにより免疫抑制作用を示すといわれている（23）。また、rapamycin

は細胞周期の G1 期から S 期への移行を阻害するため、細胞増殖抑制効果を持

つことから抗癌剤としての作用が注目されている（24, 25）。さらに、近年、そ

の線維化抑制作用においても注目されており、マウス由来の腎メサンギウム培

養細胞における細胞外基質の過剰な沈着の抑制（26）、ラットモデルでの肝硬

変に対する線維化抑制などの報告（27）、ヒト培養肺線維芽細胞においてコラ

ーゲンの産生抑制や 4EBPS の経路を介して MMP-１の産生亢進による線維

化抑制作用を示す（28）との報告が見られている。Rapamaycin は FK506 や

シクロスポリン A などの免疫抑制剤に比較して腎毒性が非常に低いという特

徴をもち、海外で既に移植後の免疫抑制剤として活用されており、今後、強皮

症患者の皮膚の線維化に対しても有効な薬剤として期待できる薬剤である。 

今回、我々は rapamycin のこのような線維化抑制作用について、特に I 型コ

ラーゲンの産生、分解に対する作用やそのメカニズムに関して検討した。 
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2) 対象及び方法 
 

 

試薬 

 Rapamycinは、Calbiochem社（La Jolla, CA）より購入した。Recombinant 

human TGF-β1はR＆D systems社（Minneapolis, MN ）より購入した。

Actinomycin D及び抗β-actin抗体はSigma社（St. Louis, MO）より購入した。

luciferase assay kit、β-Galactosidase Enzyme Assay kitはPromega社 (Madison, 

WC) より購入した。免疫ブロッティングに用いた抗α2(I)collagen抗体（抗

α2(I)procollagenを特異的に認識する抗体であるが、一部抗α1(I)procollagenも

認識する抗体であり、以下抗I型コラーゲン抗体と略す）はSouthern 

Biotecnology Associates社 (Birmingham, AL) より購入した。抗MMP-1抗体は

Chemicon社( San Francisco, CA) より購入した。抗phospho-p70S6kinase抗体、

抗p70S6kinase抗体はCell Signaling社(Danvers, MA)より購入した。

FuGENETM 6はRoche Diagnostics社 (Indianapolis, IN)より購入した。

Quantitive Real-Time RT-PCRに用いたI型コラーゲン（α２）遺伝子プライマ

ー、MMP-1遺伝子プライマーはApplied Biosystems社（Foster City, CA）より

購入した。 

 

 

細胞培養 

 強皮症皮膚線維芽細胞は、発症 2 年以内で dcSSc に分類される全身性強皮症

患者の皮膚硬化を伴う前腕伸側より得た（29）。正常皮膚線維芽細胞は、健常人

の前腕伸側より得た。これらの検体の採取は東京大学医学部倫理委員会の規定
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に基づき被験者の承認を得た上で行った。培養線維芽細胞は 10％仔牛血清

（FBS）、2ｍM 濃度の L-グルタミンと 50µg/ml ゲンタマイシン MEM、37℃、

5％CO2、95％air にて継代した。培養線維芽細胞は継代 3 代目から 8 代目の細

胞を用いた。 

 

 

Western blotting 

 皮膚線維芽細胞を4℃のphosphate buffered saline(PBS)で洗浄し、1% Triton 

X-100 in 50 mM, Tris-HCl, pH 7.4, 150 mM NaCl, 3 mmol/L MgCl2, 1mM 

CaCl2, 10 µg/ml leupeptin, pepstatin, aprotinin, 1 mM phenylmethylsulfonyl 

fluoride (PMSF)よりなるlysis bufferにて溶解した。不溶分画は20,000G、15分

遠心にて除去した。蛋白濃度測定試薬 (Bio-Rad社, Hercules, CA)を用いて補

正を行ったうえで、細胞溶解液あるいは培養液を10％ポリアクリルアミドゲル

にて電気泳動し、ニトロセルロース膜に転写した。その後、ニトロセルロース

膜を特異的抗体と反応させた。Horseradish peroxidase（ICN/CAPPEL社, 

Aurora, OH）と結合した二次抗体と反応後、enhanced chemiluminescenceで

発光し、X-Rayフィルム(Amersham Biosciences社, Piscataway, NJ)に感光させ

た。その後、個々に得られたバンドの濃度をscanning densitometry（NIH-Image 

ver 6.0）で定量化した。（30）。 

 

 

RNA抽出及びQuantitive Real-Time RT-PCR  

 Total  RNAはQIAGEN社 (Valencia, CA) のQIA shredder及びRNeasy 

protect mini kitにて抽出した。 



10 
 

Invitogen社(Carlsbad, CA )のsuperscript Ⅲ first standard synthesis system 

for RT-PCRを用いて１µgのtotal RNAを逆転写した後に、PRISM 7000 

Sequence detection system(Applied Biosystems)にてQuantitive Real-Time 

RT-PCRを施行した。 

 

mRNA stability 

 subconfluentまで培養した細胞に転写阻害薬であるactinomycin D (1μg/ml) 

添加後、１時間後にrapamycinを添加した。rapamycin添加後0時間、 3時間、

6時間、12時間、24時間後に抽出したtotal RNAを逆転写し、Quantitive 

Real-Time RT-PCR法を用いてI型コラーゲンあるいはMMP-1のmRNA  

stabilityを計測した。 

 

プラスミド 

 －773COL1A2-Luxコンストラクトは過去の報告（31）を参考に全長3500bp

のヒトα2(Ｉ)collagen遺伝子プロモーターの‐773bpから＋58bp領域に

luciferase reporter 遺伝子を結合させて作成した。全長4372bpのMMP-1-Lux 

コンストラクトはMMP-1遺伝子プロモーターにluciferase reporter 遺伝子を

結合させて作成されたものでDr Constance E. より供与をうけた（32）。プラ

スミドはCsClを用いて超遠心法（room temperature, 100,000rpm,4h）にて2回

精製を施行したものを用いた。 

 

 

DNA transfection及びluciferase assay 

 皮膚線維芽細胞を直径100mm dishに約１x105個播種し、48時間後に
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FuGENETM 6を用いて、－773COL1A2-Luxコンストラクト2μgあるいは

