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要旨 

 Connective tissue growth factor(CTGF)の過剰産生は，線維増殖性

疾患，瘢痕形成などの組織線維化に密接に関与している．組織線維化の過程に

おいて transforming growth factorβ1（TGFβ1）によって発現誘導され

る CTGF遺伝子の転写調節には転写因子 serum response factor（SRF）お

よびその調節因子である myocardin-related transcription factor

（MRTF）の関与が示唆されているが，十分な解析がされていない．我々は今回，

ヒト皮膚線維芽細胞を用いて CTGF発現制御における SRFの役割を詳細に解析

した．その結果，TGFβ1による速やかなCTGF発現誘導においては意外にもMRTF

は関与しておらず，異なる調節因子である ternary complex factor（TCF）

が p38活性化を介して SRFと協調的に CTGFの発現を亢進していることを明ら

かにした．さらに TGFβ1により発現誘導された CTGFは，皮膚線維芽細胞の筋

線維芽細胞への形質転換を誘導することを見出した．  

 

Key words: TGFβ1, CTGF， SRF，human dermal fibroblast, fibrosis  
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Ⅰ．緒言 

 肺，腎，肝臓，皮膚などの臓器の線維化は重症化すると生命を脅かす原因と

もなり，その治療および予防が生命予後にもたらす影響は大きい．様々な臓器

の線維化を特徴とする代表的疾患の 1つに全身性強皮症がある．全身臓器の線

維化を引き起こす原因として炎症細胞，内皮細胞から放出される様々な成長因

子やサイトカインの関与が報告されているが，その中でも中心的な役割を果た

すと考えられるのが transforming growth factor-β（TGFβ），殊に TGF-β1

である 1，2）． TGF-β1は皮膚線維芽細胞で転写因子 Smad2/3および Smad4を

介してⅠ型コラーゲン遺伝子発現を誘導するが，強皮症患者の皮膚線維芽細胞

では TGFβのオートクラインにより恒常的活性化が起こり，Ⅰ型コラーゲン遺伝

子の発現が亢進するとされる 3）． CTGFもまた，全身性強皮症の病因として重

要なサイトカインと考えられてきた．CTGFは CCNファミリーの 1つで，CCN2

として知られる分泌型タンパク質である．細胞増殖，細胞外マトリックスの産

生，細胞遊走および血管新生の亢進など多岐にわたる作用が知られ，創傷部皮

膚で発現亢進した CTGFは線維芽細胞の増殖や細胞外マトリックス産生を亢進

することで治癒を促進する 4）．一方，全身性強皮症患者の血清および皮膚，培

養線維芽細胞では CTGFの過剰発現が確認され 5-7)，他の多くの線維化疾患にお

いても発現の異常亢進が認められている．これらことから，CTGF発現制御の破

綻が皮膚を始め組織線維化の要因となる可能性が示唆される．慢性的な CTGF

過剰発現のメカニズムについてこれまでに解析例はあるが，いまだ未解明な部

分も多い 7，8）．  

また線維芽細胞や上皮細胞から生じる筋線維芽細胞（myofibroblast）は，

各臓器において細胞外マトリックスを過剰産生し，線維化の過程に密接に関わ

っていることが明らかとなっている 9）． この引き金となる有力候補も TGF-β1

であり，上皮細胞の転写制御因子 MRTFを活性化し，さらに Smad系を介した細

胞接着の解離， SRFを介した細胞骨格のリモデリングによる運動能亢進ととも

に，筋線維芽細胞への形質転換を惹起する 10）．前述した CTGF遺伝子の転写調

節領域にも SRF認識配列となる CArG配列が存在しているが 11)，これまで SRF
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を介した CTGF発現の制御については未解明な部分が多かった．CTGFは筋線維

