
論文の内容の要旨

論文題目 TGFーβはPDGF擁ペプチドの産生を介してヒ卜皮膚線維

芽細胞の DNA合成を刺激する。

氏名相馬 a良直

緒言

TrヨnsformingGrowth Factor-s CT G F -β)はmultifunct iona 1な

gτowth factorとして是近注目を集めている。分子f置は約25kDaで、 2つの

ポリペプチド鎖がいくつかの s-s結合で結びついたダイマー燐造をとって

いる。ヒトでは瓜l小紋の α額粒中に大量に存在し、血小板の凝集に伴って放

出されるほか、種々の正常細胞や主主細胞より分泌されることが知られている。

TGF-β は当初軟寒天士宮治中でNRK細胞(ラット腎由来の線維芽細胞株〕

のanchorage-independentgrowthを促進する物質として発見されたが、そ

の後上皮系の絢胞、血管内皮細胞、リンパ球などに対しては強い士曽殖阻止作

用があることがわかった。さらにinvitr口て‘線維芽細胞に作用し、コラーゲ

ン、ファイブロネクチンなどの 7 トリックス物質の合成を促進する効果も知

られている。 1nV1VOの笑験では、新生児マウスの皮下に注射したTGFー

βが肉*組織形成作用を示すことや、ラット背郎の切剣に TGFーβを塗布

すると治筋が促進されることが示されている。

P I ate I et-Deri ved Growth Factor( P D G F)はl血小反の α額控中に存在
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する growth factorであり、線維芽細胞、平滑筋細胞、グリア細胞など間~

系の細胞に強い活性を持つことが知られている。その主な作用は増殖促進作

用と走化性作用である。 TGFーβと同じく血小叡の凝集とともに放出され、

岩IJ傷治癒や線維化病変の形成などに重姿な役割を果たしていると考えられて

いる。構造的にはA鎖と B鎖と呼ばれる 2つのポリペプチドが重合したダイ

マーであり、分子琵は約30kDaである。

1 986年、 LeofらはAKR-2B細胞(マウス線維芽細胞株〉において、

他のgrowthfactor (P 0 G FやEGFなど)は刺激後18-20時間をピーク

としたDNA合成促進作用を示すが、 TGFーβは36時間後に DNA合成促

進作用を示したとし、さらに TGFーβで刺激されたAKR-2B細胞は P

DGFのB鎖の mRNAを発現しており、 POGF様活性がその培養上清中

に存在することを示した。この自ら産生する POGF様物質がまた自らを刺

激する 、いわゆるオートクリンによって TGF-β のdelayedmitogenic 

activityが発現されると考えられている。

このような TGFーβのdelayedmitogenic activityがヒトの線維芽細

胞においても見られるか否かは明らかではなかった。そこで我々はヒト皮膚

線維芽細胞に対する TGFーβの作用を検討した。
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結果

1. TGFー βのdelayedmitogenic activity 

confluentになって増殖を停止しているヒト皮l宵線維芽細胞にそれぞれ10

ng/mlのTGFー β、PDGF、EG F (epidermal growth factor)を加

え、 16.36.48時間後に 3H-thymidineの取り込みによって DNA合成を測定

した〈図 1)0 16時間後では PDGFとEGFはDNA合成刺激作用を示し

たがTGF βの作用は現れなかった。一方36時間後、 48時間後には PDG

FとEGFの作用は弱くなっていたのに対し、 TGFー βは強い DNA合成

刺激作用を示した。
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図 l 種々のgrowthfactorの
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2. TGF-βによる PDGF綴蛋白の合成、分泌刺激

ヒト皮I母線維芽細胞に lOngJmlのTGFーβを加え、 24時間後の培養上百号、

知l胞質蛋白を12%ポリアクリルアミドゲルに流し、ニトロセルロース膜に転

写 した後、抗 PDGF抗体と反応させて PDGF様鑑自の検出を試みた([罰

2) 0 TGF-β を加えない場合は何も検出できなかったが、 TGFーβを

加えた場合には崎益上街、細胞質蛋白の両方に39.37. 36kDaの3穏の PDG

F様蛋白が検出された。 EGFや FGF、 PDGFではこの作用はみられず、

TGF-sに特奥的な作用であった。

A CELLS MEDIA 

-39 
-37 
、36

TGF-β 一 + 一+

図 2 TGFーβによ るPDGF機

蛋白の誘導
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3. TG F'ーβのde1 ayed rui togenic activi tyと抗 PDGr抗体

図 1に示した TGrーβの遅れた ONA合成刺激作用が、自ら分泌する P

OGr機物質を介するものであるかどうかを見るために、抗POGF抗体を

加えて実験を行った。 NIH/3T3細胞(マウス線維芽細胞株)を用いた

予備実験で、我々が用いた抗POGF抗体は POGFの活性のみを特異的に

中和し、 EGF、TGF β、 FGFとは反応しないことが示された。ヒト

線維芽細胞では、TGFーβのmitogenicactivityは約60%が中和された。

POGFの活性は 100%中和されたのに対し、 EGFの活性は全く変化しな

かった。すなわち TGrーβのdelayedmitogenic activityは少なくとも

部分的には、 POGF様物質を介しているものと考えられた。
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4. 分泌された PDGF様蛋白の生物学的活性