MMP-1-Lux コンストラクト2μgをtransfectionした。その際に、内在性コント

ロールとして、pSV-β-Galactosidase Control Vector（Promega社）1μgも

transfectionした。細胞はsubconfluentまで培養し、serum freeにて24時間後に

rapamycinを添加した。その後、reporter lysis buffer（Promega社）にて溶解

した。不溶分画は20000G、2分間の遠心にて除去した。lusiferase活性を

Luminescenncer-PSN  AB-2200 (ATTO社, Tokyo, Japan) を用いて測定し、β

ガラクトシダーゼ活性で補正した（30）。 

 

 

細胞生存率計測 

正常及び強皮症皮膚線維芽細胞を 4 well の chamber slide を用いて

subconfluent になるまで培養したあと、各々 0、0.01、0.1、1.0、10nM の濃

度の rapamycin を添加し、24、48、72 時間後の細胞に対して Trypan blue 染

色を用いて顕微鏡下で 2 視野（約 400 細胞）において生存率を測定した。 

 

 

統計学的検討 

 データは平均値±SEMを用いて表した。平均値の比較にはMann₋Whitney U 

testを用いた。危険率ｐ＜0.05のものを有意とした。
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3) 結果 
 

1．Rapamycin 添加における正常皮膚線維芽細胞及び強皮症皮膚

線維芽細胞の細胞生存率 

 

はじめに、rapamycin の皮膚線維芽細胞に対する細胞毒性について検

討した。0nM、0.01nM、0.1nM、1.0nM、10nM の rapamycin を正常(図

3A)及び強皮症皮膚線維芽細胞（図 3B）に添加して、各々の 24 時間、

48 時間、72 時間後の細胞の生存率を Trypan blue 染色を用いて測定し

た。正常及び強皮症皮膚線維芽細胞において、10nM までの rapamycin

濃度存在下において、72 時間までの生存率に有意差はみられなかった。 

  強皮症皮膚線維芽細胞において 0～10nM の範囲の rapamycin添加では

細胞毒性は見られないことが示され、以降の実験はこの範囲の濃度で行

った。 

 

2．正常皮膚線維芽細胞の rapamycin 添加によるＩ型コラーゲン

蛋白量の変化 

     

皮膚線維芽細胞において、rapamycin 添加により、Ｉ型コラーゲン蛋

白量がどのように変化するかを検討するために、正常皮膚線維芽細胞を

用いて実験を行った。正常皮膚線維芽細胞を subconfluent まで培養し

たし、24 時間 serum free にした後、図に示した濃度の rapamycin を添
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加し、72 時間後に抽出した蛋白を 10％SDS ポリアクリルアミドゲルに

て泳動し、ニトロセルロース膜に転写した後に、抗 I 型コラーゲン抗体、

抗β-actin 抗体と反応させた（図 4A）。正常皮膚線維芽細胞において、

rapamycin 添加により、I 型コラーゲンの蛋白の発現量は低下した。

Rapamycin 濃度が 0.1nM より有意な低下が見られ（64％）、1.0nM

（62％）、10nM(54%)と I 型コラーゲンの蛋白の発現量の濃度依存的な

低下がみられた(図 4B)。 

 

3．TGF-β刺激による正常皮膚線維芽細胞の I 型コラーゲン蛋白量

の変化及び rapamycin 添加による TGF-β刺激正常皮膚線維

芽細胞の I 型コラーゲン蛋白量の変化 

 

  皮膚線維芽細胞に対して TGF- β刺激を行うとコラーゲンの遺伝子

転写活性、蛋白産生の亢進が行われることが知られている。そのため、

正常皮膚線維芽細胞に TGF- β刺激を行うとコラーゲンを含めた細胞外

基質の過剰産生がみられ、強皮症皮膚線維芽細胞が細胞外基質を過剰産

生するのと類似の状態を示すといわれている。今回用いた正常皮膚線維

芽細胞において、TGF- β刺激を行うことで、実際に I 型コラーゲンの蛋

白量の亢進が認められるか、また、TGF‐β刺激をした正常線維芽細胞

に rapamycin を添加することで I 型コラーゲンの蛋白量にどのような

影響を及ぼすかについて検討した。 

正常皮膚線維芽細胞を subconfluent まで培養し、24 時間 serum free

にした後、無刺激あるいは 2ng/ml の TGF-β 刺 激 に 加 え て

0nM,0.1nM,1.0nM,10nM の濃度の rapamycin を各々添加した後、72
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時間後に蛋白を抽出し、western blotting法にて比較検討した（図 5A）。

正常皮膚線維芽細胞において、TGF- β刺激によりＩ型コラーゲンの蛋

白量が有意に亢進した（6.02 倍）。また、TGF‐β 刺激により亢進した

Ｉ型コラーゲンの蛋白の発現も rapamycin 添加により rapamycin 添加

1.0nM にて 70％、10nM にて 68％と濃度依存的に有意に抑制がみられ

た。（図 5B）。 

 

 

4．強皮症皮膚線維芽細胞及び正常皮膚線維芽細胞のＩ型コラーゲ

ン蛋白量及び mRNA 発現量 

 

強皮症皮膚線維芽細胞は正常皮膚線維芽細胞に比較して I 型コラーゲ

ンの蛋白量、ｍRNA 発現量の亢進がみられていることが知られている。

今回用いた強皮症皮膚線維芽細胞が正常皮膚線維芽細胞に対して実際に

I 型コラーゲンの蛋白量、mRNA 発現量の亢進がみられるかどうか検討

した。 

はじめに、各々の細胞を subconfluent まで培養し、24 時間 serum free

とした後、72 時間後に蛋白を抽出、western blotting 法にて検討した。

強皮症皮膚線維芽細胞 4 検体、正常皮膚線維芽細胞 3 検体について（図

6A）測定を行った。その結果、強皮症皮膚線維芽細胞では正常皮膚線維

芽細胞と比較して、I 型コラーゲンの発現量は蛋白レベルで 2.0 倍と有意

に亢進していた（図 6B）。また、同様の条件で培養した正常及び強皮症

皮膚線維芽細胞から mRNA を抽出し、逆転写した後に Quantitive 

Real-Time RT-PCR 法を用いて各々の mRNA 発現量を測定した。 
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強皮症皮膚線維芽細胞では正常皮膚線維芽細胞と比較して、I 型コラーゲ

ンの発現量は mRNA レベルで 2.3 倍と有意に亢進していた（図 6C）。  

 

 

