
論文の内容の要旨

論文題目 Connective Tissue Growth Factor (CTGF、 結合~r " ~ 

長因子)はTGFsにより選択的に誘導されるimmediatc

early gene産物である
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Transforming growth factor s (TGF s)は細胞増殖;開し、多

彩な生物学的作用を持つことで知られている。一般的にはl.ij_;て細

胞に対し糟殖促進作用を持ち、 一方で上皮系や内皮系細胞 リンパ

球に対しては増殖抑制作用を示す。このようにTGFsの作用...tlh，
であるが、 TGFsの間葉系細胞に対する槽殖促進作用は直按的で;

なく、 TGFß により誘導されるオートクリン物質による間 ~:，;，:作hH:

いわれている。マウスAKR-2B細胞にTGFsを作用させるとPlatel=t-

derived Growth Factor (PDGF) B鎖のmRNAが誘導され、ヒト平滑筋

細胞においてTGFsがPDGFAA分泌を促進し、 DNA合成を増加さ'tる

ことが報告されている。また、ヒト包皮線維芽細胞においてTCFs 

がPDGF様物質の自己分泌を介して細胞分裂を促進するが、、二の活性

は抗PDGF抗体で中和されることも知られている。このよさ .~ . 3F:3 

の増殖促進作用はPDGFもしくはPDGF様物質を介するものとしM 、L

ていた。

一方、最近筆者の所属した研究グループはヒト騎手書静肱血....ĴH主



細胞のcDNAライブラリーより抗ヒトPDGF抗体を用いてスクリーニン

グ‘を行ない、 PDGFとは異なる構造の蛋白質を同定し、 Connectiv巴

Tissue Growth Factor(CTGF.結合組織成長因子)と命名した。この

物質は38kdの分子量のモノマーで、 PDGFのA鎖もしくはB鎖か仁なス

ダイマー(30~32kd) より大きく、 39個のシステイン残基を持ち、

開業系細胞に対しPDGFと同様の生物活性を示す。

CTGFとヒト包皮線維芽細胞でTGFsにより誘導される物質は同じ

分子量を持ち同様の生物活性を有していることから、両者は!司ーの

物質であることが強く 示唆された。そこでまず始めに筆者はとめ点

を検討した。

ヒト包皮線維芽細胞においてTGFs刺激で38kdのPDGF様蛋白の合

成が著明に上昇するが、抗ヒトPDGF抗体をあらかじめリコ ノビナン

トCTGFとpreincubateした後ウエスタンブロット法に用いると38kd

のバンドは完全に消失し、 PDGF様蛋白への抗PDGF抗体の結合は阻寄

された。このことから、 これら2つの蛋白が免疫学的交差反応性を

持つことが示された。

蛋白質のレベルでこの2つの物質の異同を検討するのは回収され

る蛋白量の点から困難と思われた。そこで、筆者はTGFs刺滋後の

ヒト包皮線維芽細胞におけるCTGFのメッセージのレベルを調べると

とにした。 CTGFcDNAをプローブとしたノーザンプロットではヒト

包皮線維芽細胞においてTGFs刺激後でメッセージの著明な上昇が

みられた。このメッセージがCTGFcDNAそのものであるか否かをみ

るため、以下の実験を行なった。まずヒト包皮線維芽細胞をTGFs 

で刺激した後、全RNAを回収しこれをもとにオリゴdTをプライマー

として逆転写酵素を用いてcDNAを作成した。次にこのcDNAを鋳型と

して、 CTGFcDNAのオ-7・ンリーディングフレームに結合するよう

に作成したいくつかのプライマーを用い、 po!ym巴rasechain react 

ion (PCR)を行なった。ヒト包皮線維芽細胞のcDNAの中 k 可 GFcDN-

Aが存在すればこのPCRによって予期される大きさの産物か得 ν品 U

ことが期待される。果たして、 PCR産物はCTGFcDNAの坦基配列から
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予想された通りのサイズであり、また幾つかの制限酵素消化にて得

られたフラグメントはCTGFcONAと全く同じ消化パターンを示した。

PCR産物を一本鎖ジデオキシシークエンス法にて坦基配列を解析し

たところ、 CTGFとのホモロジーは99%でGCcompres s i on部位の2箆引

の相違をみるのみであった。以上から、ヒト包皮線維芽細胞もr.TGF

を産生し、分泌しているものと考えた。

次に筆者は、 CTGFの遺伝子レベルでの発現が、いかに調飲されて

いるかに興味を持ち、ヒト包皮線維芽細胞を用いて、 TGFs、POGF、

EGFおよびFGFのCTGF遺伝子発現に対する影響をプロトオンコジーン

であるc-myc、c-fosの発現と比較してノーザンプロットにて検討し

た。

c-fosはPOGF、EGF、FGFの刺激では早期の一過性のc-fosのメッセ

ージの発現がみられたが、 TGFs刺激ではc-fosのメッセージ増強は

みられなかった。 c-myci宣伝子に関しては、 TGFs、POGF、EGF、FGf

ともにc-mycの発現の摺強が観察された。これらのc-fos、c-mycの

発現ノtターンは基本的に今までの報告例と一致するものであった、

一方、 CTGF遺伝子の発現に関してはTGFsと他の増殖因子では明

らかな相違が認められた。 TGFsのみが選択的にCTGF遺伝子の発現

を増強し、刺激後6時間から24時間にそのピークが認められた。こ

れに対し、 POGF、EGF、FGFではごくわずかな一過性の増強がみら和

たのみであった。 NIH/3T3細胞でも、 CTGF遺伝子の発現はTGFsのみ

に観察された。以上からTGFβはここで用いた他の細胞増植し .