TGF-sで刺激された細胞と刺激されない細胞の培養上清のchemotac-

tic activityを測定した。 chemotacticactivityはPOGF以外の

growth factorにはみられない特異的な活性である。図 3に示すように、 T

GFーβで刺激された細胞の培養上泊Eのみに活性が見られ、この活性は抗P

DGF抗体で大部分中和された。したがって、 TGFーβで刺激された細胞

より分泌された P0 G F;機物質は、 PDGFとしての生物学的活性を持つも

のであることが示された。

5. PDGFをコードする mRNAの誘導

様々なgrowthfactorで刺激したヒト皮膚線維芽細胞より金RNAを抽出

し、プロープとして PDGFのA鎖、または B鎖をコードする ONAを用い

てNorthernblotを行った。図4に示すように TGFーβで刺激された細胞

にのみ、 POGFのA鎖のmRNAが発現していた。 3つのサイズのメッセ

ーヅがみられるが、それらのサイズは過去の報告にあるヒト PDGFのA鎖

のmRNAと同一である。 B鎖の mRNAは誘導されなかった。

6. in vi voでの TGFーβの効果

この TGFーβの作用がinvivoでもみられるかどうかを確認するために、

次の実験を行った。ラットの皮内に50ngのTGFーβあるいは EGFを注射

し、指定したl時間の後に局所の皮j習を係取、 RNAを抽出し、 POGFのA

鎖の ONAをプロープとしてドットプロットを行った。 TGFーβを注射後

120分でA鎖のメッセージが最大になった。一方 EGFでは、 A鎖のmRN

Aは誘導されなかった。すなわち invivoでも TGFーβはPOGF様蛋白

を誘導する可能性が示された。

- 6 一



考按

線維芽細胞、軟骨細胞、内皮細胞、上皮細胞、リンパ球なと、ほとんどの

細胞は TGFーβのリセプターを持つことが知られている。その作用につい

ては最近の急速な研究の進展で次々に新知見が加わっているが、緩的となる

細胞によ って作用が異なり 、また同ーの細胞でも培養条件によって逆の作用

を示したりと、実に多彩で不明の点も多い。 ln V 1 VQでは肉芽組織形成作用

やfllJ傷治癒促進作用が知られているが、実際にいかなるメカニズムでこれら

の作用が現れるのかはわかっていない。今回我々が示した TGFーβの

delayed mitogenic activityはそれらの現象を考える上できわめて重要で

あろう。たとえば肉芽組織形成には線維芽細胞の遊走が不可欠であるが、 T

GFーβそれ自体はchemotacticactivityを持っていない。 TGFーβの

刺訟によって線維芽細胞より分泌された PDGF綴蛋白が、線維芽細胞の遊

走を刺激している可能性がある。また、オート クリンという現象は極化とき

わめて関係が深いと考えられている。 TGF-β はその名のとおり、細胞を

形質転換させ自律増殖機能を失わせる作用があるが、その形質転換作用にこ

のPDGFを介するオートクリン，が働いているかもしれない。
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背最、目的

Transformlng Growth Factor-s (TGF-s) は、 1978年、軟寒天t音地中でNRK

細胞(ラット腎由来の線維芽細胞株)のanchorage-lndependent growthを促進

する物質として報告されたのが鼠初である 1九当初は線維芽細胞の地殖刺激に

働く因子と考えられていたが、その後上皮細胞')内皮細胞 3人 Tおよび B

リンパ球.)引に対しては地殖抑制lにi動くことがわかってきた。また線維芽細胞に

作用し、コラ グン、フィブロネクチン などの マトリックス物質の合成を促進

する効果も知られている e川

TGF-sの生理的役割についてはわかっていないが、血小板中に存在しi凝集に

際して大量に般出される点や.).人マクロフ 7ージ 10) 、好中球 11) などの炎定

性細胞から紋出される点などから、種々の炎症機転や創傷治癒に重要な因子で

あろうと考えられている.

in vivoの実験では、 woundchamberにTGF-sを加えると chamber内の

コラーゲン、総蛋白及びDNA合成がI曽加することや 12) 13)、新生児マウスの皮下

に注射したTGF-sが肉芽組織形成作用を示すこと')ラットの切創に TGF-sを

塗布すると治癒が促進されることが示されている B川

このような invivoでの作用を説明するには、 TGF-sの線維芽細胞に対する

作用を調べる必要がある。しかし、線維芽細胞に対するTGF-sの作悶の研究に

は、これまで主に NRKやNHlj3T3といった、マウスより樹立された線維芽細胞株

が用いられてきた.これらの細胞は無限増殖可能な樹立細胞系であり、通常の

diploidの細胞とは臭った増殖形態を持つものと考えるべきである. TGF-sの

生理的役割を調べるためには当然正常組織より得られた初代培餐の細胞を用いる

べきであ るが、これまでにそのような研究はほとんどなされていない.

そこで、筆者は、 TGF-sの正常ヒト皮膚線維芽細胞に対する作用を明らかに

する目的で、以下の研究を行った.

材料及び方法

1 )細胞t音餐

新生児包皮よりヒト皮際線維芽細胞 を得、10%ウシ胎児血清 (FBS)を加えた

Dulbecco's modified Eagle・smedium (DMEM)中で、 90%大気、 10%CO.下で



t音繋した. NIH/3/3細胞は、米国NationalCancer lnstituteの日r.S.Aaronson

より分けて頂き、同じ条件で培養した.