5．強皮症皮膚線維芽細胞の rapamycin 添加によるＩ型コラーゲ

ン蛋白量の変化 

 
正常皮膚線維芽細胞に対して TGF- β刺激を行うと、I 型コラーゲンの

蛋白産生の亢進が行われ、それに対して rapamycin を添加することで I

型コラーゲンの産生を抑制することが示された。強皮症皮膚線維芽細胞

においても rapamycinを添加することで I型コラーゲンの蛋白量が低下

するかどうかについて検討した。強皮症皮膚線維芽細胞の rapamycin

添加によるＩ型コラーゲン蛋白量の変化を、１）rapamycin の濃度によ

る変化、２）経時的変化について検討した。 

１）rapamycin の濃度による変化 

強皮症皮膚線維芽細胞を subconfluent まで培養し、24 時間 serum 

free 後、rapamycin を 0nM,0.1nM,1.0nM,10nM の濃度において添加

し、cell lysate 及び supernatant を western blotting 法を用いて

検討した（図 7A ）。Rapamycin 添加にて 72 時間後の強皮症皮膚線維

芽細胞の I 型コラーゲンの蛋白発現量は有意に低下していた。

Rapamycin 添加にて有意に蛋白量が低下しており、supernatant にて

1.0nM にて 69%、10nM にて 56%にまで低下しており、cell lysate に

て 0.1.nM にて 65％、1.0nM にて 57％にまで低下していた（図 7B）。 

２）経時的変化 
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同様に培養、処理した強皮症皮膚線維芽細胞に rapamycin を 1.0nM

添加後、0 時間、24 時間、48 時間、72 時間に採取し、cell lysate を用

いて、western blotting 法を用いて検討した（図 7C）。また、

rapamycin1.0nM 添加後、24 時間後より I 型コラーゲンの蛋白発現量

の有意な低下がみられ（81％）、48 時間後に 63％、72 時間後 60％にま

で低下していた（図 7D）。 

 
 

6．強皮症皮膚線維芽細胞の rapamycin 添加によるＩ型コラーゲ

ン mRNA の変化 

 

強皮症皮膚線維芽細胞に rapamycin を添加することで cell lysate 中

の I 型コラーゲンの蛋白量が低下することが示された。cell lysate 中の

I 型コラーゲンの蛋白量の低下の原因としては、mRNA 発現量の低下

と翻訳合成の低下、阻害などが考えられる。そのため、まずは強皮症

皮膚線維芽細胞に rapamycin を添加することで I 型コラーゲンの

mRNA の発現量が低下するかどうか検討した。強皮症皮膚線維芽細胞

の rapamycin 添加によるＩ型コラーゲン mRNA 発現量を、１）

rapamycin の濃度による変化、2）経時的変化 について検討した。 

1）rapamycin の濃度による変化 

強皮症皮膚線維芽細胞を subconfluent まで培養し、24 時間 serum 

free にした後、rapamycin を 0nM,0.01nM, 0.1nM 1.0nM,10nM の濃

度において添加し、48 時間後に mRNA を抽出、逆転写した後に

Quantitive Real-Time RT-PCR 法を用いて各々の mRNA 発現量を測
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定した。その結果、rapamycin 添加にて強皮症皮膚線維芽細胞の I 型

コラーゲンの mRNA 発現量は有意に低下していた（図 8A ）。 

2）経時的変化 

同様に強皮症皮膚線維芽細胞を同様に培養した後、rapamycin を

1.0nM 添加し、0 時間、12 時間、24 時間、48 時間後に採取して

Quantitive Real-Time RT-PCR 法を用いて各々の mRNA 発現量を測

定した。rapamycin 添加にて 0.01nM より有意に mRNA 発現量が低下

しており（60％）、rapamycin 0.1nM にて 67％、1.0nM で 55％までの

低下がみられた。また、rapamycin1.0nM 添加後、24 時間より I 型コ

ラーゲンの mRNA 発現量の有意な低下がみられ(74%)、48 時間後に

65％にまで低下していた（図 8B）。 

 
   

7．強皮症皮膚線維芽細胞の rapamycin 添加によるＩ型コラーゲ

ン mRNA stability への影響及び遺伝子転写活性の影響 

 
強皮症皮膚線維芽細胞の rapamycin 添加による I 型コラーゲンの

mRNA 発現量の低下の要因として I 型コラーゲンの遺伝子転写活性の

低下あるいは転写後の mRNAstability の低下、もしくはその両方が関

与することなどが考えられる。そのため、強皮症皮膚線維芽細胞の

rapamycin添加による I型コラーゲンのmRNA発現量の低下の要因に

ついて検討するために、強皮症皮膚線維芽細胞の rapamycin 添加によ

る I型コラーゲンの遺伝子転写活性及びmRNA stabilityについて検討

した。 
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まず、強皮症皮膚線維芽細胞の rapamycin 添加による I 型コラーゲ

ンの遺伝子転写活性を測定するために、強皮症皮膚線維芽細胞を

subconfluent まで培養し、I 型コラーゲンの遺伝子転写活性を測定する

際に用いられる I 型コラーゲン遺伝子プロモーターに luciferase 遺伝

子を結合した－773COL1A2-Lux コンストラクト及び内在性コントロ

ールとしてβ−ガラクトシダーゼベクターをトランスフェクションした。

24 時間 serum free にした後、rapamycin を各々0nM、0.1nM、1.0nM、

10nM 添加し 24 時間後、48 時間後に、luciferase 活性を測定した。強

皮症皮膚線維芽細胞において、rapamycin 存在下におけるヒトＩ型コ

ラーゲン遺伝子転写活性は 24 時間後（図 9A）、48 時間後(図 9B)でと

もに有意な変化はみられなかった。 

mRNA は転写後に時間経過とともに徐々に分解されていくため、安

定性（mRNA stability）を保つために修飾をうける。内的、あるいは

薬剤を含めた外的刺激により、この修飾部分あるいは mRNA への直接

の影響が加わることでその安定性が変化することが知られている。そ

のため、rapamaycin が強皮症皮膚線維芽細胞の I 型コラーゲンの

mRNA stability に影響を与えるかどうか検討した。一般的に mRNA 

stability の測定に際しては、細胞に転写阻害薬を添加することで、新

たな転写を抑制し、既存の mRNA の転写後時間経過による残存量を計

測するという方法を用いる。まず転写活性を測定した際と同様に培養

した強皮症皮膚線維芽細胞に転写阻害薬の actinomycin D を 1 μg/ml

添加し、１時間後に rapamycin を添加した。添加後 0 時間、 3 時間、

6 時間、12 時間、24 時間後に抽出した total RNA を逆転写し、

Quantitive Real-Time RT-PCR 法を用いて、α2 (I)collagen の mRNA 
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stability を計測した。rapamycin 添加により、強皮症皮膚線維芽細胞