芽細胞への形質転換に関与することも報告されている 8)．以上のことから，皮

膚線維芽細胞において TGF-β1が MRTF/SRFを活性化することで CTGF発現の

亢進や筋線維芽細胞への形質転換を引き起こし，線維化を惹起しているのでは

ないかと推測される．そこで本研究では，ヒト皮膚由来の培養線維芽細胞を使

用して，TGF-β1依存的な CTGF発現における MRTF，SRFの役割を明らかにす

るとともに，その活性制御に関わるメディエーターについて解析，検討を行っ

た． 
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Ⅱ．研究材料及び方法 

1.培養細胞 

成人ヒト皮膚線維芽細胞（PromoCell）は培養フラスコ（IWAKI）中で

Fibroblast Growth Medium2（PromoCell）を用い，37℃，5％CO2存在

下で培養を行った．継代培養は 0.25%トリプシン（Nacalai）溶液処理によっ

て行った． 

2.siRNA導入 

ヒト皮膚線維芽細胞を細胞密度2×10
4
 細胞／cm

2で播種し，Lipofectamine 

RNAiMAX Regent（Life Technologies）を用いて各種 siRNAを導入した．

siRNA導入 24時間後に PBSで洗浄後，0.2％BSA（ウシ血清アルブミン）およ

び 1％Insulin-Transferrin-Selenium-X（ITS）（Life Technologies）

添加 Dulbecco’s Modified Eagle Media（DMEM）に培養液を交換した．

その 24時間後より TGFβ1を 20 ng／mlの濃度で添加し，24時間および 120

時間後にサンプル化した．siRNAはすべて Sigmaから入手した．各 siRNAの

ターゲット配列は以下のとおりである． ヒト SRF：CCGCGTGAAGATCAAGATGGA，

ヒト MRTF-A：GACACCTCGGAATTGCACTTT，ヒト MRTF-B：

GGACGAGAGAACAACTAGTGG，ヒト TCFs：CAGAAGTTTGTCTACAAGTTT，ヒト 

CTGF：CCTATCAAGTTTGAGCTTT.対照として発現抑制効果を持たないことが検

証されたコントロール siRNA（Sigma）を用いた． 

3.ウエスタン解析 

細胞を PBSで洗浄後，SDSサンプルバッファー［125 mM Tris-HCl，pH6.8，

2％SDS，10％グリセロール，0.01％BPB＋1％プロテアーゼ阻害剤カクテル

（Nacalai），1％ホスファターゼ阻害剤カクテル（Nacalai）]を用いて細胞

を溶解した．SDSサンプルはポリアクリルアミドゲル（10～11％）を用いて

SDS-PAGEを行い，PVDF膜（Millipore）に転写した．5％スキムミルクを含

む TBS-T （20 mM Tris-HCl，pH7.5，150 mM NaCl，0.01% Tween20）

で 30分のブロッキング後，抗体反応を行った．一次抗体は標的タンパク質に対

する特異抗体，抗 α-Smooth Muscle抗体（1A4；Sigma），抗 CTGF抗体（L-20；
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Santa Cruz），抗 α-tubulin抗体（DM1A；Sigma）を CanGet Signal 

solution（TOYOBO）で希釈して用い，二次抗体として一次抗体に対応した HRP

標識抗マウス IgG抗体，抗ヤギ IgG抗体（GE healthcare）を用い,化学発

光により検出した． 

4.定量的リアルタイム PCR 

Real Time ready Cell Lysis Kit（Roche）により調製した RNAを含む

細胞溶解液を鋳型として，Transcriptor Universal cDNA Master（Roche）

を用い cDNAを合成した．定量的リアルタイム PCRは KAPA SYBR
®
 FAST qPCR 

Master Mix （日本ジェネティクス）を用い，95℃30秒，（95℃5秒-60℃30

秒）×40サイクルの反応条件で行った．内部標準遺伝子にはグリセルアルデヒ

ド 3リン酸脱水素酵素（GAPDH）を用いた．遺伝子特異的なプライマーは以下

の配列を使用した．ヒト CTGF：5’-TGGAAGAGAACATTAAGAAGGGC-3’