比べ、 CTGFmRNAの発現を明らかにより強く、長期間にわたって増

強することが判明した。

c-fos、c-mycをはじめとする細胞増殖関連遺伝子はシクロヘキシ

ミド存在下で発現が増強されることはよく知られており、これらの

遺伝子はimmediateearly gen巴と呼ばれている。そこで筆者はヒト

包皮線維芽細胞のCTGF遺伝子発現に対するシクロヘキシミ ドα'Ji<J 

を検討したところ、 CTGFmRNAのTGFsによる発現の誘導はシクロヘ

キシミド存在下ではTGFsによるCTGFmRNAの発現が非存在下に比し、
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日月らかに増強していた。この実験結果は、 TGFsによるCTGFmRNAの

発現誘導には新たな蛋白質の合成は関与せず、 TGFβが直接的にCTG-

F遺伝子に作用していることを意味し、 CTGF遺伝子もimmediateCaト

ly geneのひとつであると考えられた。 lmmediate巴丘rlygeneは血

i青もしくは細胞増殖因子により誘導され、細胞増殖に重要な役割を

果たしており、大きく分けて2つのグループに分けられる。ひとつ

はc-fos、c-mycなどのプロトオンコジーンでその遺伝子産物は核内

蛋白でDNAに結合し、細胞周期の制御に関与するといわれている。

他方はサイトカイ ン様の性格を持つ蛋白をコードする遺伝子群でKC

やJE遺伝子がそれにあたる。 CTGF遺伝子はその産物が分泌されPDGF

様の生物活性を持つことから後者のカテゴリーにはいると考えられ

た。一般的には細胞増殖に関与するimmediateearly gen巴のl!l ~d~ Aは

比較的短期間に発現のピークを迎えるが、 CTGFでは発現の誘認が長

時間にわたって認められた点が特徴的と思われた。

未知のimmediateearly geneをsubtractiveand differential 

screeningで同定しようとする試みがなされてきた。すなわちある

細胞株を血清もしくは各種の増殖因子で刺激し、 RNAを回収し た後

cDNAライブラリーを作成し、刺激前、刺激後のmRNAから得たcDNAを

プローブ.としてスクリーニングを行ない、刺激後に新たに発現した

遺伝子をクローニングするという手法である。最近この方法により

マウスから slG-M2遺伝子(fisp-12遺伝子)がクローニングされた。

この遺伝子産物がいかなる活性を持っているかは不明であるが、CT-

GFと90%のホモロジーを持っており、これがマウスにおいてCTGFに

相当する物質と恩われる。これから類推するとCTGFの種特異性は低

く、系統発生上よく保存された遺伝子であると考えられる。全く異

なるアプローチのしかたでこのようにホモロジーの高い物質が同定

されたことは興味深く、 CTGFが何等かの重要な生物学的意義を持っ

ている可能性が強い。

この他、 BALB/c3T3線維芽細胞においてcyr61遺伝子が、またニワ

トリ庇線維芽細胞でCEF-lQ遺伝子が報告されている。これらの途伝
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子産物はともにCTGF同様システインに富み、 CTGFより若干大きい蛋

白である。 CTGFとのホモロジーは45%ではあるが、システイン残慈

の位置が保たれている点で注目される。ともに中間部位にシステイ

ンを含まない配列を持ち、この部分がCTGFより長く、ホモロジーが

著しく低い。これら蛋白の生物学的意義は明らかではないが、ヒト

においてもCEF-l0.Cyr61に相当するCTGF遺伝子より若干長い遺伝子

の存在が予測される。

以上述べたように本研究では、ヒト血管内皮細胞より同定されほ

POGF類似蛋白質、 ConnectiveTissue Growth Factor(CTGF)がヒト

皮膚線維芽細胞においてもTGFs刺激下で分t必されることを明らか

にし、CTGFmRNAの発現は、 PDGF、EGF、FGFなどの他の細胞増殖因

子と異なり、 TGFsで強く長時間にわたって誘導されることを示し

た。さらに、 CTGF遺伝子の発現はシクロヘキシミド前処理で著明に

増強されることを認め、 CTGF遺伝子がimmediateearly geneのひと

つであることを示した。

CTGFはTGFsによって特異的に誘導されるimmediateearly gene 

産物であるという点で、非常にユニークな因子であると思われる。

その僚的細胞はPOGF と同様、間~系細胞であると推測されるが . 内

皮細胞や上皮系細胞に対するCTGFの作用を検討する必要があろう。

また、 POGFBBがCTGFの細胞への結合を競合的に阻害するが、 CTGF

がPDGFレセプターに結合するのか、 POGFレセプターと異なるCTGFレ

セプターが存在するのかは不明であり、今後明らかにされなければ

ならない。さらに血管内皮細胞や線維芽細胞以外での、 CTr.F産生細
胞の検索や、 CTGFの組織内での代謝を調べることも重要でふる。

このように研究課題は多いが、 CTGFに特異的な抗体を作成するこ

とが今後の発展に大きく貢献すると思われる。また、分子生物学的

には、 genomlCgeneレベルにおけるCTGF遺伝子の局在の検討、 特に

TGF sに特異的なプロモーターの検索が望まれよう。一方、最近

TGF sが全身性強皮症などの結合組織増殖性疾患の誘因として注目

されている。この際、 CTGFが細胞増殖のメディエ一生ーとして作用
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している可能性は十分に考えられ、今後書I1傷治癒過程や結合組織疾

患におけるCTGFの関与の研究が期待される。
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目的、背景