における α2 (I) collagen の mRNA stability は 24 時間後において有意

に低下していた。すなわち rapamycin 添加後 0 時間の mRNA 量と比

較して 24 時間後の段階で、rapamycin 無添加群で 45％のｍRNA の減

少に対し、1.0nM 添加群で 64％のｍRNA の減少がみられ、rapamycin

添加群で有意に mRNA stability の低下がみられた(図 9C)。 

以上のことより、強皮症皮膚線維芽細胞における rapamycin 添加に

よる I 型コラーゲンの mRNA 発現量の低下は遺伝子転写活性によるも

のではなく mRNA stability の低下によるものと考えられた。 

 
 

8．強皮症皮膚線維芽細胞の rapamycin 添加による MMP-1 蛋白

量の変化 

 
皮膚の線維化において大切な要素は I 型コラーゲンを含めた細胞外

基 質 の 産 生 と 分 解 の バ ラ ン ス で あ る と 考 え ら れ て い る 。

 Rapamycin 添加により強皮症 皮膚線維芽細胞における I 型コ

ラーゲンの産生の低下がおこることは前述の通りである。次に

rapamycin が細胞外基質の分解に関与するかどうか検討することとし

た。細胞外基質を分解する際に重要な働きを示す分子として MMP-1

があげられる。MMP-1 は細胞外に分泌されて活性化し、I 型コラーゲ

ンなどの細胞外基質を分解することで、細胞外基質の過剰沈着を防ぎ、

皮膚の線維化を抑制している。そのため、強皮症皮膚線維芽細胞にお

いて rapamycin 添加により、MMP-1 の蛋白量に影響を及ぼすかどう
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かについて検討するため、1）rapamycin の濃度による変化、2）経時

的変化について検討した。 

1）rapamycin の濃度による変化 

強皮症皮膚線維芽細胞を subconfluent まで培養、24 時間 serum free

の後、rapamycinを 0nM,0.1nM,1.0nM,10nMの濃度において添加し、

cell lysate、あるいは supernatanat を採取し、western blotting 法を

用いて検討した（図 10A ）。rapamycin 添加 72 時間後の強皮症皮膚線

維芽細胞の MMP-1 の蛋白発現量は有意に亢進していた。rapamycin

添加にて有意に蛋白発現量が亢進しており、supernatant において

0.1nM で 1.82 倍、1.0nM で 1.78 倍、10nM で 2.43 倍に蛋白量の亢進

がみられ、cell lysate においては 0.1nM で 1.79 倍、1.0nM で 2.60 倍、

10nM で 2.80 倍にまで、濃度依存性に亢進していた（図 10B）。 

2）経時的変化 

同条件で培養した強皮症皮膚線維芽細胞に rapamycinを1.0nM添加後、

0 時間、24 時間、48 時間、72 時間に採取して同様に cell lysate を用

い て 、 western blotting 法 を 用 い て 検 討 し た （ 図 10C ）。

rapamycin1.0nM 添加後、48 時間後より MMP-1 の蛋白量の有意な亢

進がみられ（1.52 倍）、72 時間後に 1.90 倍にまで亢進していた（図 10D）。 

          以上のことから、rapamycin は強皮症皮膚線維芽細胞に働きかけ、

MMP-1 の 蛋白量を亢進させることが示された。 

 
  

9．強皮症皮膚線維芽細胞の rapamycin 添加における MMP-1 

mRNA 発現量の変化 
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Rapamycin 添加により、強皮症皮膚線維芽細胞における MMP-1 の

蛋白量の亢進が mRNA の発現量と関連するかどうかをみるために、強

皮症皮膚線維芽細胞における rapamycin添加によるMMP-1のmRNA

発現量について 1）rapamycin の濃度による変化、2）経時的変化につ

いて検討した。 

1）rapamycin の濃度による変化 

強皮症皮膚線維芽細胞を subconfluent まで培養し、24 時間 serum 

free 後、rapamycin を 0nM,0.1nM,1.0nM,10nM の濃度において添加

し、4時間後にmRNAを抽出し、逆転写した後にQuantitive Real-Time 

RT-PCR 法を用いて各々の MMP-1 の mRNA 発現量を測定した。その

結果、rapamycin 添加にて強皮症皮膚線維芽細胞の MMP-1 の mRNA

発現量は 1.0nM より有意に亢進がみられ（1.78 倍）、10nM にて 2.43

倍までの亢進していた。（図 11A）。 

2）経時的変化 

さらに、同条件で培養し、rapamycin を 1.0nM 添加した後に、0 時

間、12 時間、24 時間、48 時間に採取して同様に Quantitive Real-Time 

RT-PCR 法を用いて各々の MMP-1 の mRNA 発現量を測定した。

rapamycin1.0nM にて、48 時間後に有意に MMP-1 の mRNA 発現量

が亢進していた（1.63 倍）(図 11B )。 

 
 

10．強皮症皮膚線維芽細胞の rapamycin 添加による MMP-1 の遺

伝子転写活性への影響 
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強皮症皮膚線維芽細胞において rapamycin 添加による MMP-1 の

mRNA 発現量亢進が MMP-1 遺伝子転写活性亢進によるものかどうか

検討した。 

強皮症皮膚線維芽細胞を subconfluent まで培養、24 時間 serum free

後、2.0μg の full length の MMP-1-Lux コンストラクトをトランスフ

ェクションした。その後 rapamycin を各々0nM、0.1nM、1.0nM、10nM

添加し 24 時間後、48 時間後に reporter lysis buffer を用いて、

luciferase 活性を測定した。強皮症皮膚線維芽細胞において、

rapamycin 存在下（0.1nM、1.0nM、10nM）における MMP-1 遺伝子

転写活性は 24 時間後にて有意な変化はみられなかった（図 12A）。

rapamycin 存在下 48 時間後において 0.1nM より MMP-1 の遺伝子転

写活性の亢進がみられ（2.42 倍）、1.0nM にて 3.69 倍、10nM にて

3.77 倍と濃度依存的な遺伝子転写活性の亢進がみられた（図 12B）。 

以上により rapamycin 添加により、強皮症皮膚線維芽細胞の MMP-1

の遺伝子転写活性が亢進していることが示された。 

 
 