（forward），5’-GCTCAAACTTGATAGGCTTGGAG-3’（reverse），ヒト

α-SMA(ACTA2)：5’-CTGACCCTGAAGTACCCGATAGAA-3’（forward），

5’-GGGGCAACACGAAGCTCATT-3’（reverse），ヒト

GAPDH:5’-ACCCACTCCTCCACCTTTGAC-3’(forward），

5’-TCCACCACCCTGTTGCTGTAG-3’．  

5．免疫染色 

ヒト皮膚線維芽細胞を細胞密度 2×10
4
 細胞／cm

2としてカバーグラス上に播

種し，前述と同様siRNAの導入および無血清処理，TGFβ1刺激を行った． TGFβ1

刺激開始 120時間後に固定液（4％パラホルムアルデヒド，4％スクロース，PBS）

で 15分間固定した．その後 PBSで洗浄し，37℃でブロッキング液（0.2％

TritonX-100，0.2％BSA，2％スキムミルク，PBS）を用いて 30分間染色前

処理を行った．標的タンパク質に対する特異抗体，抗 α-Smooth Muscle抗体

（1A4；Sigma）を用いて 4℃で一晩の反応後，Alexa488蛍光標識二次抗体

（Life Technologies）を用いて検出した．繊維状アクチンは Alexa568蛍

光標識ファロイジン（Life Technologies）を用いて染色した． 

6.試薬 
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試薬の入手先および使用濃度は以下の通りである.TGFβ1：20 ng/ml（R＆D 

systems），Jasplakinolide：100 nM，LatrunculinB：1 μM，SB220025：

20 μM，U0126：20 μM，anisomycin：4 μM，SP600125：20 μM（いずれ

も Calbiochem）．各種阻害薬は，サンプル化の 6時間前に投与した．各阻害薬

のコントロールとして溶媒であるジメチルスルホキサイド（DMSO）を使用した． 

7．統計学的解析 

各実験は独立の実験として 3回以上実施した．実験結果の統計処理は両側分

布の Studentの t検定を用い，p＜0.05を有意差ありと見なした．  
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Ⅲ．結果 

1．TGF1β刺激 24時間後の CTGF発現における MRTFおよび SRFの発現抑制の

影響 

 ヒト皮膚線維芽細胞を用いて SRF， MRTFの siRNAを導入し，それぞれの遺

伝子を発現抑制した際の TGFβ1依存的な CTGF発現の変化（24時間後）を定量

的リアルタイム PCRおよびウエスタンブロット法にて検討した．MRTFは

myocardin，MRTF-A，MRTF-Bよりなるファミリーを形成し，線維芽細胞では

MRTF-Aと MRTF-Bが発現している．MRTF-A，MRTF-Bの siRNAは混合して使

用した（MRTFs siRNA）．なお siRNAを導入したそれぞれの遺伝子の発現量は，

コントロール siRNAと比較し 20～30％以下に低下していることを定量的リア

ルタイム PCRで確認した．その結果，SRFの発現抑制により TGFβ1刺激に伴う

CTGF mRNA発現増加の約 50％が抑制された．一方，MRTF-Aと MRTF-Bの共

発現抑制では影響が認められなかった（図 1A）．ウエスタン解析でも同様に，

SRFの発現抑制により TGFβ1刺激による CTGFタンパク質発現量亢進の減少を

認めたが，MRTF-Aと MRTF-Bの共発現抑制で CTGF発現誘導に影響は認められ

なかった（図 1B）．これより TGFβ1依存的な CTGF発現誘導に SRFは関与して

いるが，MRTFは関与していない可能性が示唆された．  

2.Jasplakinolideによる CTGF発現の変化 

 TGFβ1依存的な CTGF発現に対する MRTFの関与についてさらに検証を行う

ため，MRTF活性化作用を示す Jasplakinolideを用いた実験を行った． MRTF

は単量体アクチンとの結合が外れると核内へ移行し，SRFと結合し細胞骨格制

御などに関わる SRF標的遺伝子群の発現を亢進する 12）．Jasplakinolideは

繊維状アクチンの安定化によって単量体アクチンを枯渇させ，MRTFの核内

移行を促進して SRF依存性転写を活性化する 12）．従って MRTFが CTGFの遺伝

子発現に関与している場合，Jasplakinolideは TGFβ1非依存的に CTGF遺

伝子発現を亢進する．しかし検証の結果，Jasplakinolide投与によって CTGF

の発現誘導は起こらず，TGFβ1による発現誘導も逆に阻害される結果となった

（図 2）．この際，陽性対照として MRTF-SRF依存的に発現制御を受ける α-SMA
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の発現亢進は認められた（data not shown）.これらの結果より，TGFβ1依