Transforming growth factor {3 (TGF (3)は細胞増殖に関し、種々の生物学

的作用を持つことで知られている。一般的には間薬系細胞に対し増殖促進作用

を持ち 1>2)3)、一方で上皮系や内皮系細胞、リンパ球に対しては増殖抑制作用

を示す白羽目6)7)B)。また、同じ細胞株に対しでも、 TGF(3の濃度の途いによ

り増殖を促進したり、抑制することが報告されている 930 このようにTGF{3の

作用は複雑であるが、 TGF{3の開業系細胞に対する地殖促進作用はPlat巴let罰

derived Growth Factor (POGF)、epidermalgrowth factor (EGF)などに比べ

遅延して出現することにより、 TGF{3の直接作用ではなく、 TGF{3により誘導さ

れるオー トクリン物質による間接作用と考えられている。 LeofらはマウスAKR-

28細胞にTGF{3を作用させると POGFB鎖のmRNAが誘導されることを見い出し、こ

の内因性に作られたPOGFがPOGFレセプタ ーに結合することにより TGF{3が増殖

促進作用を及ぼすと考えた 10>。またBattegayらはヒト平滑筋細胞においてTGF

BがPOGFAA分浴を促進し、遅延性のONA合成を増加させるが、このONA合成促

進が抗POGF抗体でブロックされることを示した由。さらに相馬らは、ヒト包皮

線維芽細胞においてTGF(3がPOGF様物質の自己分?必を介して細胞分裂を促進す

るが、このPOGF様物質はPOGF、EGF、fibroblastgrowth factor(FGF)などの他

の細胞増殖因子では誘導されないことを報告した 11)。このようにTGFβ の増殖

促進作用はPOGFもしくはPOGF様物質を介するものと推測されていた。

一方、従来よりヒト騎手帯静脈血管内皮細胞はPOGF類似の生理活性物質を有す

る蛋白質を培養上i背中に分泌し、この生理活性はヒト POGFの抗血清によって中

和されることが知られていた1目13)。また、ヒト騎帯静脈血管内皮細胞はPOGF

A鎖およびB鎖の遺伝子を発現していることが報告されていたが 14)1町、ヒト騎

手持静脈血管内皮細胞の培養上1背中に含まれる POGF様生理活性の主体が果たして

POGF A鎖もしくはB鎖、あるいは他の物質から成るものか否かは不明であった。

しかしながら最近筆者の所属した研究グループにより、抗ヒト POGF抗体を用い

てヒト償帯静脈血管内皮細胞のcONAライブラリーのスクリ ーニングが行なわれ、

POGFとは異なる構造の蛋白質が同定され、 ConnectiveTissu巴 GrowthFactor 

(CTGF.結合組織成長因子)と命名された 16)。この物質は38kdの分子量のモノ

マーで、 POGFのA鎖もしくはB鎖からなるダイマー (30-32kd)より大きく、 39

個のシステイン残基を持ち、間禁系細胞に対し POGFと同様の生物活性を示す。



CTGFとヒト包皮線維芽細胞でTGF13により誘導される物質は同じ分子量を持

ち問機の生物活性を有 している。 このことか ら両者は同ーの物質であることが

強く示唆された。本研究における第一の目的はまずこの点を明らかにすること

にあった。

J欠に室長者は、 CTGFの遺伝子レベルでの発現が、いかに調節されているかに興

味を持 った。細胞の分化、埼殖における成長因子の相互作用は複雑であるが、

ある種の成長関連遺伝子は成長因子により誘導され、また遺伝子の発現に新た

な蛋白の合成を必要としないことから immediateearly geneと呼ばれている 1円

。伊lえばプロトオンコジーンであるc-fos、c-mycは良く知られた immediateea-

rly geneであり、ヒト正常皮膚線維芽細胞においてウシ胎児血清 (FBS)、PDG-

Fなどの糟殖刺激でその発現が誘導される 18)19)。本研究ではヒト皮膚線維芽

細胞をTGF13、PDGF、EGF、FGFで刺激し、 CTGFmRNAの発現をcイos、c-mycと比

較 し、またシクロヘキシミド存在下でメッセージの変化を観察し、 immediate

early geneであるか否かを検討した。

また、 CTGF遺伝子と類似の遺伝子の存在が最近報告されているが20)21) 22) 

23)、 これらを比較し、 CTGFの生物学的意義についても考察を加えた。

材料及び方法

1 )細胞培養

新生児包皮よりヒト皮膚線維芽細胞を得、 FBSを加えたDulb巴cco'smodified 

Eagle ・smedium (DMEM)中で、 90%大気、 10%C02下で権養した。 NlH3T3細胞は、

米国NationalCancer lnstitut巴のDr. S. Aaronsonより分与さ れ、同条件で

培養した。ヒト隣帯静脈血管内皮細胞はコラグナーゼ拡散法2引にて新鮮勝帯

より採取し、 20%FBS、0.68mMLグルタミン、 20μg/mlゲンタマイシン、 90μg

Imlブタへパリン、 50μg/mlEndothelial Cell Growth Supplement(Sigma Che-

mical Company， St. Louis， MO)を加えたmedium199にて培養した。

2) growth factorと抗PDGF抗体

リコンビナント TGF13 1は大塚製薬より、リコンビナント PDGF BBは Chiron社

(Emeryvi lle， CA)より提供を受けた。マウス EGFはBiomedicalTechnologies 

社 (Stoughton，MA)から、 acidicFGFはSigmaChemical Companyより購入し
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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25)によって