2) growth factorとも1iPOGF抗体

POGF及びTGト Bは、確立さ れた方法を用い 、ヒト血小板より分灘精製した

削 I引。双方とも、 SOS -PAGE、アミノ酸組成、 N末端のアミノ酸配列分析に

より、 95%以上の純度を持つことが確認されている。マウス EGFはBiomedical

Technologies社 (SLoughton，MA)か ら、 acidicfGFはSigmaChemical Company 

(St.Louis，MO)より購入した.精製されたヒト POGFにて免疫したヤギの血清

より、既述の方法 t引によっ て抗PDGF19Gを得た.

3 )ウエスタンフロッ ト

検体を 10%あるいは 12%のSOSポリアクリルアミドゲルに電気泳動したのち、

ニトロセルロースフィルターに転写した。 2.5mg/mlのノンフアツトドライミルク

を浴かした 丁目S (1 OOmM NaCl、50mM トリスー HCl‘pH7.4 )中で 4時間 、

ブロッキンタを行ったのち‘ 15μg/mlの抗POGFIgGと一晩反応させた s フィル

ターをTBSミルクで 5回洗浄し、二次抗体としてアルカリフォスファターゼ標識

アフィニティ精製ウサギ抗ヤギ IgG (KPL社より購入 )を 1000倍に希釈し 90分

反応、 5回TsSで洗浄したのち、 NB丁 、BCIPを基質と して発色させた 固反応は

すべて室温で行った。

4) 'Hーチミジンとりこみ試験

線維芽細胞を 24穴プレートに I音養し、 co n fl u e nt になってから 3~4 日後に

実験を行った。 growthfacもorを直接加え、指定する時間ののちに 'Hーチミジ

ンを 2μCi/ml加え 2時間ラベルした. 4'CのPBSで 3回、 5%TCAで5回細胞

を洗い.不溶物を O.lN NaOH/O. 1 % SOSで溶解し、シンチレーシヨンカウン

ターで政射性活性を測定した.

5 )ケモタキシスアッセイ

modified Boyden chamber を 用いて以 下の 様に行った .検体を OMEM/

日.2mg/ml BSAに浴かして下の wel1に入れ、コラーゲンをコートしたボリカーボ

ネー卜フィルター(径 8μmの小孔を持つもの)でカバーした 。その上のwel1



に、直前 に培養フラスコからトリプ シンで遊離させた線維芽細胞の浮遊液

(4 x IO'cells/ml)を加え 、37'Cで4時間インキ ェベー卜した。フィルターを

とりだして Diff-Quick 柴色で染色し、フィルター上面に乗っている細胞を

ラパ ポリスマンで取り除い た。フィルター下面に残っている細胞をi直接顕微鏡

で数えるか、ま た は O.I N HCI で拍出し ‘その吸光度 (600nm )を ELlSA

メータ ーで測定した 。

6) RNA単離とノーザンプロット

ヒト皮膚線維芽細胞から全 RNAを、 guanidiniumthiocyanateおよび CsCl，

超遠心， "によって単離した， 20μEの全RNAを.アガロース /ホルムアルデヒ

ドゲルに電気泳動し た後、ニトロセルロー スフィルターに転写した.このフィル

ターを、 PDGFの A鎮の cDNA(ハーバード大学 Dr.T. Colllnsより供与されたも

の)あるいは v-sis (Oncor社)とハイブリダイズした.口Pによるラペリン

グは、 BoehrlngerMannheim Biochemicals社の RandomPrimer Labelling Kitを

用いて行っ た.オートラジオグラフィーはー 70'C、 72時間、コダック X線 フィル

ムと増感紙を用いて行った.

7 )ラット皮I脅からのRNA単離とド ッドプロット

50ngのTGF-sあるいはEGFをラットに皮内注射し、所定の時間ののちに投射

部位の皮膚を径 3mmのパンチで採取した a 皮 r~片をホモジナイズし 、 全 RNA を

Chirgwinらの方法'"により抽出した。これをニトロセルロースフィルターに

ドットフロットし、 "pでラベルした PDGfの A鎖の cDNAとハイブリ ダイズ、

オートラジオグラフ ィーを行 った.

結果

1 ) TGP-sのdelayedmitogenlc activity 

TGF-sの線維芽細胞に対する mitogenicactivityについては、 AKR-2B細胞

(マウス線維芽細胞)を使った実験の報告がある 18) 0 i皮らは. AKR-2B細胞に

おいて、{也のgrowth fa cto r(PDGF と EGF ) は刺激後 1 8~20時間をピークとした DNA

合成刺激作用を示すが‘ TGF-sは36時間後に DNA合成促進作用を示すと報告

した.



そこで筆者はヒ 卜皮腐線維芽細胞に対する TGF-sのmltogenicactivltyに

ついて検討した. confluentになって増殖を停止している初代培養のヒト包皮線

維芽細胞にそれぞれ 10ng/mlのTGF-s、PDGF、EGFを加え、 16、36、48時間後に

'Hーチミジンで 2時間ラベルし、 DNA合成をiHlJ定した (F19. 1 ) • 16時間後

では PDGFとEGFはDNA合成刺激作用を示したが、 TGF-sの作用は現われなか っ

た.一方 36時間後、 48時間には PDGFとEGFの作用は弱くなっていたのに対し.

