


Connective 

Tissue Growth Factor（ 結合組織 細胞成長因子）

遺伝子の 構造 とTFG-βに よる発現調節 について

大河内仁志



LT)r光のLl的･1171,t

CMlneCtlVLITISSueGl･｡WthFaCLor (縦令縦縦軸胞成戊1人l/･､CTGド)は1991咋

Bradhamらによりヒト附 ;'iI別転F̂)政幸州'iの培養｣1.i.■子から発見された細胞戊11TJJI.で (I),

線維芽細胞や､1'耐nf)郷地にkfして】1"tO脚llCaCL'V■tyとcllCIIIOtaeLtenctlV.tyがありP[)G

ド (血′ト帆 tl来細胞成艮l月/-)様のJl=物肝門をもっている｡CTCFは349佃の7Jミ

ノ暇からなるモノマーで､39佃のCysLcL"Cを令み規イL-.までにこのC1′sLcmc城j占の保イf･･E'L一

によりCTCF77ミリーとしてマウスで 2佃 (FISP12､CYR61)とニrJト.)で2僻

(NOV､CEFlt))のjAIL.-+がiLつかっている｡r一叩-12(2)､cy-61(3)､｡CHO

(4)はもともと線維井紺地においてIhLTF'J'･により.vt'殺されるl■-1mCd'atceat)ygcncとして

発iiされ､∫.sp-12と cyrGlはその後3̀r3刺胞においてTt･ansfor-nmgCro､vthFactot-1ヲ

(TGト.?)C二よってL涜申される出伝 /としで別に軸;Eiされた,9IGh12とpIGMl(5)とそ

れぞiLrr1日ニものであることが判明 した｡判にFTSP-12はC'rGFと90%のアミノ慣れLl

列が刷r司であり,マウスのCTCFhomol'}Kと増えられている｡N(-V紳-Cはニワトリの

ウイルス誘兎作の刑市城であるncpl､rob]asLomaに おいて発硯がjt逃 してお り (6)

onco- Cである1,Tl.'的 も′】ミ唆されている｡CTCFが同'jiiされる以HTlにjllJ.'L,らはTGFP

により刺激されたヒト綴細井朝州逆の朽題 目.'''･小にPDCFr灼辿ペプチ ドが検,.日.されるこ

とを報;'了していた (7)0PDGFやEGF (Jk皮細胞 成止別 /･)､FGF (線維井鮒

脂成iilJJr･)などの他の抑胞成戊閃 /･による刺激ではこのPDGFr対辿ペプチ ドは横川.

されJkかった｡我々はこのPDCFFM述べブナ ドがCTGFとl"I-であることを祉Ll)=‥

TGF,ヲにより選択的にCTCF ■llRNAがITEJulけ ることを′Jミした (8).またラットに

糊め込んだ"roul.dchambdAJの軌跡 こおいてTCF.9とCTGFの nlRNAの発現を掛 川

に朋べたところ.初馴 こTGF-Pの発祝のヒ-クがみられ､911後の削縦でCTCF

mRNAの党別のピークがみられた｡以上の新米より】tlV■いoおJ:び川VIVOでTGFPとC

TGFは僻指な1対係があることが示唆されたので∴rGFPによるCTGFjHl上/･の雅

弘プ･qm横柄の卿日がTrL:AA-であると増え､CTCFのgc'lOIIt】cDNAを分離してjLIJ三川相

をFyJちかにし､プロモーター甘り刺こTGF〟resrxmsccLcmcnLが附 け るかlJ'かを検..lTL

た｡



日掛とノJrJこ

細胞の七'鳩 ヒト山 ¥舶 E3榊 lJJ山 峡JIM ･検標本より札 ･jS願 には糾 い川 以 卜･の も

のを川いた｡NH′3･r3細胞はS･Ant(=-S()nよりIr!.L(TrrJされた｡これらの細胞は1(JtX,Tct{ll

C州 Lゝlru1.1(FCS)斤イtDulk co■S.-I(,diltcdL･Llg)C日 日ed.1"n(DMEM)のLIJで 37℃ 1()% 順 化

JIX加 ()%乍欠の条('F卜で七で･推した｡

那 加ELi(JJl･ATGFlg日比 ･sL)aussmanより州lJされ､親み伴え体 pDGFBBは

ch"oll杜から, EGFは Bl(川lCd)GalTechnoloRICS札から､basLCFCFはS桝 aヰ抄 ら購入
した｡

RN八のJlIlH'rtノーザンブロットハイプ･)ダイtI-ション tIi舶 ElJJ,dから僚-ナ･)シア

ン恨'/rr二ジンーフェノール71=(9)を川いてRNAを/J>耕した｡ lO/LH-15/JgのRNA

を15%ア*'ロース/ホルムアルデヒF･,/,JレLで丁拙 泳動 し､ニ トロセルロース肘 二･LuT/J

したoCTC Fのフロー-/としてH Kbの- l一一eadl11LlllamL･を作む断)旭川いた｡この

剛 はCTGFに雅代的なプライマーである=01(5･-C- ttch,CaRtgCCaaCCaLgacc-3･)と

FIO2(5-CCL,aauettaatgLctctcacLetr3･)を川 いて2･lkbのCTCFcDNAを雄雌=こしてPCR

(pL')vlllm SC｡ln川 rCaCL"n)によって柑た｡pcRは9化 30秒 55℃30枚 72℃1,/Tをlサ

イクルとしてTaqr"lyl一一ela･%･(p-oLnCL,AIL:)を川いて,if13()サイクル了iった｡プローブは

Rando"IPtll一一CrDNALaLx:ElllL･KIt(BochTltlgcl･Mat"I-elmlf:) を川い.rq-32pJdCTP

でeW Lたものをql】lckspltlC()lL"1川でJJ.雌 後,1x10bepm′mEとなるように加え[=｡ハイ

ブリダイズに川いた溶液の舶 必 よNaC川 9日, N叫 PO一.()()5M､EDTA()OO5M､ 2x

Dcnl-ar帆 (=%SDS･ LRNA loo/JR/"ll, sall110- [- IDNA 川(-/LR/")､Polŷ 5/(

H/mlである0 2時r.rLJフレハイー/,)クイ ズし/=後､ 12-lL1℃で16酬 ハイ-/リダイズし

たo 1xSSC′01%SDS と｡-xssC/0I･茄SDSでそれぞれ2t.,Jずつ洗-)た後.A:.J鰍 とX

線フィルムを川いてオ- トラジ^//ラフイーを-7O℃ で 6-72L刷 りfr.Uた｡

洲 柑 舶 fl的 軌範とRNAの/J}離 :FIShcr311メスのラットの肋.I.mEこステンレスのス

チールでできたメッシュナェンバーをペントバルビタール水砕 卜に州め込ん1=｡ ILLL_あ

た｡6†約 チェンバ-を州め込み､ 3lに とに30El後まで糾 的にチェ ンバーを収 り

･'uL､チェンバー内の削紙を仏めてRNAのJzElllは 子iった○ナオシアン僚グアニジンとYl

化セシrt/ムを用いて必遠心を才JったoTGF-β1とCTGFのcDNAをゾuJ/としてノ

ーザンブロットハイブリダイゼーションを子iったo

Nuell､alr"I0- SSay'lJ-I:fh 50TWlのプレー トにCo1-llucnlになったヒト蚊Jlq組細井細胞
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の核を//消 し､Grcu.bc.hral-【lZlr-のJJ卓上 (I0)を少し変えて NuclcarrMIOn.lSSayを