11．強皮症皮膚線維芽細胞における p70S6K の TGF-β刺激による

リン酸化 

 
強皮症皮膚線維芽細胞の I 型コラーゲンの過剰産生において、

TGF-β signal が重要な働きを示すことが知られている。次に、TGF-β

刺激がΙ型コラーゲンなどの蛋白合成に関与する p70S6kinase のリン酸
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化に影響を与えるかについて検討した。強皮症皮膚線維芽細胞を

subconfluent にまで培養し、24 時間 serum free 後、各々の時間（0min, 

30min, 60min, 2h, 4h, 8h, 24h）TGF-β 2μg/ml にて刺激した後、western 

blotting 法にて p70S6kinase のリン酸化を測定した。loading control

として total p70S6kinase を用いた（図 13A）。強皮症皮膚線維芽細胞に

おいて、TGF-β刺激により、p70S6kinase のリン酸化の亢進がみられた。

2 時間後より時間依存的にリン酸化の亢進がみられ、24 時間後も有意に

リン酸化の亢進が持続していた（図 13B）。 

 以上のことより、 TGF-β 刺激により強皮症皮膚線維芽細胞の

p70S6kinase のリン酸化の亢進がみられた。 

  
 

12．Rapamycin 添加による TGF-βで刺激した強皮症皮膚線維芽細

胞の p70S6kinase のリン酸化に対する影響 

  

    次に、強皮症皮膚線維芽細胞に rapamycin を添加することで、TGF-β

刺激により亢進した p70S6kinase のリン酸化を抑制できるかどうかにつ

いて検討した。強皮症皮膚線維芽細胞を subconfluent まで培養し,24 時

間 serum free 後、無刺激、あるいは rapamycin 0nM、0.1nM、1.0nM、

10nM を添加 1 時間後、TGF-β 2.0μg/ml にて刺激し、24 時間後に western 

blotting 法にて p70S6kinase のリン酸化を測定した。loading control と

して total p70S6kinase を用いた（図 14A）。強皮症皮膚線維芽細胞では

TGF-β刺激により p70S6kinase のリン酸化が亢進するが、rapamycin は

0.1nM より、有意にこのリン酸化を抑制した（図 14B）。
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４) 考察 
 

 

はじめに rapamycin の強皮症皮膚線維芽細胞に対する細胞毒性について検討

したところ、今回の 10ｎM までの実験の範囲内では細胞毒性はみられなかった

（図 3A,B）。移植後の免疫抑制療法として使用される場合の血中濃度が約 10nM

であること（23）から今回の実験で用いた濃度は臨床で使用される範囲内であ

り、かつ細胞毒性の問題はないと考えられた。 

次に 皮膚線維芽細胞において、rapamycin 添加による I 型コラーゲン蛋白へ

の影響について、正常皮膚線維芽細胞を用いて検討したところ、正常皮膚線維

芽細胞において I 型コラーゲンの蛋白量が有意に低下した（図 4A,B）。培養線

維芽細胞における rapamycin の I 型コラーゲンの蛋白産生抑制に関しては培養

ラット血管平滑筋細胞（34）や、培養マウス腎メサンギウム細胞（26）など様々

な報告がみられ、培養ヒト皮膚線維芽細胞においても約 1nM において I 型コラ

ーゲン蛋白量の低下がみられることが報告されている(35)。 

正常皮膚線維芽細胞は TGF- β刺激により、Ι型コラーゲン蛋白量の亢進がみら

れ、強皮症皮膚線維芽細胞に似た特徴を示すことが知られている。今回用いた

正常皮膚線維芽細胞においても TGF- β刺激により、Ι型コラーゲン蛋白量の亢進

がみられた。さらに、TGF-β刺激を行った正常皮膚線維芽細胞に rapamycin を

添加すると I 型コラーゲン蛋白量が 1nM 以上の濃度で有意に低下したことより

（図 5A,B）、細胞毒性のない範囲で I 型コラーゲン蛋白量を抑制することがわ

かった。 

次に、強皮症皮膚線維芽細胞と正常皮膚線維芽細胞の間での I 型コラーゲンの
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蛋白量、mRNA 発現量について検討したところ、蛋白レベルで、2.0 倍、mRNA

レベルで 2.3 倍と亢進しており（図 6A,B）、過去の報告（10,33）とほぼ同様の

結果がみられた。強皮症皮膚線維芽細胞においても rapamycin 添加により I 型

コラーゲンの蛋白量の低下がみられるか検討したところ、0.1nM~10nM と比較

的低濃度の範囲で I 型コラーゲンの蛋白量の低下がみられることが示された（図

7A～D）。 

次に、rapamycin による I 型コラーゲン蛋白の発現抑制作用がどのような機

序で行われているかを検討するために、rapamycin 添加による I 型コラーゲン

の mRNA 発現量、遺伝子転写活性、mRNA stability を測定した。その結果、I

型コラーゲンの mRNA の発現量が低下し（図 8A,B）、mRNA  stability の低下

も見られたが（図 9C）、遺伝子転写活性には有意な変化はみられなかった（図

9A,B）。以上のことから rapamycin による I 型コラーゲン mRNA の発現抑制に

関しては遺伝子転写活性によるものではなく、mRNA stability の低下が関与し

ていると考えられ、転写後レベルで制御されていると考えられた。従来よりコ

ラーゲンの発現制御に関しては、mRNA stability が重要な調節因子であること

が示されている。（36）。また、Asano らは強皮症皮膚線維芽細胞においても

FK506 添加により I 型コラーゲンの産生が低下し、その一因が I 型コラーゲン

の mRNA stability の低下によるものであると報告している（10）。今回の実験

により、強皮症皮膚線維芽細胞において、rapamycin 添加による I 型コラーゲ

ン産生低下に mRNA stability が関与していることが示された。 

強皮症皮膚線維芽細胞の rapamycin 添加によるの I 型コラーゲンの蛋白量低

下は、cell lysate のみならず、supernatant でもみられるため、rapamycin 添

加により I 型コラーゲンの転写、翻訳合成過程などの直接的な作用以外に、細胞

外においても I 型コラーゲン蛋白の分解を促進している可能性が考えられた。コ
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ラーゲン分解作用を有する分子として MMP-1 が有名であり、細胞外に分泌さ