存的な初期の CTGF発現誘導において MRTFは関与せず，異なる経路による SRF

活性化が起こっている可能性が示唆された． 

3．TCFの発現抑制および p38活性化による CTGF発現の変化 

 CTGF発現に関与する SRFの活性化経路を検証するため，Rho-アクチン

-MRTF経路以外のSRFの活性化経路として知られるMAPキナーゼ経路の関与に

ついて阻害薬を用いた実験を行った．SB220025，U0126，SP600125はそれぞ

れ p38，MEK，JNKの阻害薬である．これらを添加した際， TGFβ1依存的な

CTGF mRNA発現量は SB220025によって大きく抑制され（約 80％減少）， 

SP600125でも抑制（約 60％減少）された（図 3A）．一方，p38の活性化剤で

ある anisomycinを添加すると著明な CTGF mRNA発現亢進が起こることを確

認した（図 3B）．以上より，ヒト皮膚線維芽細胞における TGFβ1依存的な CTGF

発現誘導には，ストレス応答に関わる MAPキナーゼ，特に p38が関与している

可能性が示唆された．そこで，SRFの調節因子として MAPキナーゼにより活性

制御を受ける TCFに注目した．TCFには，Elk1，Net，Sap1の３種が存在す

る．この 3つすべてを発現抑制するように設計した siRNA（TCFs siRNA）を

遺伝子導入し，TGFβ1依存的な CTGF発現量の変化を検討した．その結果，CTGF

の発現は大きく抑制（約 60％減少）され（図 3C），ウエスタン解析においても

TGFβ1刺激による CTGFタンパク質発現亢進の減少が認められた（図 3D）．こ

れより TGFβ1依存的な CTGF発現制御には，p38活性化から TCFを介した SRF

の活性化が関与していることが示唆された． 

4.CTGF遺伝子発現抑制による α-SMA発現の変化 

各臓器の線維化部位に認められる特徴的所見として，筋線維芽細胞の出現が

ある．この線維芽細胞から筋線維芽細胞への形質転換に TGFβ1が深く関与して

いることが報告されている 10）．また，線維化に深く関わる CTGFも TGFβ1依存

的に速やかに発現が亢進する．そこでヒト皮膚線維芽細胞を用い，CTGFによる

筋線維芽細胞への形質転換に及ぼす影響について検討した．筋線維芽細胞への

形質転換の指標は，平滑筋型 αアクチン（α-SMA）の発現とした．ヒト皮膚線
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維芽細胞に TGFβ1刺激を加えた際，24時間ではほとんど α-SMA発現の亢進は

見られないが，長期的に投与することで発現が亢進してくることが認められた

（deta not shown）.そこで siRNAを用いて CTGFを発現抑制した上で TGFβ1

刺激 120時間後の α-SMA発現の変化を検証した．その結果，CTGFの発現抑制

によりα-SMAのmRNA発現誘導が対照と比較し約60％減少することが確認され

た（図 4A）．ウエスタン解析でも同様に，CTGFの発現抑制によって α-SMAタ

ンパク質の発現減少を認めた（図 4B）．さらに α-SMAの発現および細胞の形態

的変化について免疫染色により観察を行った．その結果，コントロール siRNA

ではTGFβ1の120時間投与によりストレスファイバーは太くはっきりとした状

態に変化し，α-SMA陽性となっていた．これに対し，CTGF siRNAでは TGFβ1

長期刺激後も α-SMAの発現は起こらず，さらにストレスファイバーも TGFβ1

刺激をしない細胞と同様に細い状態であった（図 4C）．これらの結果より，CTGF

はヒト皮膚線維芽細胞において，TGFβ1刺激による筋線維芽細胞への形質転換

の過程に必須の役割を果たすことが明らかとなった． 
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Ⅳ．考察 