行った｡Trl州 O-･oacct.cac■dを仕う代わりにpH52の【1:恨ナ トリウムを以終濃度が

03hlとなるように､エタノールが7O%になるようにJJIFえでRNAを沈殿させた｡｢-2p｣U

TPで標識されたRNAを8x)06脚 ./"11に湘処し､CTGFcDNAをはじめとする水師cDNA

を5/LgずつtJ.ilとしたニトロセルロース上でハイプリダイゼ-ションを行った｡

Gct-(川-lCeloncsの分離と塩)占配列の批 if まずヒトJJlノムDNAを増適ヒト奴牌線維井

細胞から分離した (1日 ｡この'/ノムDNAの4IugをpCR蚊応の雛型として用い,

CTGFcDNAの朋 ;プライマーであるJT02と -103(5･-C脚 nuCCLggaagacacL,Luggc-3･)を川

いた｡H02と I103はEcoRI sILeをもつためPCR産物をEcoRIで切断し､h,11377-

ジベクターにサp/クロ-こンJ/したO締られたクローンをscquclla.%･klL(UIllLcdStates

B…che,mc州 :)を)T7いて(i%ないし8%収ぷ-アク,)ルアミドゲル上でT:ll-L泳軌LYl韮縦列

を～̂LめたJfT､90Obl,のインサー トを持ち中火に387bpのイントロンを斤んでいた｡そこ

でStraL- nc社の LaHlbdaFIJY2ベクターに糾み込まれた llu-ln■一cc.10"..cLlblalyを肌人

し･ ')oobl,の DNA断片を ｢-2pJdCTPで軌 放したものをプロ-プとしでおよそ lxIO6

佃のファージをスクリ一二ン//したoJ.■.･往-501Tm.の･)iUl横地のプラークを2枚のニ ト

ロセルロース符別二移し収り､プローブとサザンー/ロットハイブリダイゼーションを行っ

た｡ 2枚 とも馴 kのファージを5佃 ヒックアップし､lri径loo… の准大群地で2次ス

ク1)一二ン//をして 10仰のファージをビyクア'プし､さらに3次スクリーニングを

して殺終的に4個の'/ローンを分離した○ファージDNAをlLEl.ulして､制批酵-a;-xbatを

用いて切断パターンを比較しながら90Obpの DNA断JLrをプローブにしてサザンブロッ

トハイr/リ9-イゼーションを行った.階竹となった13kbのインサー トをxbaI附立で

入日37-/-ジベクターにサブクローニン//したbM1377-ジベクターはM13EnP18と

M 3TnPユ9の2手相 を用い･M1377-ジのUnivc'Lqa17･ライマーとcTGFcDNAのr人側 プ

ライマーとを蚊川してP.JJ)/向から舶 姐 列を沈鐘した｡

Luclrerasc tcpo･tcrgcneassay :CTCFのプロモーター領域 -823から+71までをnlJ

脱酸超のXbaIと Bg川 により切断し･まずPBILlCSCr】PtKSplas1-lld(Strat岬 1e祉 )に

クローニンJ/し､次に制限百草遜saclと xh｡Ⅰで切断してpGL2-BasICベクター (pro‖1e

gaIL)にクローこンJ/した｡これを (PO) と 才仙 ナ､排他 とし､以下のプライマー

を用 い て P C R をJfTっ た ｡ P lは Hop-(5･-C叩 gCtCttLgttctL-3･)と I10Sl(5.-c

cL仰 gFtCgaCL･h･la-3')と を川 い て-638か ら+7ほ で を 斤 み ､ P 2 は HOP2(5･-c

FgagCtCagt- Cahra-31)と HosIとをJTJいて-363か ら+74まで を､ P3はHOP3(5･一c

cg･lgCtCgaagaggatag13●)と HOSlとを川 いて-276か ら+7Lほ で を､ P4はHOP4(5･-C

脚 gCtCtgagttga如 脚 -3)と HOSlとri･用いて-128から+74までを作んだものである｡
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NI‖,3T3卿 胞 を 6 穴 フ レー トに よ き , I(ト 50% ｡.mrLuぐnlに な っ た 技 師 で

uPOFECT叫C1BCOBRLlを用いて､2/川のリポーターフラス ミッドと05/川のl'SV-

,卜Galatl0､1rI.lSL,ベクター (Pr(川tCRa札)を6Il.-rr.lIJトランスフェクトした｡その後インス リ

ン､ トフンスフユリン､セレン慨をJJLIえた他 hLl,-J'のDMl三M中で 16IL!/InJt-1･超し､神 々

の細胞成脚 JT･を加えてさらに24時l･'uLtT足 した.Luc.rC-aWLA､say､y批 M (P,(川tCM

H)を川いてtx･Htysatcを札 lucLrL･raSCのJkTfであるLuc)reri■lを加えて発光させ.㌔.叩lc

pl1010･H nHl-tmをもつシンナレ一一シコンiJr)ンダー(BcCL■ItanLS6000SC)で 1'JIFnJW,iiし

てLL･C･r"aN:ir･rtを凋べた｡ トランスフェクションの劾やの速いはβ-6aladosLdasci.r,作
を測',こして机 lした.

訂.,'ll

日 R鵬 的横過料 こおけるTCF-βとC'rcF･'".RNAの発IR

すでに川､･L･Oのヒト山 号朋 と朋 り他力■絹 糸においてTCF-βにJ:りcTCF,"RNAの発

現がii時lZtHこわたり選択伽 こ.虎導されることはW.liされている (8)｡そこで,nv=′｡の

mlも続壌削 -1でTGF-.今とcTGFnlRNAの溌BLをみるL･めに,ラットの皮一卜にステンレス

スチ~ルてできたメノシJナェンバーを拙め込み,3Hrとに軽特約に収 りだし,その

軌範からRM をJdI'LhLでTCF-,日 とcTGFを-/ロープとして ノーザン-/ロットハイプ

リグイtI-ションをJIh tJ｡は11に′Jけ 如く､TCF17は初JyJの如 Il測 地il油JgJに庇い

充BLがみられt'F;々 に漸減していくのに対 し,cTGFIよ6H後に出BLL9日後にビー,/杏

tlかえ以経緯/,に漸減した｡この時)gHよ肉3日陪成馴 二 ･致 している｡

2)柳 川 TCF-,?刺激によるCTGFmRNAの発Bi

lLTl述の如くTGF-,?刺激によりcTCFH.RNAの充現がIが.H.'U.丘葛されるが.その.冶導の

T書誌にTGF-.?のLf在が必安かどうかを.月べる･jS験を子(つ/=｡すなわ ちC｡nnu川tのヒト

如 守線簸芽細胞を24馴 J･QJALi'■J･･のD̂1Ê (で摂推したのちTGF-.ヲを1(加 mlとなるよ

うに加え. 川的 後にPBSで沈-'てTCト ,?を除去し､ILiび撫Ihu.'EのDMEhtを加え､

脚 与的にRNAをllfhr目してノ-ザン7ロット ハイプリグイt･･-ションを4r･,た｡ LX12に

I)け 如lくTCF-/?除去後4-3Ol剛 )においてもcTCF‖lRNAの先鋭が放く.LEめLL,れた｡

TCト ′～を30/JT後､4J,.'(･抑 麦に除よ し/=描合もほほ州 並の･J;厳島'.n1-がfl;られたことよ

り･ 'El･&維芽細胞がTGF-,?に刺激されてCTGFmRNAの先BLが.V,JC禅されると､その

後はTCF-,)のイJ~ftにかかわらず戊咋(,I;J,I,消 されることが示された｡



o≡
< =
王 の

DAYS

3 6 9 12 151821242730

TGF-8 -> lr ● ｢ -

Z
聖 立
山 ∽ 3 6 912151821242730

CTGF ,>■

ll11 柑他 lf沌 州 l山二おけるTGF一声1とcTCF■nRNAの免税

-Jブトの馴 ;I二和め込ん/.ス1-ル}.,シJナェン′<-'i･3-1=とに叶い川 IL､中のiFl枚からRNrA,i･
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え･Il川 椎にPBSで沌ってTCr-igiJ除上し (0■川 )lllU- T/IのDMEhlとしんトの棚 培岸して
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3 iJiH今城剛 ,'WJによるcTCFmRNAの発BL