抗POGF抗体を得た。

3)ウエスタンプロット

検体を12%のSOSポリアクリルアミドグ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溶かした

Tris 8uffer Sal ine (T8S; 100mM NaC1. 50mM Tris-HC1. pH7.4)中で4時間

プロッキングを行なったのち、 15μg/m1の抗PDGF抗体と一晩反応させた。フィ

ルターを上述のT8S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

ターゼ標識アフイ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T8Sで洗浄したのち、 N8T、8CIPを基質として発色させた。

反応はすべて室温で行なった。

4)リコンビナントCTGFの生成

CTGFのcDNAであるDB60R32'6)をpET5ベクターのEcoR1部位に挿入後2町、ベ

クターを大腸菌BL21DE3にトランスフォームさせ、アンピシリンを含む問TB培

養液で菌をOD600が0.7になるまで培養し、 1sopropy 1 s -D-th i og 1 ucos i deを加

えさらに 2時間培養した。この大腸菌から既述の方法で封入体を取り除きリコ

ンビナント蛋白を回収した2円。このリコンビナントCTGFをウエスタンプロッ

トにおける抗PDGF抗体の中和に用いた。

5) RNA単離とノーザンプロット

培養細胞から全RNAをguanidiumthiocyanateおよびphenol、chloroformによ

って単離した2引。 10μg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CTGF

のcDNAあるいはc-myc、c-fos(Oncor宇土〉とハイブリダイズし た。 CTGFのcDNA

はブルースクリプトベクターにおけるクローンD860R32のEcoR1インサート(

2. 1 kb)を用いた16)032Pによるラベリングは80ehringerトlannheim8iochemic-

al社のRandomPrimer Labelling Kitを用いて行なった。オートラジオグラフ

イーはー70.C、72時間、コダックX線フィルムと増感紙を用いて行なった。

6) Message amplification phenotyping reactionとシークエンシング
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まずTGFsで刺激したヒト包皮線維芽細胞の全RNAから、 cONAをオリゴdTをプ

ライマーとして既述の方法で作成した29)。このcONAを鋳型として、 CTGFのオ

ープンリーディングフレームに一致するプライマーを用いてPCRを行なった。

プライマーとしてはHOl(5・CGGAATTCGCAGTGCCAACCATGACC-3・)、 GG2(5・-CTGGAA

GGACTCTCCGC-3・)、 GG1(5'-AGCTGCAAGTACCAGTGC-3')、及びH02(5・-CCGAATTCTTA

ATGTCTCTCACTCTC-3・)を使用した。 PCR産物はそのままもしくはPst1または針la

Iで消化後、アガロースグルに電気泳動した。 GGlとH02で増幅したPCR産物は

Pst 1、EcoR1で消化後、 M13ファージベクターのPst1 -EcoR 1部位に挿入され、

U.S 8iochemical Corp.社のSequenasekitを用いて塩基配列のシークエンスを

行なった。

結果

1 )ヒト包皮線維芽細胞より分泌されるPOGF様物質とCTGFの比較

Bradhamらはヒト騎手書静脈血管内皮細胞が叩GF類似の活性を持つ蛋白質を分

泌することを報告し、 CTGFと命名した1印。一方、相馬らはTGFsがヒト包皮線

維芽細胞においてPOGF類似の物質を分泌することにより間接的にその増殖を促

進することを見出した 11)。この2つの蛋白質は同じ分子量を持ち、また同様

の生理活性を有することから、筆者はまず、ヒト包皮線維芽細胞が産生するPO-

GF類似物質がCTGFと同ーのものであるか否かを検討した。

定常期のヒト包皮線維芽細胞をlOng/mlのTGFs、POGF、EGFもしくはFGFの存

在下で24時間培養、細胞を回収した後、この中に含まれるPOGF様蛋白を抗POGF

抗体を用いたウエスタンプロットで検出した(第 1図〕。約38kdのPOGF様蛋白

の産生がコントロールに比べ、 TGFs刺激後では著明に増加していたが、 POGF、

EGF、FGFではこの蛋白の産生の刺激は認められなかった。

抗ヒトPOGF抗体をpETシステムにて作成したリコンビナントCTGFとあらかじ

め前処置した後ウエスタンブロット法に用いると38kdのバンドは完全に消失し、

POGF織蛋白への抗POGF抗体の結合は阻害された(第2図〕。このことから、ヒ

ト包皮線維芽細胞が産生するPOGF様物質とCTGFには免疫交差反応性があること

が明らかにされた。
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ヒト包皮線維芽細胞が分泌するPOGP機蛋白質のウエスタンプロッ ト解

析。 confluentのヒト包皮線維芽細胞を10ng/mlのTGPi3、 POGP-BB、EGFもしく

はFGFを含むO.lmg/m 1 BSA-OMEMで24時間培養後、 2.5xl05個の細胞を回収し、

cell lysateを12%SOS-ポリアクリルアミドグルに電気泳動し、抗POGP抗体を

第 1図

プロープとしてウエスタンブロットを行なった。
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リコンビナントCTGPによるブロッキングウエスタンプロット。材料及

び方法で述べたようにリコンビナントCTGFを大腸菌から回収し、抗POGF抗体と

第2図

2時間preincubateした後ウエスタンプロットのプロープとして用いた。
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第3図A: CTGF cDNAの制限酵素切断部位と今回使用したPCR用プライマーの結

合部位を示した地図。 B: PCR産物のゲル電気泳動解析。第 3図Aで示したPCR

産物を未消化もしくは制限酵素消化後、 0.8%のアガロースグルに電気泳動した。

使用したプライマーと制限酵素および予測されるフラグメントの寝基数は以下

の通り。 I:HOI-GG2未消化 3640 2:HOI-GG2 Pst 1 265.990 3:0引-H02未消化

7190 4:001-H02 Pst 1 390.3290 5:GGI-H02 Sma 1 415.187.1170 

蛋白質のレベルでこの 2つの物質の異同を検討するのは回収される蛋白量の
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点から困難と思われた。そこで、次に筆者はTGFs刺激後のヒト包皮線維芽細