TGF-(lは強い DNA合成刺激作用を示した。とのように、 TGF-(lはヒト皮J奇線維芽

細胞に対し mitogenlcactivityを持つものの、その作用は PDGFや EGFに比べ遅れ

て発現してくることが明らかとなった。
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2) TGF-(lによる PDGF様蛋白の合成‘分泌刺激

Leofらl引は‘ AKR-2B細胞において、 TGF-(lは PDGF様物質の分泌を刺激する

ことを示し、 TGF一日の delayedmitogenic actlvityは、自ら産生する PDGF様物質

を介しての autoc.rlneメカニズムによって引きおとされるのではないかと述べ

た.ヒト皮l寄線維芽細胞においても rGF-sにより PDGF様物質の産生が誘導される

か否かを調べる目的で、~の実験を行った。

confluentのヒト包皮線維芽細胞を. 10ng/mlのTGF-sを含む無血清I音I出ある

いは含まない無血消I音地中で 24時間借養し、 t音餐上清と細胞を回収した.次に



これらの中に含まれる PDGF様蛋白を、抗PDGF抗体を用いたウエスタンプロットで

検出した(F ig. 2 A) • TGF -13を加えない場合には何も検出できなかったが 、

TGF-Ilを加えた場合には培養上清、細胞質蛋白の両方に 39、37、36KDa の 3種の

PDGF様蛋白が検出された.

1987年、 Paulssonらは PDGF及び EGF により、ヒト線維芽細胞に PDGFの A鎖の

mRNAが誘導され、 PDGF様蛋自の産生が刺激されると報告した 20) そこで筆者

は、同町、 EGF 、FGF の効果を調べた (Fig. 2 B. C) .その結果 PDGr綴蛋自の

合成は TGF-Ilで刺激した場合のみに見られ、他の growth factor で刺激した場合

には control と差がなかった.これはあるいは‘筆者の方法の感度が足りないた

めかもしれないが、少なくとも pnGF様蛋自の合成刺激という面において、 TGF-Il

の効果は POGFや EGF の効果よりもはるかに強いと考えられた.

A 

TGF-β 

CELLS MEDIA 

-39 

-37 
、36

一+ 一+

B 

、、，
O 
<e-- 0. 
A 、~ ，. 
~ _，:<-' -_(( _<< _0' 
0- s .0' ，0' _<3 

u ，，- ~V ((- <i 

、J
O 
A ι  

C3J q t o  
r~ ，C:'- ，0' ，0- _c) 
U へ や ( ( - Q 

::;~~..!.:.:J L.~_estern b~ot ~n.alysis of PDGF-like proteins 
pr !，~uced ~Y _human foreskin -fibroblasts. -Ã ~-- c~~fì~; ~ t 
cul tuzesoE Eoresk in fibrobLastsweze inCuba ted wi th DMEM 
containinq0.1mgfmi BSA wi thor wi th。ut10nq/mloE T可F-6.
A E t e r24hou z sof i n C u ba t Lon， m ed i u m a nd c e l l s we r e 
harvested condi tione4medium and cei L extracts ，both 
~=;ived .~r~~ 2.5.)1; '.O~ cells， were ap-pli;d-~~- ïõí SOS 
p<?l~acry l~mid~ gel electrophoresls and'-'-~~de-n.'~'~t . -w~s t_;;n 
blot analysis. 8， C・Conditioned media (8) and cell 
extcact~事 (Ci f z。m foreskin f ibr。blas ts tzea ted wlth TGF-s， 
EGF，PDGF，or FGE we ze p repa red a s de s crLbed i n A a nd 
，:，~~tern b.l?t ~ an~lysis was carded out. Conce~tra-tions - ~f 
all growth factors were 1 0 n-g/mï~-Th;~.~-...~.;~~._tt~'" a;-~ 
representative of four separate ex.periments. 
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次にTGF-sの作用のdose-responseについて調べた (Fig.3) • TGF-sの濃度

が0.5ng/m1以下ではPDGF様蛋白は検出できなかった .0.5ng/mlから 5ng/mlで

は直線的に増加し、 5~10 ng/mlの濃度で愚大となった.

A 

-36 

TGF-βo  0.01 0.05 0 1 05 1 5 I。

B 

-36 

TGF-fJ 0 0.01 0.05 0.1 0.5 I 5 唱。

1"9円 n')

Flg.3. D ose r e s p o n s eof TGF-B.Con f l ue n t f o re s k i n 

250己主222e22E:22223日0121二??4U3fteE:
(A)and cells (Blwere col lected and analyzed with western 
blot-.Thtse results are representative of two separate 
experlments. 