次にTCり によるCTCFrnRM の允BLtこ新たな釧 行成が必安かIiかを粗 相 るため

にafHlH,kl]l'･f.:利を用いた･);験をfJ-),=｡すなわちconnuLLlltのヒト劇 場 細A･那 絶 2

4時FiIJ軌 r仙●1'のDMEMT･七で必 したのちinJr汁- ･･糊 であるCycloll｡XlHll｡L.あるいくよ

pun"lyCl"をI｡′L川 は なるように加え･川 ll･u後にRN̂ を仙LuしてCTGFnlRNAの先

BLがみられるかどうかを･;qべた｡乾いたことにcyclohLL･-1ldc.p-秋でCTCFulRN′lの発BL

がみ られたがpLLrOmyC刷 蝕ではiLられなかった〇･kiM "のコン トリールではcTCF

mRNlの見附 (みられなか･,/=｡そこで plll･"lyCinの蔽吸をln恥 )O/L… I)としたが.

J213に小ナ如 くcTGFl-lRNAO)- はLigめ られなか -,たC またpurom.tc川あ るい は

ぐyClohL.--1dcLJ;ullえて 1馴 胤 こさらにTGF-∫? (10"[!/lltl)をJJtJえて川 柳37℃にお

いた後にRN人をhlf･nしてCTGFTllRNAの刑 紺 べたJ97･llr･)-N)ll･･L:組 がみられた (d13)｡

eyclln tl･tlT1日dLltpurolⅠ-yCInの 新米が 放 しなかったことは､作用傾けにイL,Jちかの迎いの

あることを小峰しているが､少な くとい GF-∫?によるC1･C-Tl-1RNAの軸 には新たな

iLin介戒を必要としか ､ことが.Jさされた｡

4)TCF-I?によるCTCFnlRll.M)WLluETは灯IJ･11(T.-作の上ir-による

TCF-I?によるcTGFJllRM の叶伽は如･LJ･-7･lTJ作の 川 によるものかnlRNAの柵 が抑.trJ

r-れて紺 するのかを検･けするためにNue)carrLlnOn ailayを行-)た｡Nuclearrl… n

aLSayは削 帥 ら核だけをクJ成 して ･ル nRNAのb:-･Li:をLi･めたのち､Lk･lJ:継投に必要な

bk/JIを加えると新たなk･J,IlJま[;相 きれないがIrdJj･桝 にあったものはMRNA銃が鮎 す

ることをiuJHしたものである｡延札 た榔分は捌 けtfuHよノ亡jkで標戚されるので.糾

しlm l1RNへのcDNAをニ トロセルロ-ス捌 ･･に ドットプロットしておき､合収された

Rh'Aとハイー/リダイズさせて､枚を分赦 したktf･.･(･での机 ･途lf･f=ある特･JEQ)111RNAのFti

言 冨芸t";'ij--"7'芸,荒AEnhltL憲 芸 孟 月kC:CfAF;:J}";㍗ :霊 芝警ii,C;Fb-三 芳.!芸 44
である｡TGト,74棚 臓 では-少Jl)btではないが､24棚 後 の k ･･Jj･柵 ま掛川二九進

していることが示された｡他のlm n】d laleLlaTJy- のIIIRNAの･･kを朋べた ところ､e-r
osはほとんど検ILIJLEれず､ m yぐは脚 順 でも多触 こ- LTGF-〟A側 臥 やや減
少 し､24IHiltu鰍 二はJLの レベルにJか )ていたoJEやGROはpDGFによ｡ .冶舶 ゎる

InlmCtllaLCCarly剛 であ ｡分泌されてサイ ト･JJイン様の作川を示す (i2)が､l･W )t-
にTCF-,724馴 胤 二相')･湖.一作の f-.II･を,Jtした｡



TG印 日0nglml) - + 一 十 一 +

Puromycln (700pg/mり 一 一 + + -1

Cyclohoxlm･do(10t･g/mI) 一 一 一 一 + +

CTGF -. - ■ - ■■

L 川3 ∫.'･長ヒト棚 B細胞におけるTCF-,号とgiL'I介舶r.i.,mに上るCTCF"RNAの莞JR

ConnuenLのヒト叔耶 細胞4--k伽r,のD･uEユーでコJgHrI川て尤したのらTG卜 紳 助の鳩,ullを泣加3Ii

捌陀･dTt'JlT晩nLLl:mllt蝕の鳩行くよ如のめ攻で 日和 朋 胤 *畑 の叫介はikl･l介成Pl･Ll,7mは加1時

制振にTCF13を加え3I川 増&後にRNAを袖tLtL1-hーCl･G陀 ソロー′としてノーザンブロットハイ
′リyイIL:1-シ_lン*i･iTった.

祐レーンとも10FLgの稔RNAを･diltl永劫した.

t:761)Il.- .tLl別Il

ーG=3
1reated

C4h24h

J fos●･l myc
● JE

● Gro

● CTGF

Bh｣escrlPtSIく

GAPDH

rl= 横瀬ヒト扱妊3i細恥を川い/=Nu｡Iearrunonasia)I

connuenlのヒト槻 音別 !紬 du7rrQ)DhlEMT-24BWJ- LI=Q)ち- 並のもの (C)､TC卜 P近IAI

1l相 接と2lIi仰iに性を,Jl粧し. ｢nPJUTPi･MいてtdljlJ･のmRNAをtZAL/= ほ■さtLた

RNAを抽目して8nÒcpm/mll=再製し･ニ トロセ- -ス上にド･/ト仙 こ′Uットし/蛸 5ygの
CDトAとハ1/リyイズLI=｡

Ecri､【 r恥のcDNArJPstlで切断し1=13kbの斬バ､mycv-叩 のcDNAiECoRlで切耕した55tbの

臥 .肥 JEの｡)llA/1･Pstlで切断した08kbのWlFl,CroCroのcDNAi.pstlで切断し/=09kbの斬

IL1,CTCF=lLbのCTCF⊂DNA･BIN- 1PtSK陰rtコントロールとしてのプラスミ･/ド､GAPDH ヒト

CAPDHの亡DrtAを‖"dEDと.ybaJで切断LI=o_5kbの断Y.
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5)C1､Gr･-脚 州"CClo..i..iの'JJ･嫌とLTii)占配列

TGF~,7にJ:るCTGFrnRNAの増加はiFIJ胡 作のJtilLによることが小されたので.

CTGFのソUI-3'-横経を研究するためにCTCFhrCllOMicDトAの分穀と析qrを1iな.,

た｡ま-rcTGFL･DNAをpゝlIで切断してopolr-:ll叩 rraJ"Cの5･端..WI=hItl,Ilる bOObp

の剛 を打て､これを7°-プとしてヒト肘-Oml… '.aryをスク.)一二ングしたが成功

しなか･,/=｡そこで析並ヒト殺捷井WJkかC,DNAを柚..l･･し.その4/L姥 鋳鞄とL

CTCFに才川 的なフライ7-であるH02と 1103を川いてPCRを行-,た｡cTGFcDNAで

はPFliJ･50日bpのバンドが1g附 されたが･PCRの収物として約 loobp大きい 90｡bp

のハンドがiifられたのでこれを rl0')()OとYl付け ､M137-/-ジベクターにサブクU一

二ンJ/した r109()()の)生ノムhl列をiLL･jifしたところT川 に 387bpのイントロンを弁んで

いたのでCTGF- onl.cDNAの断片が狩られたと増え､このIl09()0を7ロープとしてF'l

ぴヒト- 川."clibraryをスクリ-ニングした○約1x)I)6佃の77-ジをスクリ-ニン,/

して川 のクローンを分離し､ltll駁肝射 こよる切断ハターンとサザン-/ロットハイプリ

ダイt･'-ションによる剛 Jrの紙某･そのうちの lつのクローンにおいてXbaIで切断 し

た13kbの斬J'T･の中にすべてのCTCFcDNAが介まれていることがわかった｡そこでこの

I･3kbのDNAをht137-I-i/にサブクローニングして/'池 )紙 列をiJt･,迂した く凶5)｡

nlRNAのむヤ)-I;H州 ;f･',-(まIJリゴヌクレオチ ドを川いた77イマ-延戊uIにJ:り決延した.