胞におけるCTGFのメッセージのレベルを調べることにした。まずヒト包皮線維

芽細胞を 10ng/mlのTGFsで4時間刺激した後、全RNAを回収しこれをもとにオ

リゴdTをプライマーとして逆転写酵素を用いてcDNAを作成した。次にこのcDNA

を鋳型として、 CTGFcDNAのオープンリーディングフレームに結合するように

作成したいくつかのプライマーを用い、 PCRを行なった(第3図A)。ヒト包

皮線維芽細胞のcDNAの中にCTGFcDNAが存在すればこのPCRによって予期される

大きさの産物が得られることが期待される。果たして、 2組のプライマーから

のPCR産物はCTGFcDNAの塩基配列から予想される通りのサイズであり、また幾

つかの制限酵素消化にて得られたフラグメントはCTGFcDNAと全く同じ消化パ

ターンを示した(第 3図B)。ことには示さないが、これらのPCR産物はCTGF

cDNAフ.ロープと強くハイブリダイズした。

次に、オープンリ ーディングフレームの3'末端側〔塩基484-1202、第 3図A)

に相当する部分のPCR産物を PstI、EcoRIで消化後、 M13ファ ージベクタ ーに

組み込み、一本鎖ジデオキシシークエンス法にて埋基配列を解析したところ、

CTGFとのホモロジーは99%でGCcompr巴sSlon部位の2箇所の相違をみるのみであ

った (第4図〕。これよりヒト包皮線維芽細胞も CTGFmRNAを産生しているこ

とが示された。以上の実験結果から、ヒト包皮線維芽細胞より分泌されるPDGF

様蛋白はヒト騎手普静脈血管内皮細胞の産生するCTGFと同ーであると考えられた。

781 84。
TCCACCCGGGTTACÇAATGACAACGCCTC~三&盆GCTAGAGMGCAGACCCCCσrcrcc top 

PstI •• • •• • 

'‘'"  ATGGTCA田 CCTTGCC.......CCTGACCTCGAACAGAACATT AAG……四CATC top -・・..・・・・...・................・.....，・・・・・・・・・................
同一CCTTGCGAAGCTCAC叩 AACAGAACATTAACAAGCGC…GTGCATC bott。泊- -問問'CCC山 T白 CCAACCCTATC州市AGC'I"M'CTGGCTCCACCACCATGAAG 町.......・・...・....・....・...........・・............，・・・・・・・・・・・・・
961 1020 …c田 ACCTAAA'I'TCTCTGGAGTATGTACCGA四 GCCGATGCTCCACCCCCCACAGA t叩・・・・ー・・・・0・・・....・・.....・・..・・・・・..........・.........・・・・・・・0・
1021 1080 
ACCACCACCCTCC白 GTCGAGTTCAAGTC;CCCTCA四四時間CATGAACAACAACATG t叩.......・・ ・・‘・・・ a・・・..・......・ 4・..・・・・.....・・・....，・・・.....，・・・
t081 11‘。…CATCAACA叩百CCTCCCA'M'ACAACTCTCCCCGAGACAATGACATC"M'TCAA top .........・.. ・.............働..............・働ー・・・・・・・術ー・"・・・・・・

11‘'"。TCCcr沼TACTACAGCAAGATGTACGGAGACAT!:GCA主主，y..GCCA♀&阜A♀"'"阜企♀~ top
•• 1102 

TC 

1201 

品

Aligned 308， Malches 306， Mismalches 2， Homology 99% 
t叩

第4図 CTGF cDNAクローン (top)とPCR産物 (bottom)の塩基配列比較。
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2) CTGF遺伝子のTGFi3による選択的誘導

次に筆者はCTGF遺伝子発現における細胞増殖因子の影響をプロトオンコジー

ンであるc-fos、c-mycと比較して調べた。 confI uentのヒト包皮線維芽細胞を

無血清の培養液で72時間培養した後、 10ng/mlのTGFi3、 POGF、EGFもしくはFGF

の存在下で培養、経時的に全RNAを回収しノーザンブ口、yトを行った。第5図

にその結果を示す。 c-fosはコントロールではメッセージはみられず、 POGF、

EGF、FGFの刺激では早期の一過性の2.2kbのc-fosメッセージの発現がみられた。

細胞増殖因子添加後60分で最大の治強があり、以後急速に消失した。 TGFi3刺

激ではc-fosのメッセージ増強はみられなかった。 c-myci宣伝子に関しては、

TGF i3、 POGF、EGF、FGFともにc-mycの発現の増強が観察された。 EGFで最も強

い誘導がみられたが、メッセージは細胞増殖因子添加後30分で増強し始め、 4

ないし 6時間で最高値に達し以後減少した。これらc-fos、c-mycの発現パタ ー

ンは基本的に今までの報告と一致していた 18)19)。

mRNA 

CTGF 

C-FOS 

C・MYC

町、RNA

o 0.5 1 2 4 6 24 

TGFs 

o 0.5 1 2 4 6 24 

CTGF -・・ーーー
C-FOS 

C-MYC 

EGF 

0.5 1 2 4 6 24 

PDGF 

0.5 1 2 4 6 24 

FGF 

第5図 ヒト包皮線維芽細胞におけるCTGF、c-fos、c-myci宣伝子の発現の比較。

confluentのヒト包皮線維芽細胞を10ng/mlのTGFi3、 POGF-BB、EGFもしくはFGF

を含む無血清培養液でincubat巴し、経時的に全RNAを回収した。 10μgのRNAを

1. 5%ホルムアミドアガロースゲルに電気泳動後、 ニトロセルロース膜に転写し、

32pでラベル した各プロープを用いてノーザンブロ、ソトを行なった。
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一方、 CTGF遺伝子の発現様式はc-fos、c-mycのそれに比べ、全く異なるもの