3) TGF. sのdelayedmitogenic activityと抗PDGF抗体

これまでの実験により、 TGF-日の刺激によってヒト皮膚線維芽細胞がPDGF様

蛋白を産生、分泌することが明らかとなった。 TGF-sのmitogenicactivityが、

この PDGF様物質を介する autocrineによるのか、あるいは全く別の機序が存在

するのかどうかを確認する目的で、抗PDGF抗体を用いた中和試験を行った 。

confluentのヒト皮膚線維芽細胞に TGF-sを加え.同時に抗PDGF抗体を加えた

場合と加えなかった場合において D似 合成に差があるかどうか検討した.前述の

ごとく.丁目-13のmitogenicactivityは遅れて発現するため、加えてから 48時間

後の DNA合成を測定した (Table 1)。その結果、 TGF-sのmitogenicactivity 

は抗 PDG F抗体によ っ て 約 60%が中和 された.対照として PDGF及び EGFの

mitogenic activiりが抗PDGF抗体に よりどのように変化するかを調べた。これら

のgt'owlhfacLorは刺激後 16時間で強い mitogenicactivityを示すため.加えて

から 16時間後の DNA合成を測定 した .その結果PDGFの活性は抗PDGF抗体 でほぼ



100%が中和されたのに対し、 EGF の活性は抗 POGF抗体で変化しなか った

(Tab le 1) • 

これらの結果を評価するためには、①用いたTGF-sにPOGFが混入していない

か、②用いた抗 POGF抗体がTGF-sその他のgrowth factor とcross-react しない

かどうかの 2点を縫認しておくことが重要である.最初の疑問に答えるため、

50ngのTGF-日と 0.1ng のPOGFをポリアクリルアミドグルに涜し 、抗 POGF抗体を

用いたウエスタンプロットを行ったところ、 。Ing のPDGFは30KOa付近に明瞭な

バンドを形成したが、 50ngのTGF-sではパンドは見られなかった.従って用いた

TGF-s中には、 POGFが混入していたとしても 0.2%以下であることが確認され

た.また第 2の疑問に答えるため、 NIH/3T3 細胞を悶いた実験を行った

(Table 1) 。この細胞に対しては、 TGF-sは刺激後 16時間で ONA合成促進作用

を示したが、抗POGF抗体に よりその作用はほとんど彫響を受けなかった.また

この抗体は POGFの作用を 100%中和 する一方、 EGF や FGF の活性には影響しな

かった.この結果から、ことで用いている抗PDGF抗体の特異性が確認できた.

以上により、ヒト皮府線維芽細胞に対する TGF-β のmitogenic activltyは、

少なくとも部分的には PDGF様活性によるも のと考えた.抗体による中和効果が

60%にとどまった恩自については後ほど考察する。 NIH/3T3 細胞(マウス線維

芽細胞株)を用いた実験では、 TGF-sの作用は抗POGF抗体の影響を受けなかった

が‘ここで用いた抗体はヒト POGFに対するも のであり、マウス PDGFと反応するか

どうかを確認していないため、抗体がTGF-sのmitogenic activityを中和しない

からと言って、マウスにおける POGFのautocrine の存在を否定することはでき

ない.

Table l. NCUlralizalion of TGF-s DNA synlhesis aclivity with anti-PDGF anti加の

Fold stimulation 
CeIJ Growlh Cactor Stimularion 。fDN A synthesis % lnhibition 
type addcd period Control Anti PDGF by antibody 

Human fibroblast TGF-s (2 ng/mll 48h 2.36 1. 64 53 
TGF-s (5.0ng/ml) 48h 1.60 1.24 60 
PDGF' (5.0ng/ml) 18h 7.66 0.78 103 
EGF [10 ng/ml) 18h 9.47 10.31 。

NIHJ:lT3 TGF-p (10 ng/mll 18h 3.43 3.17 11 
PDGF (10 ng/ml) 18h 4.13 1.22 9:1 
EGF' (10 ng/mll l8h 4.65 4.85 
FGF (10 ng/ml) 18h 2.12 2.19 

rhe milogenic acliv町 ofthe indic<ited growth factors was determincd in the prescnce of 60 

!，g/ml of ~nti PDGF IgG or non-immune IgG. AIl studies were performcd in duplicate and 

Lhe results varied by less lhan :t 1596'問団ch印 ndilion_ Data are expresscd as (old stimula-

lion above Ilon growlh fnctor trealed controls. These results are representative of three 
以!paraleexperime.nts. 
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4) PDGF様蚤自の産生‘分泌の時間動態

ヒ卜皮膚線維芽細胞のt音餐上清を lOng/mlのTGF-sを含んだ無血清培地に交倹

した時点を 0時間とし、その後細胞内及びt音護上i背中の PDGF様蚤自の畳がどの

ように変化するかを調べた (Fig.4) ，細胞質においては 1時間後に廿でに PDGF

様蛋自の合成がみられ、 8時間後までは急速に 増加、 24時間後にピークとなる

が、 36時間後にはやや低下 している.一方活養上清では 1時間後にはまだPDGF様

物質は検出できず、 8時間後までは急速に増加し、 36時間後まで少しずつ増加

するという結果であった.

この乙とから PDGF様蛋白 は細胞内で合成されてからやや遅れて、培養上清中に

分泌されることがわかった.分泌 されたPDGF様蛋白がPDGFリセプターに結合して

自らのDNA合成を刺激するといったautocrineが働いていると考えると 、TGF-s 

のmltogenicactivityがPDGFを直接加えた場合より遅れて現われるという観察を

合理的に説明できると思われた.