CT(;Finlムf-は5榊のエクソンと4側のイントロンから偶成され.マウスのFrSP-

12i払†ji･(-と化けしてもqTJ エクソンのアミノ慨の数が 1仙述うだけでr.,Jじ柵道を′】くした

(Lxl6)｡また11流には823-坤のプロモーター甘働 竹 まれでいた.この中にTATAbL)x､

Ĉ Tb("､Sl)1､ p̂-)などのコンセンサス シ-クエンスがL止められ.恥1Hll rC.W m Se

cltl.1L･ntの小心であるCATtboxは cc(AノT)6ccとされている (i3)が､cTGF7ロモ

ータ-においでも-38(け ら-390の1･'IJtこイ1-JE--している｡またTGGNGCCĈ Aで小される

Nt■clca.FaeLo｢1(Nト 日のコンセンサスシークエンスも)･ruL二はいる塩此奴Nは5か ､し

7でよい (14)ことから,cTGFに見られるTGGa如 tGCCAG(-19ト ー182)にNF-1

がもー･介する"r能作があるためNF-Ilikcとし､1塩鵜述いでGNNTTCCLGaで′J･;I-れる

TGF-,il仙 blLoryc)cment(TIE) 日 5)とS･えられる漸 立T-EHkct-128--119)もイi

/fl:Lている｡マウスのFTSP-12とフロモーター甘i域を比較してみると近Ii.の-3OOまで

は80%の附 け抄 あり･よく促存されているがそれよr)以必 まl(1%と粕[")椎が抵い (LxJ

7) CTGlrもFlSP-12もTGF-I?により･踊 されるのでTGト I2 rt叩 TtSCCLcmentが

∫(JIB:するとすれば-3OObpまでに/['血する..r稚作が.･:古いと.,iJ.われた｡



図 5 CTGFi正伝子の全塩基配列 (-8Z3から3390まで)

-82〕 TCT̂ GAGCTCGCGCĜ GCTCTTL̂T̂ CĜ CTĈ CT̂ T̂ GGCCGTCGACTCGATCCCrrTTr

-76つ C1CGZL̂ Ĉ̂ TrG入TGGCĈ CTCGTCCCTTGTCm GCCT̂ T̂ T入… CTCCT̂ Ĉ TAT̂ T

-703 T八八Ĝ G入… CTM GĈ Ĝ̂ G･rTTTGĜ Tt̂TCTGCCCĈ GĜ GACTGĈ TCCTĜ GTĈ C
九p-i

164) ĈĜ GTCTTTGTrCTCTTTCでTGTCCC入八人八ccGTr̂ CCTC九八GTGAĈ ^̂ TĜ TCTLTuT

-58〕 CTC八八̂ T̂ .r̂ G7LmTĈ GGGTm ∧Ĉ CGT̂ GGĈ TCrnlĜ GĜ rm'TCPL̂ T̂GGrrTTLM

-52〕 GCTL̂CTĈ CTCCTTTTCT̂ CTCTTTGĜ Ĝ GITrĈ Ĝ̂ GCCm T̂ GCCTCT̂ 入̂ACGĈ

-463 八人TĈ TTGCTTL̂GGGTTGGGGGGĜ Ĝ ^̂ CCTTnlCG入入■rrrlTrrTLGG入̂ TTCCTGCTGT

-AOつ TTGCCTCrrTC八ccで̂ CCT̂ CTTCCT̂ ^̂ ^̂GĜ 'llG-1■̂'llGでĈ Grl'CĜ Ĉ G八人Ĉ GGGĈ ^
Ĉ rG box

-3JIユ ACTT̂ TT⊂G八八M Ĉ ^̂ 'r八八Ĝ ^̂ 'r̂ r̂rGCĈ GTGTGTTT̂ T̂ ^̂ TĜ T̂ TĜ T̂Ĉ G
p̂-i

-28⊃ G∧GTGGTGCĜ Ĝ̂ GĜ T̂ GGTLln M̂ 八八̂ 'r'rCT̂ TTrCGTGCTGG八九八T̂ CTGCGCITL1

1223 m CCm lTrT TrrCTGTĜ GCTGGm CITrrllĈ GACGGAGG九八
NF-i llJ(e

-16ユ TGCTĜ GTGTĈ ĜGGGTĈ GĜ TC九八TCCGGTGTĜ GITĜ 'rĜ GGĈ CĜ ĜGTGGGG
TZE:-like

-10コ AGGAATGCĜ GG入̂ TGTCCCTGm GTGT̂ CĜ CTCĈ TTĈ GCTĈ TTGGeĜ CCCGCG
ĉ Tbox

一･13 GCCGCCCGĜ CCCrll̂T̂ 八八̂ GCCTCGGGCCGCCCGeCCĈ ^̂ CTC∧Ĉ Ĉ Ĉ̂ ĈTCTTC
6Pll T̂ T̂ box SP-1 +i

17 ccCGCTĜ Ĝ CĜ Ĝ Ĉ CCĈ GTGCĜ CTCĈ CCCTCê GCTCĜ CGGĈ GCCGCCCCGG

77 ccĜ Ĉ CCCCCĈ Ĝ CĜ Ĉ GCCCGGCGCGTCCCGGTCCCĈ CCVCCĜ CĈ CCGCĈ GC

137 GCTCĈ GGCCCCGCGerCCCCGCTCGCCGCĈ CCCCGCCCrl'ccGCTCCGCCCGĈ GTGCC

7

7
7

7

7

7

7
7

7
7

7

LL1

1
7

⊃

9

5

1
7

コ
9

5

N

つ
つ

･Tl

l

Ln

6
6
7
7

8

CCCCĈ CCGCT̂ GGTGTCCGGCCGCCTCCTeCCTĈ CGCCĈ CCCGCCCGCrGĜ ^̂ ^̂ G
Â ⊂̂CCCTCGGAC'llĜ GT'rT CrrllCTCC∧GCrGC■llGCĈ GCCCGCCCCCTGĈ GCCĈ GA
TCCC八八CTCGC∧TCCC'rĜ CGCTCTGĜ TCTĈ Ĝ GTGCCCe八ATGCCTGACC'rCTGĈ rr
CCCCCACCCCTCTCTTCCCTrCCTCTrel'CĈ CCCTLN Ĝ TGGTGCTCCCTGĈ TCTTCG

^ X D G ^ P C I F
GTGGT̂ CGGTGT̂ CCGCTlGCGG入G入GTCCTTCĈ G7lGCTlGCTGCZLTLGT̂ CĈ GTGĈ CGT

G G T V Y R S G E S F Q S S C K Y a C T
GCCTGĜ CGGGGeGGTGGGCTGĈ TGCCCCTGTGĈ GCTLTGĜ CGTTCGTCTGCCĈ GCC

977 CTĜ CTGCCCCTTCCC(;̂GGTLGGGTĈ TLGCTGCCCGGGTLTLTLTGCTGCĜ GG九GTGGGTGT

P D C P r P R rl V K i P G lく C C E E W V
10】7 GTĜ CĜ GCCC7＼入GĜ CĈ 八九ccGrrGGllTGGGCCTGCCCTCGCGGGrrG∧Grl'CĜ GTCn lC