各臓器の線維化は著しい QOLの低下を招くだけではなく重症化により生命予

後を脅かす原因ともなり，その治療や予防法の確立が医療に与える影響は大き

い．しかし現時点では有効な治療法は存在せず，早期の確立が望まれている．    

CTGFは細胞増殖や細胞外マトリックスの産生など組織線維化に密接に関与

していると考えられている．全身性強皮症を始めとする多くの線維化疾患にお

いても発現の異常亢進が認められることから 13），CTGF発現抑制は線維化疾患

の治療や予防のカギとなると考えられる．組織の線維化には TGFβ1が重要な役

割を果たすことが知られているが，CTGF遺伝子の発現も TGFβ1によって強く

誘導される．TGFβ1による CTGF発現誘導について，これまで TGFβシグナル

伝達で代表的な Smadを介した経路について主に解析がなされてきた 14-16)．そ

の中で，細胞内のアクチン動態により活性が制御される MRTF-SRF経路を介し

た CTGF発現誘導を示唆する報告もある 11）．しかし，その詳細は明らかでなか

った．我々はこれまで，TGFβ1による上皮細胞から筋線維芽細胞への上皮‐間

葉転換の過程に MRTF-SRF経路による遺伝子発現制御が深く関わることを明ら

かにしてきた 10)．そこで皮膚繊維芽細胞における CTGFの発現誘導への MRTF

による転写制御の関与を想定して検討を行った．その結果，TGFβ1刺激後速や

かに起こる CTGF発現誘導には，SRFによる転写活性化が重要であることが確

認された（図 1）．しかも SRFによる転写活性化に機能していると想定された

MRTFの関与がないことが明らかとなった（図 1，図 2）．Jasplakinolideに

よる MRTF活性化は α‐SMAなど MRTF-SRF経路によって制御される標的遺伝

子群を活性化するが 12），CTGF発現に関しては効果がないどころか TGFβ1によ

る発現誘導をむしろ阻害する結果となった（図 2）.一般に SRFはそれ単独では

転写活性化能が弱く，MRTFのような転写調節因子が協調的に働くことにより標

的遺伝子の転写活性を亢進する 12）．SRF依存的な転写制御に関わる経路として

は主に 2種が知られている．1つは低分子量 Gタンパク質 Rho依存的なアクチ

ン動態依存的な MRTFを介する経路，もう 1つは MAPキナーゼによる TCF活性

化を介する経路である 12）．いずれの調節因子も SRFと結合して異なる標的遺伝

http://bsd.neuroinf.jp/wiki/%E4%BD%8E%E5%88%86%E5%AD%90%E9%87%8FG%E3%82%BF%E3%83%B3%E3%83%91%E3%82%AF%E8%B3%AA
http://bsd.neuroinf.jp/wiki/%E4%BD%8E%E5%88%86%E5%AD%90%E9%87%8FG%E3%82%BF%E3%83%B3%E3%83%91%E3%82%AF%E8%B3%AA
http://bsd.neuroinf.jp/w/index.php?title=MAP%E3%82%AD%E3%83%8A%E3%83%BC%E3%82%BC%E4%BC%9D%E9%81%94%E7%B5%8C%E8%B7%AF&action=edit&redlink=1
http://bsd.neuroinf.jp/w/index.php?title=MAP%E3%82%AD%E3%83%8A%E3%83%BC%E3%82%BC%E4%BC%9D%E9%81%94%E7%B5%8C%E8%B7%AF&action=edit&redlink=1
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子群の活性化に機能し，主に MRTF経路は細胞骨格や細胞運動，筋分化に関わる