であった。非刺激下でもCTGF mRNAのバンドは若干みられたが、 TGF/3刺激4時

間後でメッセージは著明に上昇し、 24時間後まで保たれた。一方、 PDGF、EGF

およびFGF刺激においては、ごくわずかなメッセージの増加が一過性に30分か

ら6時間後にみられるのみであった。このようにTGF/3はここで用いた他の細

胞増殖因子に比べ、 CTGFmRNAの発現を明らかにより強〈、長期間にわたって

増強することが示された。

このTGFβ によるCTGFmRNAの発現選択性はマウスNIH/3T3細胞を用いた実験

でも確認された。 NIH/3T3細胞をTGF/3、 PDGF、EGF、FGFで4時間培養した後

全RNAを回収し、 CTGFcDNAをプローブとしてノーザンプロットを行なった。第

斗

O
hh

6図のようにTGF/3刺激のみでCTGFmRNAの増強が綬察された。
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マウスNIH/3T3細胞におけるCTGFmRNAの誘導。 10ng/mlの各成長因子第6図

で4時間incubateした後、第5図と同様ノーザンプロットを行なった。

3)シクロヘキシミドによるCTGF mRNAの増強

c-fos、c-mycをはじめとする細胞増殖関連遺伝子はシクロヘキシミド存在下

で発現が増強されることはよく知られており、これらの遺伝子はimmediateea-

rly geneと呼ばれている 17)19)30)31)32)33)34)35)36)。そこで筆者はヒト包

皮線維芽細胞のCTGF遺伝子発現に対するシクロヘキシミドの彫響を調べるため



に以下の実験を行なった。細胞を20μg/mlのシクロヘキシミドで2時間処理し

た後、 TGf'sでさらに 4時間 incubateし、 RNAを回収、ノ ーザンプロットを行な

った。対照実験として、シクロヘキシミド前処置後PDGP刺激によるc-mycの増

強を示した。シクロヘキシミド存在下ではTGf'sによるCTGPmRNAの発現が非存

在下に比し、日月らかに増強していた(第7図〕。この実験結果は、 TGf'sによ

るCTGFmRNAの発現誘導には新たな蛋白質の合成は関与せず、 TGf'sが直後的に

CTGF遺伝子に作用していることを意味し、 CTGF遺伝子も immediateearly gene 

のひとつであると考えられた。
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第7図 ヒト包皮線維芽細胞におけるCTGf'mRNA発現に対するシクロヘキシミ