C D E P K D Q -1' V V G P ^ L ^
log7 ⊂TCT八九GTĈ GGGTCGTĜ rrCTCTCCĈ GGĜ GGĜ GTCCTTL̂CTGllGCCĜ CCĜ ĈG
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1157 GGG八人∧T̂ CCTr̂ TĈ GGCGTm Ĉ̂ TGGTCrrrGTGTGCTCrGCTCTCCê GCTT九cc
∧ Y

1217 Ĝ CTGG九人Ĝ Ĉ CGTTTGGCeĈ Ĝ CCCTLhCTTLTGhTT̂ GJlGCC九九CTGCCTGGTCĈ Ĝ
Tt i E: D T F G P l) P T n I R ^ N C IJ V Q

1277 cĉ Ĉ Ĝ GTGĜ GCGCCTGTTCC入れĜ CCTGTGGĜ VGGGCZLTCTCC八ccCGGGTT̂ CC九
T T 已 W S ^ C S i T C C n G I S T R V T

l】】7 T̂Ĝ Ĉ 入CGCCTCCTGĈ GGCT̂ Ĝ Ĝ ĜĈ G九GCCGCCTGTGĈ TGGTC九GGCCTTGC(;

lJ D ll ^ S C a L E K Q S R 工一 C M V LI P C
1〕97 7LTLGCTĜ CCTGGJu Ĝ GTLAĈ TT九九GCT̂ Ĉ TGTTCTGCTCCT̂ 'n'̂ ĈTTLTTm Ĉ ê

GĜ ^̂ ^̂ ⊂̂ CTGĜ T̂ CĜ CCĈ ĈTr̂ CCCerCn一cĉ CGm G'rr̂ GT̂ T̂ ĈCCCGT
T∧T⊂1cĉ ^̂ ĈT∧TCr̂ ĈĈ TIĜ GeでC'nll●GCTCĜ '̂rĈ Ĝ GC'lTGTGT̂ T̂̂ GC
^̂ ⊂⊂八cĉ GTrrrCê CT八cc八人̂ 1●CrTCĈ Ĉ CCCrllr̂ CllT^̂ rrく■∧̂ Ĝ ⊂̂ rTCe入AG
Ĉ̂ GCCTCTCCCll̂TTrrTGĜ ⊂∧'r̂ GĈ ^̂ TĜ Ĝ Crê ^̂ CrrCC1でCCCTC八八̂ '̂ll̂

T∧∧∧Ĉ Ĉ ĈTĈ Ĝ Ĉ Ĉ̂ Ĝ Ĉ̂ nl̂^̂ Ĉ̂ Ĉ Ĝ GGG'1-rĜ Ĝ̂ ^̂ CCĈ CTCCTCで

TCT̂ Ĝ GTeGCTĜ m ~lT▲Tl~111ccTCrCrCrm-1'CCCITGTm cm ∧G7L̂GGGeA

19⊃7 ccCCCCTLĈ GTL̂CĈ CĈ CCCTGCCGGTGĜ GTTC九九GTGCCCTĜ CGGCĜ GGTĈ TĜ
T P Il R T T T L P V I: F K C P I) G E V 11

1997 ^Ĝ ACZL̂Ĉ TĜ TGTTĈ TC九八GACCTGTGCCTGCĈ TTZtĈ TLCTGTCCCGGTIGZlê T̂G
X K Tl H M ど I K T C ^ C II Y N C P G D N

2057 Ĉ̂ TCTTTGTt̂TCGCTGT̂ CT̂ Ĉ GĜ Ĝ̂ TGT̂ CGĜ Ĝ Ĉ TGGĈ TGTL̂GCĈ Ĝ Ĝ G
D I F E S i Y Y R Iく M Y G D M ^ *

2117 TĜ Ĝ Ĝ Ĉ T'll̂ ĈTĈ TT̂ Ĉ Cl℃GIl入CTTĜ ĈTGluTĈ Ĉ '1lC-1●Ĉ m rrTCCGT̂ ^
2177 ^̂ '̂7Ĝ 1TllĈ Gl､八cĉ C∧̂ GTT∧rm'̂^̂ TCTGITrllYCr̂ Ĉ1lGGGGĜ ^̂ Ĝ̂ 1TCC

2237 ⊂̂ CCĈ T̂TC八八八八Ĉ rrG'rCCĈ '1℃TĈ ^̂ Ĉ ^̂ '11̂GrrCT '̂1-CITCCCĈ Ĝ Ĉ CTGGT

2297 TTG八八Ĝ T̂GTT̂ Ĉ̂ ClllĜ C∧GTGĜ ĈT̂ Ĉ lT ĜT̂ C∧Ĉ GĈ CĈ Ĝ T̂GT̂ T̂ T

2357 T̂ ĈGTGTGGCTTT ĜĜ CĈ CTGGĜ GGGT̂ CCGGCCCGGrl･̂G･11̂TĈ TĈ Ĝ TCĜ C
24I7 TCTT̂ T八cĉ GT̂ T̂̂ TGCCTGCT̂ rrllIĜ ĜTGrLl̂ '̂rl-Ĝ Ĝ ĜĜ ∧̂∧rlTIT ĜCGTG

2477 CTĈ CTĜ CCTG⊂n.CT̂ GCCCĈ GTĜ Ĉ GC･Jl̂GĜ ･rG･1･GĈ n TrCĈ GCĈ TĈ Ĝ̂
25】7 Ĝ CTĈ GTC八八GTTGTl'CCIT^̂ CllC∧Ĝ Ĉ̂ CC∧Ĝ CTĈ GCTCl℃∧Ĉ 1TCTĜ 1TCG
フ597 八人1Ĝ Ĉ CTGrTĈ GC八八IrCGĜ T̂CC･LIG･1･CĜ m Ĝ̂ Cl.CĜ Ĉ Gm .GTGGĈ ĜTĜ
2r.57 T̂TrGCCTGT八八Ĉ ĜCĈ Ĝ rlTLTr̂ 八八八1つT T̂̂ T･llG･r̂ N̂l･∧m GTGTCTCTGTGT
27i7 GTGTGT｡1A1̂'r̂ rJ●∧rr̂ 'r̂T八丁∧TGrl･∧Ĉ r,･1~l･̂･rC･Jl̂ Ĉ1111･∧̂ Tlqll̂7nGrllG rlTl･GrrGC

～777 CTTTrT∧TTrrTGTm.T･r̂ ∧TCCrrrl･G八･l･̂γ】TĈ ･̂1.G･1-11̂CCC.l･Ĉ ･̂lTl.C･llĜ Ĉ̂ CC
28〕7 '̂r̂ GGT̂ GM TGT̂ ^̂ GCTrGTC･rĜ 1･CG･lTĈ ^̂ CĈ rl･Ĝ ^̂ rllCĜ ･LlACTT̂ T̂ ･rCĜ ^

T̂TCTGCTĈ Ĝ 'r̂ Ĝ r̂rĜ Ĉ G'rCCG'llĈ 入̂∧Ĉ Ĝ '111G'm'JIGĈ ^̂ GGGĜ GCĈ rrê

GTGTCTTGGC八ccCTCIHrrCm GGT̂ GĈ ^̂ TGでGG111̂GC■1-C∧CG'lTl一八八TGÂ C∧̂ T̂
CGCCTT∧111̂∧八八八CrIĜ GTĜ CTC'r̂ T̂ rr̂ GC'llG∧'1-Ĉ G■I､■1"I"rrĈ CCrllĜ 八cĉ rr'rTG
']TrCT̂ CrTTGAr̂ rrĜ CLIG◆1-rr'rl■CĜ Ĉ G◆rll'1､∧rlTrGrll'1■Ĝ Ĝ G'1-GTĜ CĈ ^̂ ĜT･1.
Ĉ̂ TG｢r'TGc九CCTITCT̂ GITĜ ^̂ T̂̂ ZuC1℃rrNll̂'lYTTl"['C'[■∧T̂ ^̂ GGGCrrGGT