れて活性化し、I 型コラーゲンなどの細胞外基質を分解することで、皮膚の線維

化を抑制しているといわれている。さらにヒト肺線維芽細胞において

JNK/c-Jun のカスケードを介して rapamycin が MMP-1 の蛋白、mRNA の発

現量を亢進させたという報告もみられる（14）。そのため、強皮症皮膚線維芽細

胞において rapamycin 添加による supernatant 中の I 型コラーゲン蛋白量の低

下に MMP-1 が関与しているかどうかについて検討した。強皮症皮膚線維芽細

胞において rapamycin 添加により、celllysate,supernatant ともに MMP-1 の

蛋白量の有意な亢進（図 10A~D）、さらに mRNA 発現量の亢進もみられた（図

11A,B）。MMP-1 の mRNA 発現量の亢進に関しては MMP-1 遺伝子転写活性の

亢進によるものであることも示された（図 12A,B）。以上のことから、rapamycin

は強皮症皮膚線維芽細胞に作用し、MMP-1 の産生亢進、分泌増加を促すことに

よって、細胞外に分泌された I 型コラーゲンの分解やその過剰沈着を抑制する可

能性が示唆された。                                  

種々の細胞において、mTOR の活性化を介した p70S6kinase のリン酸化が細

胞の成長や分化、蛋白合成に重要な役割を示すとされている。I 型コラーゲンの

蛋白合成に関しても mTOR の活性化が関与しているといわれており（22）、さ

らに、 皮膚線維芽細胞において、p70S6kinase のリン酸化が I 型コラーゲンの

産生を亢進させているという報告もある（35）。その機序として、リン酸化

p70S6kinase が、リボソームの 40S サブユニットに存在する S6 蛋白をリン酸

化することで mRNA の翻訳が開始され、I 型コラーゲンを含めた蛋白合成が亢

進するということがしられている(21)。そのため、強皮症皮膚線維芽細胞の I 型

コラーゲン産生過剰に重要な役割を示す TGF-βが p70S6 kinase のリン酸化に

関与するかどうかを調べた。その結果、TGF-β刺激にて p70S6 kinase のリン酸
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化がおこり、24 時間以上続くことが示された（図 13A,B）。これにより、強皮

症皮膚線維芽細胞において TGF-βによる I 型コラーゲンの蛋白発現増加に

p70S6 kinase のリン酸化が関与している可能性が示唆された。さらに、強皮症

皮膚線維芽細胞に TGF-β刺激を加え、さらに rapamycin 添加した場合、無刺激

下の状態よりもさらに p70S6 kinase のリン酸化が抑制された（図 14A,B）。こ

のことより、強皮症皮膚線維芽細胞における rapamycin 添加による I 型コラー

ゲンの低下には P70S6kinase のリン酸化の抑制が関与している可能性が考えら

れた。以上のことより、rapamycin は強皮症皮膚線維芽細胞に働きかけること

で、1）I 型コラーゲンの message stability の低下、2）翻訳抑制による I 型コ

ラーゲン蛋白産生の低下、さらに 3）MMP-1 蛋白量の亢進を促すことにより、

I 型コラーゲンの過剰沈着を抑制していると考えられた（図 15）。これらから、

rapamycin が全身性強皮症の皮膚の線維化を抑制することのできる有効な薬剤

になりえると考えられた。 

今回、我々の実験では、培養皮膚線維芽細胞において rapamycin が I 型コラ

ーゲン蛋白の産生を抑制し、分解を促進することを示した。今後の臨床応用を

考えると、皮膚硬化モデルマウスなどを使った in vivo での rapamycin の線維

化抑制作用の検討が必要であると考えられた。全身性強皮症において、皮膚の

線維化はしばしば大小関節の可動域の低下を引き起こすことにより、食事や歩

行動作などの日常生活に様々な支障をきたす。皮膚の線維化に対する治療とし

て近年、FK506 やシクロスポリン A などの免疫抑制剤を用いた報告もあるが、

いづれも副作用として腎障害が高頻度にみられている（12,14）。Rapamycin は

それらの免疫抑制剤に比較して腎毒性が非常に低いという利点があり、皮膚の

線維化を抑制する薬剤として有望であると考えた。今回は皮膚の線維化に関す

る検討のみであったが、全身性強皮症では皮膚以外の臓器においても肺線維症
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や強皮症腎といった線維化がもたらす重篤な症状もみられ、それらに対しても

有効である可能性が考えられた。
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Rapamycin 構造式
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図 3  Rapamycin 添加による正常皮膚線維芽細胞及び強皮症皮膚線維芽細胞の 

細胞生存率 
 

正常 3 検体(A)及び強皮症皮膚線維芽細胞 3 検体（B）を 4 穴 chamber slide で subconfluent
になるまで培養したあと、0 nM、0.01 nM、0.1 nM、1.0 nM、10nM の rapamycin を添加

し、各々の濃度の 24 時間、48 時間、72 時間後の細胞の生存率を測定した。Trypan blue
染色にて顕微鏡下で 2 視野（約 400 細胞）の生存率を測定した。（n=3）
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図 4 正常皮膚線維芽細胞の rapamycin 添加による I 型コラーゲン蛋白量の変化 

 

A. 正常皮膚線維芽細胞を subconfluent まで培養した後、0 nM、0.01 nM、0.1 nM、1.0 nM、

10nM の濃度の rapamycin を添加 48 時間後に抽出した蛋白を抗 I 型コラーゲン抗体、抗

β-actin 抗体と反応させた。 
 
B. 個々に得られたバンドの濃度を scanning densitometry で定量化し、β-actin で補正した。

それらを平均し、rapamycin 無添加群の平均濃度を１とし、棒グラフで表した。＊は無

添加群に比較し、p＜0.05 をもって有意差があることを示している。（n＝4） 
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図 5 TGF-β刺激による正常皮膚線維芽細胞の I 型コラーゲン蛋白量の変化及び 

rapamycin 添加の影響 
 

A. 正常皮膚線維芽細胞を subconfluent まで培養したのち、無刺激あるいは 2.0ng/ml の

TGF-β1 刺激に加えて 0nM,0.1nM,1.0nM,10nM の濃度の rapamycin を各々添加した。72
時間後に蛋白を抽出し、抗 I 型コラーゲン抗体、抗β-actin 抗体と反応させた。 
 
