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D −17　 全身殴強皮症患者皮膚線維芽細胞のタイプ 1コ ラーゲ

ン α 2 （COLIA2 ）プ ロ モーターの in　vivo フ ッ トプリン ト法を用

い た解析

大西
一
徳、 久保田弥恵、石川　治

（群馬大学医学部皮膚科）

［目的］全身性強皮症 （SSc）患者皮膚由来培養線維芽細胞では、

1型コ ラ
ー

ゲ ンの 合成が正常人皮膚由来培養線維芽細胞に比 し亢

進し、その異常は コ ラーゲ ン遺伝子 の転写レベ ルでの充進である

こ とが知 られて い る 。 今回我々は、培養皮膚由来線維芽細胞の

COLIA2 プ ロ モータにおける蛋白 （転写因子）
−DNA 結合状態に

つ い て 、 正常人 とSSc患者の 間に違い があるかを検討した

［対象ならびに方法］ア メ リカリウマ チ学会の SSc診断基準を満

たす 52 歳及び 24 歳の女性患者の皮膚硬化の 明らかな前腕皮膚

よ り通常の explarit　 cUlture 　taで得られた線維芽細胞を用い た 。 対

照 と した正常皮膚線維芽細胞は 24 歳 女性の前腕及び 21 歳、

男性の大腿皮膚より同様の 方法で得られた線維縣 颶包を用 い た 。

全て の線維芽細胞は、継代 3代で ほぼコ ンフ ル エ ン トに達 した時

点で実験に供した。 SSc 患者及び正常人皮膚由来培養線維芽細胞

を dmethyl　sulfate （DMS＞で処理後に genomic　DNA を抽出し、

dgationrmediated　PCR を行 っ た後、6−FAM 標識したプライマ ーを

用い て Vent　polymeraseで伸長 し、得られた 6−FAM 標識 DNA の

フ ラグメ ン トをgenetic翻 yzer で解析した。

［結果］抽出した genomic　DNA に DMS を作用させ て得られた対

照 と、培養細胞に直接 DMS を作用させた後 DNA を抽出して得ら

れたパ タ
ーン との 比較で は 、 これまで報告されて い る転写因子の

結合部位やその近傍に差異が認められたが、 その差異の多くは正

常人と SSc患者の間で の変化は明らかで なか っ た 。 しか しながら、
−170bp近｛旁で は正常人とSSc 患者の間で明らかな差異が認め られ

た 。

［考察］今回の結果では、正常人とSSc患者との間で 明らかな差

異の認められた部位が 、

−155．−173bp の 何 らか の転写活性を抑

制する因子が結合する部位に認められ、その パ ターン が対照とし

た裸の DNA と SSc患者とが類似し正常人 とは異なっ て い たこと

は 、 正常人で この部位に結合する抑制因子が Sth患者で は結合し

てい ない ために 、 COLIA2 遺伝子転写活性が正常人に比し亢進し

て い る可能陛も考えられる 。

【nvivo 　Foσtp磁 ting　Ana玉ysis　on 　the　Human α 2（1）CoUagen
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Patients　w辻h　Sy戚emic 　Sclerosis
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D −18 塩伽 r   a 陽tW　dermal（dendrocyteの嬲 する xvI

型 コ ラーゲ ンは 、 factOr　X ［Ilaによる NCI1 　domainを介した架

橋を形成する
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成人疾患研究部門分子病態）

［目的］α 1（＞CVI）は FACIT グループ の コ ラーゲンで あり、 すで

に
一
次構造は決定 して い るが 、 生理機能は不明で ある 。 今回我々

は、 鉛cω rXma 陽駐de皿 n 証 dendr  yte におい て α 1（跚 ）が活

発に発現して い るこ とを見い だ し、 α 1（顋 ）の架嬌形成に factOr
XHIa （plasma 　transg】utan 血 ase ）が関与 してい るかどうか検討

した。

［対象な らびに方法］（1）正常皮膚や、樹状維胞が豊富に存在す

るとされる皮膚線維腫 、 尋常性乾癬などの組織にお い て 、 α 1

割 ）とfator　X ［肛a の抗体で二 重染色 を行 っ た 。 さらに、 末梢

血単球をGM −CSF，
　IL∫4存在下で培養 して樹状細泡を誘導する 血

Vitroの モデ ルを用い て 、 α 1（XVD と factor　X皿 a 両者の協調的発

現を、 RT−PCR 法， 免疫沈降法によ り検討した 。 （2 ）α 1（XW ）分

子が fa（rtOr　X皿 a の基質としなり得るかを検討するため 、 α 1（》6 の

の n   oo打agenous （NC ＞domainに対す る recorrLbinant 　peptide
を用 い て 、 ［3H ］　putrescine へ の取 り込み能を測定した。

［結果］正常皮膚、 皮膚紡繝 重、 尋常陛乾癬い ずれにお いて も、

α 1◎謂 ）と Factor　X正Ha の陽陛細胞は大部分
一致して いた。

　in

vitro の 系で は mRNA レベ ル 、 蛋白レベ ル い ずれにお い て も、 樹

状細胞へ 分化が誘導されるに従っ て 、 両者の 発現磁茘調 して増強

してい た 。 また、α 1（XVD 　NC 　domain の 囲 】putrescine へ の取

り込みでは、fibronechnとほぼ同等の値を示 し、α IQ （V】）が

鉛 cω rX 腿 a の有効な基質となっ て い る こ とが示された 。 実際 α 1

醐 ）NC 　domainと factDr　XII［laを反応させると高分子複合体

をSDS −PAGE で検出した。

［結論］以上よ り、 XVI 型 コ ラーグ ン は fact（if　X 皿 a 陽陛 d  mal

dendrocyteの有効な分 子マ
ー

カ
ー

であり、NClI・domainが factOr

XIIIaの有効な基質とな りこれが安定化に寄与 して い ると考えら

れる。

IYPe　XVI　co］lagen，　apasSible 　malecular 　marker 　of 　factor　XIIIa＋derm紐

dendヒ℃ 魄 ）s，　b 　a 　potential　subs しrate 且〕r　factor　XIIIa
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