T∧'rT⊂∧TTT∧TCC-1TC'1-Â Ĉ̂ 'rl'lCTĜ GTTr'rCllrl.GAGĈ 11■∧∧̂ T̂ GĜ ĜITCIT T̂

T̂ T̂Ĉ T̂ Ĉ̂ T八八lTC八cc∧̂ T̂ '̂rT'mC1-̂^̂'r̂'1.CTrll̂ T̂'1-∧11-rC'll̂'1■∧C∧11TAA2
辿垂TTĜ TT∧rrCĈ T̂ Ĝ 1̂m -r̂TGT̂JuĈT̂m Ĉ ĈnlC∧八TĈAGT̂TĈ Ĉ

+1_,云ち開始鉢位.太字 エクソン領域 直下に対応する7ミノ故を銭示.*:泣止コドン

Nト lIlke二NuclearFactor- 1はTGGN6GCCAAのconSenSuSSeqUenCeをもつが CTGFのプロモータ

-では3'端がAの代わりにGのためNF-1likeとした.

TIEllkeTGF- β JnhlbltoryEle'Tlent(TIE)のcon5enSUSSeqUenCeは GNNTTG_GTGAであるがCTGFの

プロモーターでは下1,%部のGがAになっているためTIEllkeとした.



l I

図6 CTGFとFISP-lZのgenomlCDNAの比蛇

cTGFにWしては入phageに組み込まれた14kbのgenomlClnSertのrestrLCtl0nmaPと5つのエクソン

を回示し.対応する7ミノ酸の政を鼓示した. 51婦と31端のI71訳されない部分を口で示した.FISP-

1Zは郡-エクソンの7ミノ酸の故が 1追うだけでCTGFと同じI待遇を示した く文村2を改変).

･IHTrIAGN:⊂1⊂t⊂tm G亡rETAATACCACrで∧亡T̂一一TN;GGm亡6人亡T亡ĜTC⊂CTTT
汀!A亡亡▼▲T̂TT亡N;AG亡仙人TrNr~C⊂℡亡で亡でTrTT㌣亡℡tTT:GCT!⊂入官モモGAfT'

一日 IくTATllEG----17cm ▲▲▲T▲{TC(cm

㌫ ET!円 fE:67品lii;ci;ALG;㌫
-1▼ltt~I●州 1●rl■iヽHIH ■ヽi■■r~:｢~丁~■~1■し■-ÈIAAAJ=TC;肝 門fTEmA"EaAJm'CTCCm 仰 ⊂瓜T⊂仙

Tr亡くCTCTC▲CTTCA▼G〃~GくAG… ∝つ暇 人∧TCaA一=CAAIヽ=… I
Tt:I:,=.=TGIGAGTTG▲丁■▲GG亡▲○… 亡くⅧ ∧CG人∧TC～仙 m ぶiGTrTCT
clA'-,rJく1(く∧TT⊂九CETtA▼TCOでも拡⊂でP⊂GC亡く○亡亡eGて∧CCCT̂TAAAACCV ICE

cÎcĉm亡<TT⊂m L日日.m ⊂tX,--く亡Tく亡W ∧C亡CfAt九九八人G亡で∧GCl;

EZI7 CTGFとFISP-1Zのプロモーター続域の塩基配列の比較

上は.CTGF､下段 :FISP-12(文献2より引Fll) 相同鉢を書で示した.

-300bpまでは80%の相同性を認め､-300-1823bpでは40%の相同性を控めた.
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6日 一llt･.rt･-aゝL･,叩OrtLlrKC'lUassay

CTGドの71コモー ター約 -823か - 71までをよすl)BluL･SerlPtKSJ)1aslnld (

slTaLah･L･n州 )に如み込み･次に砧相川紬 saclと xhoIで切断 してrlr仰 山来の

LuurLLra･TktCDヽ Aを:iTんT=pcL2-Baslcベ クター (pr(川l脚 祉)にクローニングし､これ

を (PO)とY.付けたo ヒトやマウスのaJ胞はLuぐLlcmsc肌 rl･を打っていないので.

それらの細胞に†柑 したブラス ミッドを導入 してLuuTcrasciT･作 をiW/とすることによ t)

CTGFの7ロモータ-の働きを検･孔 たo糾 こTGF-.?の捌 日によるLucikrascl紙 の

封 じにIi目しL･｡ 絹々 細胞として･Nm′3T3剛 白を川い､tmnHrCCLmllの)jiJ.-としては リ

ン恨カルシウム･DEAR-デキス トラン･リホ7ェクナンの中から. 1番効準がよく･i･･

'JLしたもI.米の作られるリホブェクチンを仕川した｡ TCF-liで2棚 J#J赦 した群はしな

か･)た肝に比 べ てLuLllL.raSL･i占作 が約2OJ柑 か った｡I)二験は対 で了rい ,PSV- I7-C
alact0､1da･Wベクター を日時に加lえてCalaclosldasdllft-をWJ比 ,LucLrCraSC活性 との 比
をとってIransfcct"nの桝 を削 したが･TGF-,?刺激でG.llaciosldasc7Ff)性 も2倍にn.I

加した1=めみかけ l･･107Ihtとなっ′･｡他の細胞鵬 lql･であるPDGF､bFGF､EGFなど

の刺激では3f作以 卜の遠いであった (yE8)ocTGFのプロモーター甘Ⅰ城をigll･･Jさに

挿入し/=ものではほとんどLuclfcrasciTl雌 がなか-)た｡ ま加 TH′3T3細胞の代わりにヒ

ト耗簸月:削包を川いてもE"J棚の成紙がfl去られた｡

poをt】allSle"し/JN"/3T3細胞 をTGF-17で 川 J･･u*服 しpBSで洗ったの ち23時JEu

軌附 1'0)Ll.蛸 液中でJlllf-R･した ものは･刺激 しなかったもの よ｡5.5I'･7-のLuCIrClaSCiW1.杏
･バした｡

-823r)])までのCTCFプロ- ダー飢城 を丹むPOが1.CF-βに;R止､したので､次にど

の(･'N･)Iが爪炎であるかを椀.･JLたoすなわ ち川9に′Jけ 如-く･比イfO)LFu:-･Ij.-lM の泉f,iY.･7ri
舶 IfHず,)除ムするようにプライマーをそれぞれつ く｡､POを弘型として PCR反

応 を行 い･7日- クーhdI城 を如 くした P lか ら P4までの変 則 柏 作 製 し.