B. 個々に得られたバンドの濃度を scanning densitometry で定量化し、β-actin で補正した。

それらを平均し、rapamycin 無添加群の平均濃度を１とし、棒グラフで表している。＃は P
＜0.05 をもって無刺激群に比較して有意な I 型コラーゲン蛋白発現量の亢進があることを

示している。＊は P＜0.05 をもって TGF-β 刺激 rapamycin 無添加群に比較して、P＜0.05
をもって有意に I 型コラーゲン蛋白発現量が低下していることを示している。（n=4） 



41 
 

0

0.5

1

1.5

2

2.5

normal SSc

*

図6B

Relative Protein Levels

α（I）procollagen

α1（I）

α2（I）

normal SSc

β‐actin

図6A

図6C

0
0.5
1

1.5
2

2.5
3

3.5

normal SSc

Relative m
RN

A
  Levels

* *

*

 
 
図 6 強皮症皮膚線維芽細胞及び正常皮膚線維芽細胞の I 型コラーゲン蛋白量及び mRNA

発現量 
 
A．無刺激の強皮症皮膚線維芽細胞及び正常皮膚線維芽細胞から抽出した蛋白を抗 I 型コラ

ーゲン抗体、抗β-actin 抗体と反応させた。左 3lane は各々3 検体の正常皮膚線維芽細胞の

結果を、右 4lane は各々4 検体の強皮症皮膚線維芽細胞の結果を示している。 
 
B．正常皮膚線維芽細胞 3 検体、強皮症皮膚線維芽細 4 検体の個々に得られたバンドを

scanning densitometry で定量化し、β-actin で補正した。それらを平均し、正常皮膚線維

芽細胞の平均濃度を 1 とし、棒グラフで表している。＊は正常皮膚線維芽細胞に比較し、p
＜0.05 をもって有意差があることを示している。（n=3~4） 
 
C. 無刺激の強皮症及び正常皮膚線維芽細胞から抽出した total RNA を逆転写し

Quantitive Real-Time RT-PCR法を用いて各々の I型コラーゲンのmRNA発現量を測定し

た。正常皮膚線維芽細胞の I 型コラーゲンの mRNA 発現量の平均濃度を１とし、棒グラフ

で表している。＊は正常皮膚線維芽細胞の I 型コラーゲンの mRNA 発現量に比較し、p＜
0.05 をもって有意差があることを示している。（ｎ＝3~4） 
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図 7 強皮症皮膚線維芽細胞の rapamycin 添加による I 型コラーゲン蛋白量の変化  
 
A. 強皮症皮膚線維芽細胞を subconfluent まで培養した後、図に示した濃度の rapamycin
を添加 48 時間後に抽出した蛋白を抗 I 型コラーゲン抗体、抗β-actin 抗体と反応させた。 
 
B. 個々に得られたバンドの濃度は scanning densitometry で定量化し、β-actin で補正した。

それらを平均し、rapamycin 無添加群の平均濃度を１とし、棒グラフで表している。＊は

無添加群に比較し、p＜0.05 をもって有意差があることを示している。（n＝5~6） 



43 
 

 

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

0h 24h 48h 72h

図7D

R
elative P

ro
tein

 Levels

*
* *

0h 24h 48h 72h

β‐actin

α1（I）
α2（I）

α（I）procollagen
図7C

 
 
 
図 7 強皮症皮膚線維芽細胞の rapamycin 添加による I 型コラーゲン蛋白量の変化 
 
C. 強皮症皮膚線維芽細胞を subconfluent まで培養した後に 1nM の rapamycin 添加した。

rapamycin 添加した後、0 時間、12 時間、24 時間、48 時間後に抽出した蛋白を 1 抗 I 型

コラーゲン抗体、抗β-actin 抗体と反応させた。 
 
D. 個々に得られたバンドの濃度は scanning densitometry で定量化し、β-actin で補正し

た。それらを平均し、rapamycin 無添加群の平均濃度を１とし、棒グラフで表している。

＊は無添加に比較し、p＜0.05 をもって有意差があることを示している。（n=4） 
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図 8 強皮症皮膚線維芽細胞の rapamycin 添加による I 型コラーゲン mRNA 発現量の変化  
 
A. 強皮症皮膚線維芽細胞に対して図に示した濃度の rapamycin を添加した 48 時間後に、

抽出した total RNA を逆転写した後、Quantitive Real-Time RT-PCR 法を用いて各々の

I 型コラーゲンの mRNA 発現量を測定した。無刺激群の mRNA 発現量の平均濃度を１と

し、棒グラフで表している。＊は無刺激群の mRNA 発現量に比較し、p＜0.05 をもって

有意差があることを示している。(n=4) 
 

B. 強皮症皮膚線維芽細胞を subconfluent まで培養した後に、1.0nM の rapamycin を添

加した。rapamycin 添加後 0 時間、12 時間、24 時間、48 時間後に抽出した total RNA
を逆転写した後、Quantitive Real-Time RT-PCR 法を用いて各々の I 型コラーゲンの

mRNA 発現量を測定した。無刺激群の mRNA 発現量の平均濃度をと 1 とし、棒グラフで

表している。＊は無刺激群の mRNA 発現量に比較し、p＜0.05 をもって有意差があるこ

とを示している。(n=4) 
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図 9 強皮症皮膚線維芽細胞の rapamycin 添加による I 型コラーゲンの遺伝子転写活性へ

の影響 
 

A. 強症皮膚線維芽細胞を 100mm dish に 1.0×105個播種し、subconfluent になった後、

－773COL1A2-Lux コンストラクトをトランスフェクションした。24 時間培養後、24 時

間 serum free の状態にて rapamycin を各々0、0.1、1.0、10nM 添加し 24 時間後に I 型
コラーゲン（α2）の luciferase 活性を測定し、βガラクトシダーゼ活性で補正した。(n=5) 

 
B. 図７B と同条件下にて 48 時間後に reporter lysis buffer を用いて、I 型コラーゲン（α2）

の luciferase 活性を測定し、βガラクトシダーゼ活性で補正した。(n=6) 
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図 9 強皮症皮膚線維芽細胞の rapamycin 添加による I 型コラーゲン mRNA stability への