ドの影響。ヒト包皮線維芽細胞を20μg/mlのシクロヘキシミドで 2時間前処置

した後、 10ng/mlのTGFsで4時間 incubate ¥.， RNAを回収、第 6図と同様ノーザ

ンプロットを行なった。対照実験としてシクロヘキシミド処置後でのPDGF-88

によるc-myc誘導の増強を示した。

考察

本研究ではまず、 8radhamらが報告したヒト際帯静脈血管内皮細胞より分?必

される38kdのシステインに富むPDGF様蛋白CTGF'6lと、ヒト包皮線維芽細胞で

TGF sにより誘導される、抗PDGF抗体が認識する38kdの物質が同ーであるか否

かを検討した。

始めに筆者はヒト包皮線維芽細胞が産生する PDGF機蛋白に対する抗PDGF抗体

n
U
 



の反応がリコンビナントCTGFにて完全に阻害されることを示した。この結果は

これら 2つの蛋白が免疫学的交差反応性を持つことを意味する。 CTGFcONAを

プロープとしたノーザンブロットではヒト包皮線維芽細胞においてTGFs刺激

後でメッセージの著明な上昇がみられ、 H巴ssageamplification phenotyping 

reactionでヒト包皮線維芽細胞がCTGFmRNAを産生することを示した。以上の

実験結果から筆者はヒト包皮線維芽細胞もCTGFを産生し、分泌、しているものと

考えた。

相馬らはヒト包皮線維芽細胞で、 POGFもしくはEGF添加後16時間でチミジン

の取り込みが最大になるのに対し、 TGFsでは遅れてチミジンの取り込みが起

こり、 48時間後にピークを迎え、このTGFsによる細胞噌殖促進作用は抗POGF

抗体でブロックされることを報告した 11l。この培養上清中にはPOGFA鎖もし

くはB鎖は検出されず、従って上清中のPOGF様物質、すなわちCTGFが細胞噌殖

促進作用を持ち、オートクリン物質として作用していると考えられる。 TGFs 

が誘導するPOGF様物質としては、マウスAKR-2B線維芽細胞でPOGFB鎖が10)、

ヒトおよびラット大動脈平滑筋細胞でPOGFA鎖が印刷》報告されている。従っ

て、細胞株の遠いによりTGFsにより誘導されるPOGF様オートクリン物質が異

なる可能性があり、この点についてはさらに検討が必要であろう。

次に本研究ではヒト包皮線維芽細胞を用いて、 TGFs、POGF、EGFおよびFGF

のCTGF遺伝子発現に対する影響をプロトオンコジーンであるc-myc、c-fosと比

較して検討した。ヒト正常皮膚線維芽細胞でのプロトオンコジーンの発現に関

しては、 PaulssonらがEGFとPOGFがc-fosとc-mycの発現を誘導することを報告

し1町、 Yaarらは血清にて誘導されるc-fosとc-mycの発現が増殖抑制因子であ

るインターフエロン αで抑制されないことを報告している 19)。本研究で示し

たc-fosおよびc-mycの発現機式は基本的にこれらの既報告例と同じものであっ

た。 POGF、EGF、FGFはc-fos、c-mycの両者の発現を誘導したが、TGFsはc-myc

の発現を誘導したものの、 c-fosの発現には影響を及ぼさなかった。一方、 CTG-

F遺伝子の発現に関してはTGFsと他の僧殖因子では明らかな相違が認められた。

POGF、EGF、FGFではごくわずかな一過性の地強がみられたのみであったのに対

し、 TGFs刺激では著明なCTGF遺伝子の発現が観察され、刺激後6時間から24

時間にそのピークが認められた。この持続的なメッセージの発現はヒト包皮線

維芽細胞においてTGFs刺激後24時間までCTGFが持続的に培養上清中に増加し

続ける事実 11)に一致するものである。 NIH/3T3細胞でも、 CTGF遺伝子の発現は
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TGF sのみに観察された。

LeofらはマウスAKR-2B線維芽細胞でTGFs刺激によるc-myc、c-fosのメッセ

ージがPDGFやEGFで刺激した場合と比べて遅れて発現することを観察し、 TGFs 

により産生されたPDGF8鎖が二次的にc-myc、c-fosの発現を誘導するのであろ

うと推測した 10l。筆者の行った実験ではTGFs刺激でこのようなかmyc、c-fos

の遅延性の発現は認められなかった。この差異の理由としては、マウス AKR-2B

線維芽細胞という immortalな樹立された細胞株と、ヒト包皮線維芽細胞という

初期培養細胞による遠いや、 TGFsがc-myc、c-fosの発現に直接的に作用を及

ぼす可能性などが考えられる。また、発現されたメッセージのレベルや時期の

問題で筆者の実験系では検出されなかったのかも知れない。

CTGF mRNAのTGFsによる発現の誘導はシクロヘキシミドの前処理で著明に増

強された。これはCTGF遺伝子の発現に新たな蛋白質の合成を必要としないこと

を意味し、 CTGFがimmediat巴earlygeneの一つであることの証明でもある。 1m

mediate early geneは血清もしくは細胞増殖因子により誘導され、細胞増殖に

重要な役割を巣たしている。 immediateearly geneには大きく分けて 2つのグ

ループが存在する。ひとつはc-fos、c-mycなどのプロトオンコジーンでその遺

伝子産物は核内蛋白でDNAに結合し、細胞周期の制御に関与するといわれてい

る31)32は心 37)。もうひとつはサイトカイン様の性格を持つ蛋白をコードする

遺伝子群でKCやJE遺伝子がそれにあたる 3B)3由。 CTGF遺伝子はその産物が分?必

されPDGF様の生物活性を持つことから後者のカテゴリーにはいると考えられた。

一般的には細胞摺殖に関与する immediateearly g巴日巴のmRNAは比較的短期間に

発現のピークを迎えるが、 CTGFでは発現の誘導が長時間にわたって認められた

点が特徴的と思われた。

未知の immediateearly geneをsubtractiveand diff巴「巴ntialscreeningで

同定しようとする試みがなされてきたげ目白 33は剖 40J。すなわちある細胞株

を血清もしくは各種の増殖因子で刺激し、 RNAを回収してcDNAライブラリーを

作成し、刺激前、刺激後のmRNAから得たcDNAをプロープとしてスクリーニング

を行ない、刺激後に新たに発現した遺伝子をクローニングするという手法であ

る。この方法でBrunnerらやRyseckちはマウスから sIG-M2遺伝子 (fisp-12遺

伝子〕をクローニングした22)23)。この遺伝子産物がいかなる活性を持ってい

るかは不明であるが、 CTGFと90%のホモロジーを持ち、これがマウスにおいてC

TGFに相当する蛋白質と思われる(第8図〕。これから類推するとCrGF遺伝子
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は系統発生上よく保存された遺伝子であり、 CTGFの種特異性は低いものと予想

される。全く異なるアプローチのしかたでこのようにホモロジーの高い物質が

同定されたことは興味深く、 CTGFが何等かの重要な生物学的意義を持っている

可能性が強い。
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第8図 CTGFとsIG-M2、cyr61、CEF-IO各遺伝子がコードする蛋白質のアミノ

磁配列の比較。システインの位置を*で示す。 CTGFと相同のアミノ酸配列はーで

表してある。

この他、 O'brienらはBALB/c3T3線維芽細胞において血清、 TPA(l2-0-t巴trade-

canoylphorbol-13-acetate)、PDGFおよびFGFで誘導されるcyr61遺伝子を報告

している 20)。また、 Simmonsらはニワトリ姪線維芽細胞でy-src、血清にて誘

導されるCEF-IO遺伝子をクローニングした21)。これらの遺伝子産物はともに

CTGF同様システインに富み、 CTGFより若干大きい蛋白である。 CTGFとのホモロ

ジーは各々 45%ではあるが、システイン残基の位置が保たれている点で注目さ

れる(第8図〕。ともに中間部位にシステインを含まない配列を持ち、この部

分がCTGFより長く、ホモロジーが著しく低い。また、両者のホモロジーは75%

であった。以上より CTGF関連遺伝子にはCTGF遺伝子、。IG-M2(fisp-12)のグル

ープとそれより若干長いcyr61、CEF-IOのグループの二つに分けられるようで

ある。これらの遺伝子産物の生物学的意義は明らかではないが、ヒトにおいて

もcyr61、CEF-IOに相当するCTGF遺伝子より長いタイプの遺伝子が存在してい

内
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る可能性が考えられ、これが第5図でみられた、 PDGF、EGFおよびFGF刺激後の