N川/3T3刺胤 二これらをtransr∝tさせた｡TCF-βに〃する山 L1.をみた ところP lから

p3までは撫刺激のものに比べて5- 1017Y･のし"clrCr吋 ･T･f帆 必められたが､P4は

02倍であった (lm )｡p4のし"C)rcrascTlTirtl･11仙 TCF-/叫nJ激と鯉刺徹のもの とで

ほとんど変わ らなかったが･GaJactosldahChf,～--がTCJT-17舶 21=よl75riYにLP;･加 したた

め､比かけ 1-0･2II7となった｡以 1二のことからTGF-19にLi応するプロト タ一首i城は-2

76かlr l28のIl.lJE=II-七三していることが/J増 された｡



l con【rd l TGF-♂ PDGF FGF EGF

Luclferase ー0.1 272.4 Ll4.8 43.8 ー0.2

(xlOOOO) 日.8 203.4 45.7 35.5 12.I

rnearL ー0.95 237.85 45.25 3965 1115

I J-u
67.3 161.2 126.9 94.9 93.ら

(xー0000) 74.7 126.6 127.7 94.5 93.2
mean 71 1一13.9 1273 947 9

● I I J 3.35
LUc′Galド 0.154 1.653 0.355 0.419 0.119



･',‡さ

TGト Jをマウスの皮伽 こ紘射するとその,%1L･'にコラー,JJンの沈府と線維化がおこる

ことが即.され (16),ラyトにおいではTCF-,?がnrJt筋的砲を伽進することが知ら

れている (17･ 18)oJhraraSl.iらによJ)川V山Oの系においてヒト線維X;削 辻は

TGF-I?によりcTGFを別 け ることが即 .-･されている (8)ので 1nVI,Oにおいても

TGF-JとcTCFは'#擢な(別路があるのではないかと8-え､本研究ではまず鮒富治境遇補

におけるlJJJRの細 を凋べるためにラットTTuoundcham-x:rを川いたモデルを段泣した｡

附 の如くTGF一･?の発現は初- 掛 こ拓く徐々に- していったが､これはTGF-,了は

血′順 やtlf･球に多くn-まれてお')､初期の炎棚 一犯u渦Jynこ血小坂や.1.一株か',放.TIP.され

ることで鋭明きれる｡-)J-CTGFn-RNAの発現は6日glよりみられ9Fluがヒークで漸

減していく チェンバー内でTCトJ9により7･(frEIEされた線維井細胞がCTGFを確生して

いると棚 されるが､この時馴 細 井形成期tこあたり.コラL-/,ン此/F.が盛んであると

rL粥 に血節qF/I-の賎んな時でもあり.l̂J舶 IlqkもcTGFをpJEJJ-.しうるのでfAJ政紺地の偶

I)･も{綻 できない｡/lhti lnS)tuh>,bnd-zatLOL-を川いて個々の紺地における発BL様式をみ

ることが必#-と･世･われる｡糾悔の性徴削 里において初期にはTGト PやPⅨ;FがHlltialor

として鴨 なことは既知のrJf'Rであるが肉井形成Jg)tこおける細胞 戎舶 1･の役･,Wについ

てはよだィ､191な}1-げ 多い｡CTCFがcotlnLttLVCtJSSl- lHこ対してmlLoLru"C aetlVltyをも

つことを棚 すれば･cTCFが線維井細胞に対 しIト トク･)ンないレ ラヾク.)ン的に作

川していることが 化 され､この時馴 こCTGFがTr(安な役割を火たしている1･T脚 抄 ノJミ
唆された｡

比にTGF-12のJilF卜ではCTCFmRN̂ が丘馴 州 JulJすることがJyJらかにされているの

で次にこのCl､GFTllRNAの発BIO)- にTGF-J了の/(-/I･が必安か11かを検討した｡TGト

Pの30分ないし川 rLIJA.lJ敵でもヒト線維月削 包ではCTGFmRN̂ がJi時抑 印加すること

より党別の機 にTGト PのJl:/は 必砦ないことが示されたoTCF-)?により多くの逝li-

(-が消肘 ヒきれることが知られているが (19)､辿常細胞成戊r肘 は蜘 紺 で発攻カ,･

抑糾されることが多いことからTGF-IH二よるcTGFnlRNAの免税様式は非常に符敬的で
ある｡

また舶 1,1成阻-･t･'一利を用いた.}風 こよ()TGF-βは曲目合成f旦l･Lr剤の影骨を受けずに､

LIい換えれば新たな鮎 合成,lLLにCTGFnlRNAを暮戯け ることが示された｡lgaraゝJli

は⊂さ･clohc-nldcとTGF-IgによりcTGFnlRNAのsulxlr川ducL1011かみられたことからCTGF

は川=nCtlltltCLLaTlygenL･の 1-)であると粒Ji;-している (8)｡ しか し今ruJのtji験で

Cさ･C)ohexI"=deljiiMxLI-i･(=よI)cTGFnlRNAが柳)LJLたことから以 卜のことが考えられた｡

1)CTCFl-1RNAlよ･･if･･I二C･Lj:されているが妙･VはRNaseによってすぐに分解されるため

に検出されないと仮･&すると,cyclohcx川lidcによりRNascが合成されず従ってCTGF
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mRM がIHI'rした｡ 2)CTGFmRNAU).FuJ･,'i･抑制するイこ･i.･･,L,m pl･C触,rがiiB･.;打は介

成されていると批 上すると､C)el･Jhcxil｡ldcによlJそれが合成されず､抑制か解除されて

k'lJ･がJ-C}1ilLた0 3)CyClollCXl"11｡C自身がcTCFmRNAの充Biを.踊 した｡別の軌.I
(TJhPi'!,'刑である l)llrOulym lit軌ではcTGFmRNAは岬加しなか-)たことから1)と2)

の叶flW .lilF'J辻的である｡ムiiftE(l､､･ard･<らは cyCIl)hexHnlrlc.it･秋でrlusや r JMlの鬼jRを

~丘やすることを榔 LtLている (20)｡そのメカニズムとしてcyclohexIJnideには核鮒
をリン頼化する碓ノJがあI)rrosや C1"1のフロモーターに作川 してそれらの免税をIri篠

舶 すると脚 Jされている 他の釧 分成附 洲 であるal1L細nl_YCmにtlI･11じ作川がある

が･ pummyL･il一にはないとされ､･E際にanl- -yeLnlP一触ではcTGFmRNAはLm加ILたが

purom)･cmでは刷 ULなかった｡従ってCTCFにもlu日並なメカニズムが物し､ていることが

flhJ.きれ､3)のuT花作が′一三唆 されたO-)1-J>ll･JのLR一敦で- 介成nlJi,剤とTGF-,9の

Vi･JfH=よ17cTGFmRN･1の先攻はみられたが､suptm dLl- 日といえるほどではなく､そ

の別 として サ打は成人舷舶 来の線維9-細川は J111､､如 raゝl11は新枕 包蚊山東の線

維朋 他 を川いたので､刺lJrkのJjL応化の述いに起臥汁 るものかもしれない｡

,L5'.q･'･'のノーザンプロノトハイ-/.)ダイゼ-ションは細胞TfのRNAを拝んだ食RNAを柑

LJt'･して亨iっているので叶･,EのmRNAの朋 llがみ られた城合､～:Jj･･i'W rIのj亡進による合成

刷 りの均分と紺地行内での分解が抑制されてlnRNAの･i･.JJm =がLV.･して桝 け る磯舟とが

考えられるcNuelLm Lm"naLStlyは収を牡鹿した時上作 ti･IJ･,トのlnRNAの:tほ 調べるも

のであるであるから剛 別'Jに+dlj:7'lTTll三を胤 札 でいることになる○ヒトJ支府税維A,･細胞

を川いて卵 価 ･TGF､341J川 ･TGF-J9241州 後の核l̂JでのCTCFnlRNAの･.iほ 比

較したところJyJr,かに24帖rEIJ後ではcTCFMRNAの杭がqI加 して13り､rrFIJ･-rLTl-f脚 ノ･C

)R･Lていることが′】詫目した｡棚 激のものではcTCF-nRN̂ はほとんど認められなか-)