Fig.4. Kinetics of induction 
of PDGF synthesis and 
secretion by TGF-s. Confluent 

A cultures of foreskin 
fibroblasts were cultured in 
DMEM containing 0.1 mgfml BSA 
in the presence of 10 ng/ml 
TGF-s. After indicated ヒl.mes

~. media (A) and cells (B) were 
collected and analyzed with 
western blot. These results 

Tim・Ih) 1 2 4 8 24 3. are representative of three 

B 
separate experiments. 

-3. 

τinte (hJ 0 1 2 4 8 24 36 

5 )分泌されたPDGF様蛋白の生物学的活性

ヒト 線維芽細胞により分泌さ れた PDGF様蛋白の分子量は 36~39KDa で 、 印小仮

から 精製 されたPDGFの分子量 (30KDa)より大きく、異なる分子F荷造を持つもの

8 



と思われる。従って乙の物質がPDGFとしての生物学的活性を示すかどうか確認し

ておくことが重要である.

PDGFの生物学的活性の検出法としてはmitogenicassay及ひ'chemotaxisassay 

が知られている.通常・前者がよく用いられているがとの場合はあまり適当で

ない。なぜならばとの場合、検{本となる培養上清に TGF-(3が加えてあり、その

TGF-(3が持つ mitogenicactivityがPDGF様蛋白の活性をマスクしてしまう可能性

があるからである.

そ乙で筆者は chemotaxisassayを選択した.アッセイには NIH/3T3細胞を

使用した。まず予備実験として、 rGF-(3は lpg/mlから 10ng/mlの濃度で

chemotactic activityを持たないこと(Fig.5) 、PIlGFは強い活性を示し、その

活性は抗PDGF抗体で完全に中和できること、 10ng/mlのTGF-(3が混在していても

PDGFのchemotacticactivityに影響を与えないことを縫認した.そしてTGF-(3を

加えたヒト線維芽細胞の培養上清及びTGF-(3を加えない培養上清のchemotactic

activityを測定した e 意外なことに両者とも強い活性を示し.その活性は抗PDGF

抗体で中和されなかった。線維芽細胞に対し定化性に働〈物質としてはPDGFの他

にフィブロネクチンとコラーゲンが知られている.細胞より分泌されたこれらの

物質、特にフィプロネクチンがPDGF様蛋自の活性をマスクしている のでないかと

考え、熱及び酸処理によりフィブロネクチンを不活化した指護上清を用 いて実験

を行った (Fig.6) .その結果、 TGF-sを加えた納胞のI音養上清のみが強い活性

を示し、その約 70%が抗 PDGF抗体で中和された. TGF一日を加えない細胞の培養

上清にもわずかに活性がみられたが、抗PDGF抗体により変化しなかった.これら

の結果から、 TGF-sの刺激によりヒト線維芽細胞から分泌された PDGF様物質が、

PDGFとしての生物学的活性を持つことが示された .抗PDGF抗体により活性が完全

に中和できなかったのはおそらく、熱、酸に抵抗性のコラーグンが原因でなない

かと考えられる. TGF-(3によりコラーゲンの分泌が刺激されることが知られて

おり、 TGF-(3を加えた培養上清に、 PDGF以外のchemotacticactivityが対照の

t音養上滑に比べ多く含まれている実験結果をよく説明できる 。
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6) TGF-(3によるPDGFのA鎖のmRNAの誘導

TGF-sの刺激によりヒト皮膚線維芽細胞がPDGF様物質を産生するととがわか っ

たので、 RNA レベルでの検討を行 った.



confluentのヒ ト線維芽細胞を各種のgrowthfactorを加えた無血清培地で

24時間培養したのち、 細胞より 全 RNAを抽出 、ノ ーザンプロットを行った.

(Fig. 7 )その結果TGF-sで刻激した場合のみ、 1.9. 2.3、2.8KbのPOGFの

A鎖のmRNAが発現されていた.一方PDGFのB鎖は検出されなかった.ζ の実験で

は 3つのサイズの A鎖のmRNAがみつかっているが、過去の報告2" でも常に全く

同様のパターンとなっている。これがspllcingによるのか.その他のI恩由による

ものかはまだ調べられていない.

A B 
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Fig. 7. A: 工nduction of PDGF A-cha工n gene expression by 
TGF-s. Confl田川 human foreskin fibroblasts were incubatect 
1n serum-free media with 10 ng/ml of TGF-s， PDGF. EGF. or 
FGF fOE24hours . Total RNA was isolated trom the ceLls-
electrophoresed ln agarose qel，and transferred o川ム
nitro努11ulose filters . The filters were then hybridlzed 
with ~~P-labeled PDGF A-chain cDNA. B: Induction ~f-PDGF-B= 
chaln gene. Identi cal samples of total RNA from the human 
foreskin fibroblasts used 工n the PDGF A-cha工n experiments 
(control and TGF-Btrea tediwere probed wL th a v-sls probe 
asdesCElbed under Materials and Me thods.No transcripts 
weEe detected after exposure of the film for 8days at 
70uc us inq aninter15 ifylnq screen. A control lane on the 
s~~~ blot is shown for SSV/NRK cells (20い9 total RNA)， 
wh ich was exposed for only 48 hours. Eq~ival ë'n t--a~~~n't~" ~f 
RNA were transferred and no degradations had occurred based 
on the staining of ribosomal RNA on the blotted filters. 