遺伝子群を制御し，TCF経路は細胞増殖に関わる前初期遺伝子（immediate 

early genes）を制御していることが知られている 12）．我々の解析結果では，

MAPキナーゼのうち細胞のストレス応答に関わる p38と JNK，特に p38の活性

化が重要であることが明らかになった（図 3）．さらに TCFの発現抑制により

TGFβ1依存性 CTGF発現誘導が顕著に抑制されたことから，TGFβ1-p38－

TCF/SRFという経路によって CTGF発現誘導が起こることが示唆された（図 3）． 

MRTFと TCFは SRFとの結合に対して競合することが知られており 12），

Jasplakinolideによる MRTF活性化が TGFβ1依存性の CTGF発現を抑制し

た原因は TCF-SRF経路を阻害した可能性が考えられる． 

前述のとおり，全身性強皮症をはじめケロイド，肺線維症，糸球体硬化症な

どの線維化疾患では，TGFβ1依存的な CTGF発現において Smad系の関与が数

多く報告されている 14-16）．しかし今回の我々の解析によって，皮膚線維芽細胞

において TCF-SRF経路は CTGF発現に重要な役割を果たしていることが明らか

となった．p38は炎症，虚血などのストレス応答で活性化される 17）．全身性強

皮症では自己免疫異常や虚血が，ケロイド形成では炎症による創傷治癒の遅延

などが発症に関わっているという報告もあり 18,19），本来は生理的な創傷治癒過

程にも重要な働きを持つ CTGFの発現制御に p38経路が深く関わっている可能

性がある．近年，p38は炎症や免疫異常が関与する疾患において注目されてお

り 17），新たな治療・創薬のターゲットとなりうる可能性が示唆される．   

さらに今回の解析から，ヒト皮膚線維芽細胞において TGFβ1による筋線維芽

細胞への形質転換にCTGFの発現誘導が必須であることを明らかにした（図4）．

筋線維芽細胞は盛んな細胞増殖，細胞外マトリックス産生および不可逆的な収

縮により組織の肥厚，硬化，拘縮などに関わることから 9)，今回明らかにした

p38-TCF/SRFによる CTGFの発現制御に加え，CTGFの機能部位に対する中和

抗体や阻害ペプチドといった分子標的治療薬などの CTGF発現抑制あるいは機

能抑制が，これら症状に対する治療ターゲットとなり得ることを示している．
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本研究を臨床検体を用いた解析でさらに検討することにより，CTGF発現異常が

関わる皮膚線維化病変の発症メカニズムの解明につながることも期待される． 
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稿を終えるに当たり，本研究の機会を与えてくださり，御指導・御校閲を賜り

ました岩手医科大学医歯薬総合研究所神経科学研究部門・祖父江憲治副学長な

らびに岩手医科大学皮膚科学講座・赤坂俊英教授に厚く御礼申し上げます． 

また，本研究の研究方針ならびに実験手技，論文作成などに一貫して熱心な御

指導を賜りました岩手医科大学医歯薬総合研究所神経科学研究部門・真柳平講

師に心より御礼申し上げます． 
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Abstract 

Hyperproduction of connective tissue growth factor (CTGF) is 

implicated in various organ fibrosis including skin.  Although 

previous reports had suggested that the MRTF-SRF pathway, which 

plays a critical role in actin dynamics-dependent 

transcriptional regulation, mediates TGF-induced CTGF 

expression, the precise molecular mechanism has not been 

elucidated so far. In this report, we examined the contributions 

of SRF and MRTF on TGF-induced CTGF expression in human dermal 

fibroblasts. Unexpectedly, our results demonstrated that MRTF 

is not required for TGFβ-induced immediate CTGF expression, but 

SRF acts as a crucial regulator in cooperation with TCF, another 

transcriptional co-factor for SRF, via activation by p38MAPK. 

We furthermore demonstrated that depletion of CTGF expression 

prevented TGFβ1-dependent transformation from dermal 

fibroblasts to myofibroblasts involved in profibrotic events. 

Our results have suggested that inhibition of TCF/SRF-dependent 

CTGF induction may be a potential therapeutic target for skin 

fibrosis. 
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付図説明 

図 1．各種 siRNA導入による 24時間 TGFβ1刺激後の CTGF遺伝子およびタン

パク質発現の変化 

siRNAの導入後 TGFβ1を投与して 24時間後にサンプル化した． 

A．CTGF mRNA発現量の変化  

B．CTGFタンパク質発現量の変化 

各数値は平均値±標準誤差．*ｐ＜0.05, **p＜0.01，n.s：有意差なし． 

図 2．MRTF活性化剤投与時の CTGF mRNA発現量の変化 

各数値は平均値±標準誤差. n.s：有意差なし． 

図 3．MAPキナーゼ阻害薬，p38活性化剤投与時および TCFs siRNA導入時の

CTGF mRNA発現量，タンパク質発現量の変化 

各試薬は TGFβ1投与後 18時間後に添加し，6時間後（TGFβ1開始から 24時

間後）にサンプル化した． 

A-C．CTGF mRNA発現量の変化  

D．CTGFタンパク質発現量の変化 

各数値は平均値±標準誤差.*ｐ＜0.05, **p＜0.01. 

図 4．CTGF siRNA導入による 120時間 TGFβ1刺激後の SMA遺伝子およびタ

ンパク質発現の変化 

A．α-SMA mRNA発現量の変化  

B．α-SMAタンパク質発現量の変化 

C．α-SMA染色および細胞骨格の変化 

上段：α-SMA染色像，下段：phalloidin染色像 

スケールバー：50μm 

各数値は平均値±標準誤差.*ｐ＜0.05, **p＜0.0
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