たことよ川 述のtyclolICX"lHdcを川いた･jf験でui･/iLたcTGFMRNAが･.i;I;C二･U JJ･されて

いるL)r鮒 はこの斉川 からも巾起される｡ノーザンブロットの亀l潔 ではTGF-β刺激緒

川 lZI'uT･CTCFlllRNAのiJiが )"･J"してお ｡､NucZL･ar川 "("ta叫 でもr-GF-I?刺激後4時

f;IJで転l̀j'17Lfi作のノ亡進がみられることが {･lJほ れたが･24時rEL)後ほどは-Jき｡した紙米

は和られなかった｡他のlH1mCdlalccarl),gcl1L･のInRN∧のiii･を凋べたところ､rrosはほ

とんと胤 1'･されず･ rm･veは無刺激でも多掛 二イiJl:LTCト β川 l;IJ後にやや減少し､

2小暗糊後にはノLにIv<1っていた｡rrosはTCF-I?によ1)7･･li作化さJLることが軌 J,-されて

いる (2日 が､蜘 川 のことで4時J;fJ後には放心が終 ′していると考えら11た｡C-m

ycは常にtL'lJ:されているが､r"JP:jに,Jl解 も速いため辿常のノーザンγ｡ツトでは脚

数では検･LIJ･されない｡ノ糊 C-nl)･CはTCF-βによりtE･():が柑 史抑制されたが､AKR-2B

鞄維井削 迫ではrm･ycはTCF-βにより位 ･LJ:がJrl進するといわれてお r)(2日 ,川じ

線維芽細胞でもccJ=川Cによる述いがあることが梢 された.)EやCROはpDGFによ｡誘

導される)mJllCdlaLe early- Cで分泌されてサイトカイン様の飽きをもつ糖炎nであ l)
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(12)､cTGFも'JT泌される"lmCdlateL･arly脚 ごと考えられるので 比較検討した｡lE

はAK'R-2B線維芽細胞で TCF-1gにより7･lm ･化されることが知られてお.) (2 日 ､

CROはれ丸細胞や1')化細胞ではTCF-,?により抑制きれる (22.23)が,線維芽細

胞での繊ハ･lよない 今凹の･R験ではJEもCROもTCF-1ヲにより24時制後にT.稚 化され

/=が, 1,'の解釈としてTGト ,9はcTGFを.欄 するのでCTCFのPDGF様の作川によっ

∴ : ----r ∴ ･_､ 一 一 : ∴ 三

郎 J作が 90%であ り, 39伽のシステイン絹地の駄イF･作からマウスのCTCF

hornoloRと与え(,れるが･Ken()∩"LIDNAの比較においてもイントロンの良さはy(-なるも

】 ののF",C舶 をも-ていた｡鵬 のフロト タ-飢域を比凱 てみると_3OOb｡までは

80%tXll.引 tているが･それよl)削 lると舶tl･]作は帆くなるOF)sp-12もTCF-19で誘導

きれることかF,TCF-I?にJi応する部位は-3UObl)までにイ(7j･-する･lr能代が苅いことが T･

l 愁された｡リ- 】rcra馳 a㍊ayにおいて823bI)nCTCFのプロモーターがTGF-17によ｡

桝 Hヒさ11たことからこの飢域州 二TGF-PにJi止け る鮒 在が†II/1-.することが示唆され

た｡TraJ一､r- ollの･k験は nLNlH′3T3軌胞を川いたが.ヒト舶 F.A･:細胞でも川 瀬なあt.

米が7!fられたので-!ウスとヒトで)を適のメカニズムが幼いていると考えられた｡

NIII/3T3細胞も線維井細胞山水であるから他の 1-Fk系あるいは-̂JLk系の削 立でTC卜I?
に反応するかどうか外味のもたれるところであり､今後さらに検〟したい○次に823bp

のCTGF7L7モーターにAp-)などの灯'j:凶 fがy,介HT能なIIW･.I:那/lJtすることがni),ち

配列から… きれたので･それらを)Mずつ除いた変災体を作軸したoTGF-βに付す

るJiLM :を糾 したところ図9の如-くP3とP4lCJy7らかに/Y･･がlLf･･たため,TCF-,タに

放応するする附 ;/'は-276から-128の仙 こあることが/JI-唆された｡掛 二P4では

LuclrCrnSC7fr-性=作はTGF-17のイ1･･htEでほとんど変わちなか-)たのに対してGa】actosadase

油性はTCF-f7により5倍に11･･･JullLたためみかけ 一二0-州 を示 したoTI-aIlSlectJOlIの効や

を触dIするIl的でpSV-J2-Ra)actosldaseベ クターをrH川!ft二川いLucl†ulaSe清作 と

calactoゝlda･W77･rtの比をと･)て軌 Fしたが､このフラス ミ′ドに拝まれるSVH)L･arJy

promolerがTGF-I?に的 t-tLたため､巌離な･朗 くでは釦 三な附 になりえなかった｡従･,

てLucirera父im生をTGト L?のll'･軽で比較した均分､九･.X･的に･)源 の刷速j:りみかけ L減

少したと考えられるが･TC卜 I了にbtLttするLWl比 JuしてはP3とP4で例らかに農が

･tlL･Tいることからこのr耶こ/純 するとM.iLでよいと･-iftわれた｡この-276から-Ⅰ28

の,di域 にはNuclcarFactor-I(ド- りの泉･Z:{TI･TTJW ilJ:が 1かTTあるopLasutHIOgCll

Act"･atollnllLb"orlyTX-1の退LL:-(-は NF-1とusFのコンLJネーションでTCF-Pによ

I)活性化されると搬;Llされている (24)○またコラーJ'･ンq2日 )の批 /.は NF-I

桔食掛 経 過してTGF-I?により活性化され (25)馴 捌 党規が特技するので､この
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TG卜 Iiに付する)i応作という山でCTCFと似てお()､cTCFに倒してもNF一指乍介,鮒.lJ;

が･rEIAlなilL'!･1)を米たしているかもLJLない｡

TGト ′子で=I.fliu刺赦してその後TGF-)?を除いても23時I･,U経のLuぐ】rCraSCilTl作が51.LT･

以 J-に川 したことは,lltlJ述のTCF-,?で川 I･･u刺激後のノーザン-/U日 の結果と1ナ

放するものである｡TGF一･日二よ()舶 されたCTGFの凱 こf魚卵 )持掛 二はTGF-I?

のITI(-E土必･&7ないといえるがJ k･Jj:を申11･-させるメカニズムはセく小FyJである｡CTG

F77ミリーの1 1であるLVOVはニワトリQhLtPhn･blasLonlaに- て過剰発現しており､

CTCFがIt'･P,-免税した端合は射 ヒと側連する叶爪汁tもあI)今後検.けしてみたいとゼえ
でい る ｡



まとめ

ヒト親株朋 II胞においてTCF-JによりcTCFIt､RNAの先取が幻的 hJ戊阻湖 Jの違和 を

･壬けずにPか良され･ 一日･発現するとTGF一声のイiJl:は必晋とせずに脚 Sl.･uk-･Jj:l経 がJ･C

進することを′J-'した｡ tI-VIL.oのみならず.nv.voでもrM姑的櫨那 ■三においてTGF-,?に逃

れてCTGFn･RNAの充塊のピークがみられ､両名のt.'ul二は密接なIW係があることが示唆

きれた｡CTGFのgcnom.cDNAを/JT簾し,13kbの塩鹿配列を決起して5佃のエクソ

ンと4個のイントuンからなる構造を明らかにしたoTCF-3によ17823bpのCTCFの7

ロモ-タ~がlT･作化され,TCト ′?rcspnscclcmcntは-276--128の領域にあること

かり増 され/= 今後TCトi?のt的 -が'T媚 されているケロイドや乍身代EJn皮如三について

CTGFの発現を検■･1することが輔態解明にfLh-(.つと思われる｡
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25 01La=nenj ･Itatam∝hÎ anddeC】ombruggheB･(1987)Separateb"dlngSMSEoIEuCleal
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