影響 
 
C. 強皮症皮膚線維芽細胞培を subconfluent まで培養した後に actinomycin D 添加した後

に rapamycin を添加した。rapamycin 添加後 0 時間、 3 時間、6 時間、12 時間、24 時間

後に抽出した total RNA を逆転写し、Quantitive Real-Time RT-PCR 法を用いて、I 型コ

ラーゲンの mRNA  stability を計測した。0 時間における mRNA の発現量を１としたと

きのそれぞれの 3 時間後、6 時間後、12 時間後、24 時間後の mRNA 量を算出し、プロッ

トした。＊は無刺激下の強皮症皮膚線維芽細胞に比較して、p＜0.05 をもって有意差がある

ことを示している。(n=4) 
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図 10 強皮症皮膚線維芽細胞の rapamycin 添加による MMP-1 蛋白量の変化 
 
A. 強 皮 症 皮 膚 線 維 芽 細 胞 を subconfluent ま で 培 養 し た 後 、 rapamycin を

0nM,0.1nM,1.0nM,10nM の濃度において添加し、72 時間後に蛋白を抽出し、抗 MMP-1
抗体、抗β-actin 抗体と反応させた。 
 
B. 個々に得られたバンドの濃度は scanning densitometry で定量化し、β-actin で補正した。

それらを平均し、rapamycin 無添加群の平均濃度を１とし、棒グラフで表している。＊は

無添加に比較し、p＜0.05 をもって有意差があることを示している。（n＝4） 
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図 10 強皮症皮膚線維芽細胞の rapamycin 添加による MMP-1 蛋白量の変化 
 
 
C. 強皮症皮膚線維芽細胞を subconfluentまで培養した後に 1.0nMの rapamycin を添加し

し、0 時間、24 時間、48 時間、72 時間後に抽出した蛋白を抗 MMP-1 抗体、抗β-actin 抗

体と反応させた。 
 
D. 個々に得られたバンドの濃度を scanning densitometry で定量化し、β-actin で補正し

た。それらを平均し、rapamycin 無添加群の平均濃度を１とし、棒グラフで表している。

＊は無添加に比較し、p＜0.05 をもって有意差があることを示している。(n=4) 
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図 11 強皮症皮膚線維芽細胞の rapamycin 添加による MMP-1 の mRNA 発現量の変化 
 
A. 強皮症皮膚線維芽細胞を図に示した濃度の rapamycin を添加した 48 時間後に、抽出

した totalRNA を逆転写した後、Quantitive Real-Time RT-PCR 法を用いて各々の

MMP-1 の mRNA 発現量を測定した。無刺激群の mRNA 発現量の平均濃度を１とし、棒

グラフで表している。＊は無刺激群の mRNA 発現量に比較し、p＜0.05 をもって有意差

があることを示している。(n=4) 
 

B. 強皮症皮膚線維芽細胞を subconfluent まで培養した後に、1.0nM の rapamycin を添

加した。添加後 0 時間、12 時間、24 時間、48 時間後に抽出した total RNA を逆転写

し、Quantitive Real-Time RT-PCR 法を用いて各々の MMP-1 の mRNA 発現量を測定し

た。無刺激群の mRNA 発現量の平均濃度をと 1 とし、棒グラフで表している。＊は無刺

激群の mRNA 発現量に比較し、p＜0.05 をもって有意差があることを示している。(n=4) 
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図 12 強皮症皮膚線維芽細胞の rapamycin 添加による MMP-1 の遺伝子転写活性への影響  
  

A. 強症皮膚線維芽細胞を 100mm dish に 1.0×105個播種し、subconfluent になった後、

MMP-1-Lux コンストラクトをトランスフェクションし 24 時間培養した。24 時間 
serum free の状態にて rapamycinを各々0、0.1、1.0、10nM添加し24時間後にMMP-1
の luciferase 活性を測定し、βガラクトシダーゼ活性で補正した。(n=5) 

 
B. 図 10A と同条件下にて 48 時間後に reporter lysis buffer を用いて、MMP-1 の

luciferase 活性を測定し、βガラクトシダーゼ活性で補正した。＊は無刺激下の強皮症皮

膚線維芽細胞に比較して、p＜0.05 をもって有意差があることを示している。(n=6) 
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図 13 強皮症皮膚線維芽細胞における p70S6Kinase の TGF-β刺激によるリン酸化 
        
A. 強皮症皮膚線維芽細胞を培養後、TGF-β刺激にて各々の時間（0min, 30min, 60min, 2h, 
4h, 8h, 12h, 24h）から抽出した蛋白を電気泳動後、ニトロセルロース膜に転写し、抗

phospho-p70S6kinase 抗体と反応させた。同ニトロセルロース膜上の抗体を除去し、

loading control として抗 p70S6kinase 抗体と反応させた。 
 
B. 個々に得られたバンドの濃度を scanning densitometry で定量化し、loading control
とした total p70S6kinase 蛋白量にて補正した。それらを平均し、 0min の

phospho-p70S6kinase 蛋白の発現量を１として、棒グラフで表している。＊は無刺激下の

強皮症皮膚線維芽細胞に比較して、p＜0.05 をもって有意差があることを示している。 
（n=5） 
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図 14  Rapamycin 添加による TGF-β刺激強皮症皮膚線維芽細胞の p70S6Kinase の 
リン酸化に対する影響 
 

A. 強皮症皮膚線維芽細胞を培養し、無刺激、あるいは各々の濃度（0、0.1、1.0、10nM）

の rapamycin 添加した後に TGF-β刺激した。24 時間後に抽出した蛋白を電気泳動し、

ニトロセルロース膜に転写し、抗 phospho-p70S6kinase 抗体と反応させた。同ニトロ

セルロース膜上の抗体を除去し、loading control として抗 p70S6kinase 抗体と反応さ

せた。 
 
B. 個々に得られたバンドの濃度を scanning densitometry で定量化し、loading control

とした total p70S6kinase 蛋白量にて補正した。それらを平均し、無刺激の 
phospho-p70S6kinase 蛋白の発現量を１として、棒グラフで表している。 
＊は rapamycin 無添加群に比較して、P＜0.05 をもって有意な p70S6kinase のリン酸

化の抑制があることを示している。#は TGF-β無刺激群に比較して P＜0.05 をもって有

意に p70S6kinase のリン酸化の亢進があることを示している。（n=4） 
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