CTGFメッセージのごくわずかな一過性の上昇として現れているのではないかと

恩われる。

TGF sのimmediateearly gen巴発現に対する作用としてはいくつかの報告が

みられる。増殖促進として働く問葉系細胞に関しては、例えばTGFsがマウス

AKR-2B細胞でc-fos、c-myc、JE、C-SISを誘導する 10)。さらに同じ細胞株でEG-

Fによるc-fos、s-act i n、r-actin、fibronectin遺伝子の誘導がTGFsで増強

されると報告されている 3630

一方、増殖抑制として働く内皮細胞や表皮細胞に関してであるが、 TGFsは

血管内皮細胞においてEGFによるc-myc、JE、KCの発現誘導を抑制するがc-fos

に対しては影響を及ぼさない印。同様の作用はマウス表皮細胞においても認め

られ、またこの抑制作用には新たな蛋白合成を必要としmRNAの翻訳開始のレベ

ルで作用するとされている 4)42)，KerrらはTGFsにて発現が抑制される遺伝子

のプロモータ一部位には共通の塩基配列があり、ことにc-fos遺伝子の産物、

Fos蛋白が結合することにより抑制作用が現れると報告した 43344~

このようにTGFsの細胞増殖関連遺伝子に対する作用は複雑であるが、 CTGF

はTGFsによって特異的に誘導される immediateearly gene産物であるという

点で、非常にユニークな因子であると思われる。 CTGFはマウスNIH3T3細胞、ヒ

ト皮膚線維芽細胞に対し増殖活性を持つことが確認されており、 CTGFの生物活

性が抗PDGF抗体で中和されることから、その標的細胞はPDGFと同様、開業系細

胞であると推測される。今後の課題としては、平滑筋細胞、軟骨細胞など他の

結合組織細胞に対する作用を検討する必要があると思われる。さらに最近、毛

細血管内皮細胞がPDGFレセプターを持ち、 PDGFにより増殖が促進されることも

見出されており時人内皮細胞や上皮系細胞に対するCTGFの作用を検討する必

要があろう。

CTGFのレセプターに関してであるが、 CTGFはマウスNIH3T3線維芽細胞表面に

結合し、 PDGFBBがその結合を競合的に阻害する 1目。 CTGFがPDGFレセプターに

結合するのか、それともPDGFレセプターと異なるCTGFレセプターにPDGFBBが

結合性を有するのかは結論が得られていないが、 CTGFと抗PDGF抗体の結合はPD

GF AA、AB、BB三つのアイソフォームで限害され、またCTGFとPDGFの抗PDGF抗

体に対する反応性は還元状態では1/10以下に低下することより 1町、 CTGFとPD-

GFアイソフォームの聞には共通する三次元構造のエピトープがあり、これがレ



セプターへの結合部位となっている可能性もある。これについては今後の研究

に委ねられよう。

また血管内皮細胞や線維芽細胞以外での、 CTGF産生細胞の検索や、 CTGFの組

織内での代謝を調べることも重要である。

以上のごとく、 CTGFの生物学的性格は今後明らかにされなければならないが、

そのためにはPDGFとは交叉反応性を示さない、 CTGFに特異的な抗体を作成する

ことが急務である。現在、筆者の所属した研究グループで抗CTGF抗体を作成中

であるが、これにより CTGFの精製や同定が容易となり、今後の研究の発展に大

きく貢献することが期待される。

さらに、分子生物学的にはgenomlcgeneレベルにおけるCTGF遺伝子の局在の

検討、特にTGFsに特異的なプロモーターの検索が必要であろう。

TGF sは創傷治癒過程で重要な役割を果たしていると考えられている。受傷

の際、TGFsは血小絞から多量に放出され、好中球、単球などを創傷部位に遊

走せしめるが、線維芽細胞にも作用を及ぼす。従って創傷部位におけるCTGFの

発現の検討も必要であろう。一方、最近TGFsが全身性強皮症などの結合組織

増殖性疾患の誘因として注目されている 46)。この際、 CTGFが細胞増殖のメデ

イエーターとして関与している可能性は十分に考えられる。今後創傷治癒過程

や結合組織疾患におけるCTGFの役割の解明が望まれるところである。



まとめ

CTGFはヒト隣帯静脈血管内皮細胞より分I必されるPDGF類似の生理活性を有す

る蛋白質であるが、ヒト包皮線維芽細胞でもTGFs刺激下で分泌されることを

示した。またCTGF遺伝子の発現をヒト包皮線維芽細胞を用いて検討した結果、

TGF s 刺激4時間後でメッセージは著明に上昇し、 24時間後まで維持された。

一方、 PDGF、EGF、FGF刺激ではごくわずかな一過性のメッセージの上昇をみる

のみであった。また、 CTGF遺伝子のTGFsによる発現誘導はシクロヘキシミド

存在下で増強され、 TGFsが新たな蛋白質の合成を介することなく CTGF遺伝子

に直接的に作用していることが示唆され、 immediateearly g巴neのひとつと考

えられた。マウスでもCTGFとホモロジーの高い物質が同定されており、 CTGF遺

伝子は系統発生上よく保存された遺伝子であると思われた。以上から、 CTGFは

TGF sに特異的に誘導されるimmediate巴arlygene産物であり 、新たな細胞増

殖因子としての生物学的意義の検討が今後望まれよう。
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