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論文 内容の要旨

Myocardin-related trans cription factor A （服TF-A) regulates TGF-f3 2-induced type 
I collagen production in human lens epithelial cells. 

(Myocardin 関連転写因子 A (MRTF-A） は， ヒ ト水晶体上皮細胞において TGF- /3 2 の誘導に
よりI型コラーゲン産生を 調節する）

（奥野孟， 黒坂大次郎， 今泉利康， 坂本うみ， 酒井大典， 三部篤）
(Journal of Iwate Medical As s ociation 70巻 4号平成 30年10月掲載）

I. 研究目的
水晶体上皮細胞は3 白内障手術後に前嚢下 白内障および、後嚢胞 白濁をもたらす筋線維芽

細胞様細胞に分化転換される． これに伴い， 分化転換した 水品体上皮細胞は， 筋線維芽細
胞のバイオマーカーで、あるα平滑筋アクチン （ α －SMA） を発現するだけでなく，I 型コラ
ーゲンからなる細胞外マ トリックス も産生する． この現象は上皮間葉移行（ EMT） と して
知られている． これらの細胞外マ トリックスの沈着 は， 視覚機能の低下， ならびに前嚢
の関口部の収縮 などに伴う術後合併症 に直接つながる． したがって EMTを 予防し，これら
の細胞外マ トリックスの沈着を 減少させることが重要である．

形質 転換増殖因子－/3 (TGF- /3 ） は， 水晶体上皮細胞， 網膜色素上皮細胞，乳房 上皮細
胞，および腎尿細管 上皮細胞における EMTの誘導における重要な因子である. TGF- /3はこ
れらの細胞においてα －SMA 発現 およびコラーゲン産生を促進する． 最近，乳房 上皮細胞お
よび腎尿細管 上皮における EMTにミオカルジン関連転写因子 A（服TF-A） が重要な役割を
果たすことが報告されている.MRTF-Aは，細胞質に隔離された転写補助活性化因子である．

TGF-/3刺激後，MRTF-A は核内に移行し， α－SMAを 含む遺伝子 発現を促進するために血清
応答 因子 （ S RF ）と相互作用する．

本研究は， MRTF-A の効果を明らかにするために， ヒ ト水晶体上皮細胞において服TF-A
に対する低分子干渉RNA (siRNA） で トランスフェクション し検討した． さらにα－SMA お
よびI型コラーゲンの発現に対する服TF-A阻害剤である CCG203971の効果も検討した．

II. 研究対象ならび方法
1. (1）抗ME TF A抗体＇ (2）抗GAPDH抗体 （ChemiconInternational, Temecula, CA, US A) 

を 用いて RT-P CR を 行い， ゲ、ル調製および電気泳動条件の試料調製を 行った． イムノプロ
ッ トにおけるバンド強度は，Image J 1. 38を 用いて 半定量化した．
2. 免疫染色はHLE-B3を0.1% F BS 含 有させたDMEM中で 培養（Lif e Technologies , Inc. ) 
した． 次に， 細胞を TGF-/3 12. 5ng/ ml (Sigma, S t. Louis , MO） で 24時間処理した．
3. ヒ ト 水晶体上皮細胞（HLE-B3）を 服TF Aに標的と なる siRNA(siMRTF ）と 対照と なる
siRNA (siLuc）を 使用し， トランスフェクト した ． 細胞からの全問Aは定量的 リアルタイム
P CR (RT-P CR） を 行 った．
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4. HLE-B3を 0.1% F BS 含 有するD MEM中 で 培養 した． 次に， 細胞を 24時間 12.5ng I ml 
の TGF-8 2 (Sigma, St. Louis, MO） で処理した. CGG203971をD MSOに溶解 し， 3µ Mまた
はlOµ MになるようにD肥 Mで希釈 した.3µ MまたはlOµ MのCGG203971または 0.1%D MSO 
を TGF-8 2 処理の 1時間後のHLE-B3細胞に処理した．

統計分析はスチューデン トの T検定および一元配置分散分析， Tukey の 多重比較を 用い
て検討を 行った．

ill. 研究 結果
MRTFには MRTF-Aお よび－Bが存在する.HLE-B3細胞では肥TF-Aの mRNAが 発現 したが，

MRTF-Bの 誠NAは 発現 しなか った．
TGF-8 2 が 服TF-Aの 核 移行を促進するかど うかを 調べ MRTF-Aは TGF-8 2 の な い場合

には細胞質に残 ったが， TGF-8 2 処理により 核に移行した．
HLE-B3細胞をMRTF-Aに対する siRNAで トランスフェクト した場合， MRTF-Aの m附Aの

発現は対照の siRNAを有する細胞と比較 して減少した. TGF-8 2 は服TF-Aの 凶NAの発現
を わずかに 増加 させたが， この増加は 有意で、はなか った．