次に invivoでも同様のことが起 ζ りうるか調べるため、次の実験を行った.

まず 2μg/mlの濃度の EGFあるいは TGF-sを含む生寝食海水を悶意した.

そして 25μ~ (growth factor 50ngを含む)の TGF一目、 EGF.コントロールの

生理食塩水をラット背部の皮内に注射し 、指定する時間ののちに注射部位の皮j脅

を 301mパンチで採取した.乙の皮防片から全 RNAを他出. ドットプロットにて

PDGFの A鎖の mRNAを検出した (Fig.8) TGF 日を注射した部位では、注射後

120分をピークとした陽性所見が得られたが、 EGFではその作用はみられな

かった 。また図には示さなかったが、生理食糧水の注射では何の効果もみられな

かった .以上により TGF-sは lnV1VQ でも POGFのA鎖のmRNAを誘導することが

示された .

「一 TGF-β ←，'--- EGF 一「

Tirr可e
(min) 15 

30 

60 

120 

240 

360 

RNA 5 2.5 1.2 0.6 5 2.5 1.2 0.6 
μ9 

Flq. 8. Induc tlon Of PDGF A-chain gene by TGF-B in vivo T 

50 ng of TGF一日 or EGF was inj ected i叫 radermally in rat-
and af teE the indlcated tLInes，skin Of the inj ected area 
was harvested by using a 3 mm skin punch. Total RNA was 
e x t r a c t e d f r o m t h e s k i n and f i l t e r e d t h r o u q h 
nitrocellulose. The filters were then hybridiz~d ~ith -32p~ 
labeled PDGF A-chain cDNA. 

7) TGF -sのchemotacticactivity 

TGF-sの線維芽細胞に対する chemotacticactivityについては Postlethwaite

らZZI の報告がある e 彼らは、 TGF-sは 5~50pg/ mlの範囲で、ヒト線維芽細胞

に対して chemotacticactivityを持つと報告した.使用した線維芽細胞のor'.gln 

は‘論文中に示されていない.先に述べた予備実験の中で、筆者は TGF-sが

I 2 



NIH/3T3細胞に対して chemotacticでないことを確認しており、 Postlethwai-

teらの報告に疑問を感じたため、ヒト皮筋線維芽細胞を用いて TGF-sのchemoLa-

ctic activityを測定した (Fig.9) 0 その結果TGF-sは50pg/mlから IOng/ml

の範囲で活性を示さなかった。それに対し陽性対照 として調べた PDGHt. 濃度

依存性に強い活性を示した.すなわち、少なくとも筆者が用いたアッセイ法で

は、 TGF-sのchemotacticactivityは測定できなかった.

筆者はmodifiedBoyden chamberを悶いており、 Postlethwaiteらが記してい

る方法とほとんど同じである.なぜ ζ のように全く異なる結果がでたのかに

ついては、不明であると言わざるを得ない。
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考案

Platelet-derived Growth Factor (PDGF) は血小板のロ穎粒中に存在する

growthfactorであり、線維芽細胞、平滑筋細胞、グリア細胞などの問葉系の細胞

に強い活性を持っととが知られている.その主な作用は mitogenicactiviLyと

chemotactic activityである2>， . TGF-sと同じく血小板の凝集とともに政出

され、創傷治癒や線維化病変、動脈硬化などに重要な役割を果していると考えら

れている。構造的には A鎖と B鎖と呼ばれる 2つのポリペプチド鎖が重合した

ダイマーであり、血小板から単離された PDGFの分子量は約 30KDaである . Aの

ホモグイマー、 Bのホモダイマ一、 AとBのヘテログイマーすべてに PDGFとして

の活性があることがわかっているが‘各却のモノマーには活性はない 2'11 ヒト

における POGFのsour-ceとしては血小板以外には血管内皮細胞 2引、活性化された

マクロファージ 2・』などがPOGF様物質を分泌することが知られているが、それら

のPOGF様物質の機造についてよくわかっていない.