MRTF-AがHLE-B3細胞におけるα－SMA 発現と 関連するかど うかを 調べるために， 対照の
siRNAまたは MRTF-Aの si則Aをトランスフェクト した細胞を 12.5ng I mlの TGF-8 2を含
ませた場合と 含まな い場合で 24時間培養 した. TGF-8 2 は， 対照siRNAをトランスフェク
ション した HLE-B3 細胞におけるα－SMA発現を 増加 させた． この 増加は服TF-A を si悶A
で処理したHLE-B3細胞において阻害 された．

MRTF-AがHLE-B3細胞においてI型コラーゲン 発現と 関連 しているかど うかを 調べるた
めに，対照siRNAまたは MRTF-Aの si悶Aをトランスフェクト した細胞を 12.5ng I mlの
TGF-8 2 の存在下または非存在下で 24時間培養 した. TGF-8 2 は対照siRNAで トランスフ
ェクト された日LE-B3 細胞におけるI 型コラーゲン 発現を 増加 させた． MRTF-A の si悶A

で処理したHLE-B3細胞において部分的に阻害 された．
MRTF-A阻害剤である CGG203971がα－SMAおよびI 型コラーゲンの発現を減少させるか

ど うかを 決定するために， CGG203971を 添加または無添加に対 して 12.5ng I mlの TGF-8
2 で処理したHLE-B3細胞を培養 した. 12. 5ng I mlの TGF-8 2は，HLE-B3細胞におけるα

-SMAおよびI型コラーゲン 発現を 増加 させたが，CGG203971はこれらの 増加を 用量依存的
に阻害 した．

N. 結 語
この研究では， TGF-8 2 は MRTF-Aの 核 移行およびHLE-B3細胞におけるα－SMAおよびI

型コラーゲンの 凶NAの発現を促進 した . MRTF-Aのノック ダウンは， これらを 抑制 した．
MRTF-A阻害剤である CGG203971は， TGF-8 2 によって誘導 されたHLE-B3細胞におけるα
-SMAおよびI型コラーゲンの mRNAの発現を阻害した． これらの結果は，MRTF-AがHLE-B3
細胞の EMTにおいて重要な役割を 果たすことが示唆された． 以 上 よりCGG203971のような
阻害剤が TGF-8による水品体上皮細胞の EMTを阻害する可能性があると考えられる．
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論文審査の結果の要旨
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水晶体上皮細胞は， 白内障手術後に前嚢下 白内障および 後嚢胞 白濁をも たらす筋線維芽
細胞様細胞に分化転換される． 分化転換し た水品体上皮細胞は， 臼平滑筋アクチン（ α －SMA)
やI型コラーゲン等の細胞外マ トリックスを産生する． この現象は上皮間葉移行（ EMT） と
して知られている． 細胞外マ トリックスの沈着 は， 視覚機能の低下や術後合併症を引き起
こす．

形質 転換増殖因子 －8 (TGF-8 ） は， 水品体上皮細胞， 網膜色素上皮細胞における EMT
の誘導における重要な 因子である． ミオカルディン関連転写因子 A（服TF-A）は， 細胞質に
隔離され た転写補助活性化因子 であり， EMT の誘導に重要な 働き を示す. TGF-8刺激 後，
MRTF-Aは核内に移行し， α －SMAを含む遺伝子 発現を促進する ために 血清応答 因子（ S RF )
と相互作用する． 本研究は水晶体上皮細胞において成長因子 （ TGF-8 ） 刺激 が服TF-Aを介
してα －SMA 及び I型コラーゲンの発現に 影響 を与 える 影響 を検討し たものである． ヒ ト水
晶体上皮細胸HLE-B3細胞において， TGF-8 2 は MRTF-Aを核内 移行させ， α －SMAや I型コ
ラーゲンの発現を促進 させることを明らかにし た． これらの知見は，MRTF-Aが ヒ ト水晶体
上皮細胞における上皮間葉移行（ EMT） に重要な関与 を示唆している． さらに服TF-A阻害
剤である CG G203971が TGF-8による水品体上皮細胞の EMTを阻害し，細胞外マ トリックス
の沈着を減少させる可能性がある 事 を示 し た． 学位に 値する論文である．

試験・試問の結果の要旨
水晶体上皮細胞の上皮間葉移行（ EMT） と 分化誘導因子 ，MRTF-A阻害剤である CGG203971

の今 後の臨床応 用に ついて，ま た実際の実験の内容に ついて試問を行い， 適切な 解答を得
た． 学位に 値する 学識 を有していると考える． ま た， 作成され た学位論文において， 剰窃・
盗作などの研究不正 がな いことを確認し た．

参考論文
1) E ffe ct of gree n te a pol yphe nol s on gl ucocorticoid-induce d cataract formation in 

chick e mb ryo （ニワ トリ匹における グルココルチコイド誘発白内障形 成に 及ぼす 緑茶
ポリフェ ノールの影響 ） （ 前田加奈子 ， 他 8名 と共著 ）
岩手医学雑誌 6 9巻， 4号（ 2017)

2 )  初心者の白内障手術における 粘弾性物質による 眼圧および角膜内皮細胞への影響 （坂
本うみ， 他 7名 と共著 ）
岩手医学雑誌6 9巻， 3号（ 2017)