筆者は、 TGF-sがヒト皮膚線維芽細胞に対し mitogenicactivityを持つもの

の、その発現は他の growth factorに比しやや遮れていることを 示した。接触

阻害により I曽猫を停止している細胞は大部分が G。か G，の phaseにあるはずで

あるが‘ POGFやEGFを加えると 10数時間後には多くの細胞が S矧にはいり、 DNA

合成が開始される.それに対して TGF一日では 36時間後に ONA合岐が開始して いる

ことから、遅れて SllJlにはい っていくものと恕われる 。

次いで、 TGF-β を加えることにより 、PDGF様物質の産生がおこることを 示し

た。そして‘抗PDGF抗体に より TGF一日のmitogenicactiviLyが約 60%中和された

ことから、 TGF-sのmitogenicactivityは少なくとも部分的には PDGF傑物質を

介したautocrineによるものと考えた。

PDGFの B鎖の cDNAは、 simiansarcoma virus (5SV)の持つ v-siS oncogene'こ

対応する proto-oncogeneである C-S1S と問ーである 271 そして SSVによる徳化

は PDGFの Bホモダイマ 額似物質を介 しておこる ことが明らかにされており

'8 ，、 autocrineによる癌化のモデルと考えられている .5S¥'により癒化した

細胞に抗PDGF抗体を加えると‘そのI曽勉は 50%程度が抑えられるものの完全には

抑えられない.その理由としては、細胞内で PDGFリセプターを活性化してしまう

ためであるという説が有力であり，.，、活性化されたリセプターが細胞表面に

位置することにより初めて増殖のシグナルが伝えられるものと考えられて



これらの観察から考えて‘ TGF-sの刺激により線維芽細胞内で合成されたPOGF

様物質は‘細胞内で PDGrリセプターを活性化するととができると考えられる。

今回の実験でTGF-(3のmitogenicactivityが抗 pnGF抗体で約60%しか中和できな

かったのはこのためであろうと考えた。

線維芽細胞から分泌された pnGF様物質は POGFとしての生物学的活性を持っとと

が確認され、乙れらの結果は TGF一日の刺激によりヒト線維芽細胞に auLocrine

刺激が働くことを強く示唆している.また、 pnGF様物質の産生、分泌の時間動態

も、この仮説によく一致していた。

Leofらは、 AKR-2B細胞に TGF-sを加えると PDGrの B鎖のmRNAが誘導されること

を報告した 193. 彼らは A鎖については調べていない(A鎖の cONAは当時まだ

クローニングされていなかった)。筆者の実験では A鎖のみが後出され B鎖は

検出されなかったが.この遣いはおそらく AKR-2B細胞は樹立された細胞株である

ためにその地殖形態が初代治撃の細胞と異なるためであろうと考えられる.筆者

の結果の方がより 111 VIVQ での反応に近いものと思われる.事実ラットを用いた

in vivo の実験でも、 A~良の mRNAが誘導されることが舷認された。

PaulssonらZ引は.ヒト皮膚線維芽細胞を pnGFやEGFで刺激すると POGFのA鎖

のmRNAが誘導されるが B鎖は誘導されないと報告した 。彼らは TGF-sの効果に

ついては報告していない.筆者の実験では刺激後 24時間で A鎖のmRNAを誘導し て

いたのはTGF-sのみ であった， Paulssonらは刺激後 2時間や 4時間とい った早期

に A鎖のmRNAが誘導されることを示しており、おそらく 24時間後では pnGFやEGF

の効果をみるのに遅すぎたのであろう.すなわち、 TGF-sでのみ‘持続的に A鎖

のmRNAが検出されるも のと思われる 。TGF-sで誘導された A鎖のmRNAが果たして

転写の過程での地憾によるのか、 RNAの安定化によるものかどうかは不明である

が、 POGFや EGFで刺激した場合に比べ、長時間持続して検出されるということ

は、後者の可能性:を示唆するものかもしれない。

もう一つ検討すべき問題は線維芽細胞から分泌された POGF様蛋白が、純粋な

A鎖の産物なのか、あるいは別のi宣伝子の産物なのかという点である。既に示し

た様にヒ卜線維芽細胞では A鎖のmRNAのみが検出されるため、 Aのホモダイマー

が産生されていると考えるのが自然である. A鎖には糖鎖の結合する領峻があ

り、その途いにより 3つの異なる分子量の PDGP様蛋白が得られた のかもしれな

い.しかしこの点についてははっきりした証拠はな く、分子生物学的手法に

よって明らかにされていくべき問題である。



最後に君主者は、 TGF-sそれ自体は線維芽細胞に対し chemotacLicに働かないこ

とを示した。ょnVIVQ での TGF-sの作用である肉芽組織形成、車IJ傷治癒促進の

過程には、線維芽細胞の遊走が不可欠であり、従来知られていたTGF一日の作用の

みでこの現象を説明する乙とはできない.ここで筆者が示した POGF機物質を

介した autocrine (あるいは paracrine)が重要となるだろう。すなわちTGF-sの

事IJ激により線維芽細胞の autocrine!普殖が刺激され、分泌された POGF様物質が

更に近隣の線維芽細胞の逃走を刺激するというメカニズムが invivoにおいて

重要な役割を果しているものと思われる.

TGF-(3はその名の通り線HE芽細胞を t，.-ansformさせる因子であるが.どのよう

なメカニズムで transforrnationが起とる のかは不明である.筆者が示した POGF様

物質を介した autocrineは、 TGF-sによる Lransformatlonを考える上で極めて

重要な手がかりと言えるだろう.



まとめ

TGF-日はヒト皮膚線維芽細胞に対し DNA合成刺激作用を持つが、その作用は他

のgrowth.factorに比べ遅れて発現した ，TGF -sのDNA合成刺激作用は抗 PDGF

抗体で阻害されることから、線維芽細胞により合成、分泌される PDGF様蛋白が

DNA合成刺激に関与しているものと思われた. PDGFや EGF、FGFなどのgrowth

factorで刺激しても、 PDGF様蛋自の合成は認められなかった。 rGF-sで刺激した

ヒト線維芽細胞では PDGFの A鎖の遺伝子が誘導されるが、 B鎖の遺伝子は誘導

されなかった.ラット皮膚に TGF-日を皮内注射すると‘注射部位に PDGFのA鎖の

遺伝子が誘導された 。これらの結果から 、TGF-sはPOGF様蛋自のオートクリン

刺激により、線維芽細胞の増殖を刺激するものと思われた。更に TGF島日は線維芽

細胞に対し、走化性活性を持たないことを示した。
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