
方　　法

1. 線維芽細胞の培養
　線維芽細胞株をアメリカリウマチ協会の診断基準8）を
満たしている4人の強皮症患者（42歳女性，45歳女性，
47歳女性，61歳女性）の皮膚から強皮症診断時に使用す
る皮膚生検組織より得て培養し確立した．また，3人の
健常人（25歳女性，48歳女性，49歳女性）皮膚由来線維
芽細胞は,形成外科的手術の際に得た皮膚組織より培養
した.なお,これらの強皮症および健常人由来の線維芽細
胞はインフォームドコンセントを得たうえで培養,使用
している．初代培養を既報9）に従いoutgrowth method
にて行った．得られた細胞株をS-42F，S-45F，S-47F，
S-61F，N-25F，N-48F，N-49Fとそれぞれ名付けた．
細胞は10％FBS含有のDulbecco’s Modified Eagle’s Me-
dium（DMEM）にて培養し維持した．なお今回用いた
強皮症皮膚由来線維芽細胞のコラーゲン産生活性はすで
に報告されており10），mRNAレベルで正常細胞のそれに
対して数値化されており（％），以下の通りである．
S42F：189％，S45F：95％，S47F：239％，S61F：352
％．各実験には2ないし10のpopulation doubling levelの
ものを用いた.

緒　　　言

　強皮症は皮膚および内臓に過剰にコラーゲンが蓄積す
ることを特徴とする線維性の結合組織病である．近年，
限局性，全身性強皮症ともにその皮膚硬化にPUVA療法

（8-methoxypsoralen（8-MOP）投与後，長波長紫外線
（UVA）を照射する方法）が有効であったとする多数の
報告1〜5）がみられるが，この治療による皮膚硬化改善の
メカニズムは現在なお不明である．UVAの単独照射は培
養ヒト真皮線維芽細胞に対し，コラーゲンの分解を開始
させる特異なメタロプロテアーゼである，コラゲナーゼ

（MMP-1）の発現を誘導するが 6, 7），I型コラーゲン
mRNA発現には効果を示さないことが知られている6）．
これまでに培養ヒト真皮線維芽細胞への8-methoxypso-
ralen（8-MOP）存在下UVA照射のコラゲナーゼ発現へ
の影響は報告されているが7），I型コラーゲン発現に対す
る8-methoxypsoralen（8-MOP）存在下UVA照射の効
果はまだ調べられていない．それゆえに，我々は正常お
よび強皮症真皮由来培養線維芽細胞のI型，III型コラー
ゲン合成能とコラゲナーゼ遺伝子発現に対する8-MOP
存在下UVA照射の効果を検討した.
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8-methoxypsoralen存在下UVA照射の正常および強皮症線
維芽細胞のI型，III型コラーゲン合成能に対する効果
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要　旨　近年強皮症の皮膚硬化に対するPUVA療法（8-methoxypsoralen（8-MOP）投与後，長波長紫外線
（UVA）を照射する方法）の有効性が数多く報告されているが，この治療による皮膚硬化改善のメカニズムは不
明である．我々は正常および強皮症患者真皮由来培養線維芽細胞のI型，III型コラーゲン合成能とコラゲナー
ゼ遺伝子発現に対する8-methoxypsoralen（8-MOP）存在下UVA照射の効果を検討した．8-MOP存在下UVA
照射は正常人および強皮症患者線維芽細胞ともにI型，III型コラーゲン合成とこれらのmRNAレベルをUVA
照射量依存性に減少させ，一方でコラゲナーゼ遺伝子発現は不変のままであった．コラーゲン合成の抑制が皮
膚硬化に対するPUVA療法の有効性のメカニズムの1つであることが示唆された．
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光，現像しデンシトメーターで放射能活性を数値化した．

6. 使用したDNAとその構造
　プラスミッドp2.3KCOL1A1Lucはヒトa 1（I）コラー
ゲン遺伝子（COL1A1）プロモーター部分－2.3キロ塩基
対 （kbp） から＋42base pair （bp） がルシフェラーゼ遺
伝子に融合したものである． すでに報告されている
p2.3Ka 1（I）CAT 18） のSacI-KpnI断片（－2.3kb〜＋
42bp）をpGEM7（＋）（Promega, USA）のmulticloning 
siteのSacI-KpnI部に挿入しサブクローニングし，その
SacI-XhoI断片を切り出しpGL2-Basic（Promega, USA）
のSacI-XhoI部にその断片を挿入し作成した．ルシフェ
ラーゼアッセイの内在性対照としてCMV immediate 
earlyエンハンサープロモーターとウミシイタケルシフ
ェラーゼ・レポーター遺伝子を持つphRL-CMV Vector 

（Promega, USA）を用いた．

7. 一過性遺伝子導入およびルシフェラーゼアッセイ
　細胞の一過性のtransfectionはFuGene 6 kit （Roche 
Applied Science, Switzerland）を用い既報19）に従い行っ
た．5×105個の線維芽細胞を6-well組織培養プレートに
撒き培養．2日後に培養液を10-5Mの8-MOPを含む10
％FBS加DMEMに換え， 引き続いて0.3 J/cm2のUVA
を照射し，そのまま24時間培養，そしてp2.3KCOL1A1 
Luc 1.0 mgと20 ngのphRL-CMV Vector （Promega, 
USA）をco-transfectionさせた．48時間後，細胞を回収
しpassive lysis buffer （Promega, USA）で溶解しlysate
を準備，Luciferase活性をDual Luciferase Reporter As-
say System （Promega, USA）を用いルミノメーターで
測定した.

2. 細胞増殖能（DNA合成量）測定
　線維芽細胞の増殖能は既報11）に従い行った．線維芽細
胞を6穴組織培養用プレートに コンフルーエントに培
養． 様々な濃度の8-MOP含有のDMEMにて24時間培
養，［6−3 H］ thymidine （spec. act. 15.0 Ci/mmol，NEN 
Chemicals，USA）1 mCi/mlを添加しさらに3時間培養し
た．トリクロール酢酸にて処理後，沈殿を1M水酸化ナ
トリウムにて溶解，一部の放射活性をliquid scintillation 
counterで測定した.

3. 8-methoxypsoralen（8-MOP）添加培養と 
UVA照射

 コンフルーエントに達した状態で，10−5 Mの8-MOPが
添加された10％FBS含有DMEMで24時間培養し，その
後UVA照射（0.3〜2.4 J/cm2）を行い，さらに24時間培
養した.

4. コラーゲン生合成能の測定
　UVA照射後培地を5 mCi/ml［2, 3−3 H］proline （Am-
ersham, England）， および50 mg/mlのL-ascorbic acid 
2-phosphate含有したDMEMと交換し，24時間培養し
た．この培養上清を回収し，carrier proteinとして最終
濃度100 mg/mlのウサギⅠ型コラーゲン（SIGMA, USA）
を加え，最終濃度10％のトリクロール酢酸による沈殿に
てコラーゲンを回収した． 沈殿を0.05M酢酸に溶解し，
最終濃度0.03％ペプシンで4℃，3時間反応させた後，エ
タノール沈殿にて回収した．回収したコラーゲンサンプ
ルの一部は2-メルカプトエタノールにより還元し，
SDS-5％ポリアクリルアミドゲル電気泳動で分離，ゲル
を乾燥後，X線フィルムに露光し，デンシトメーターを
用いて解析し，値を細胞数で補正した.

5. RNAの抽出とノーザンブロット
　 全 RNA を pheno l /gua id ium i so th i ocyana te

（TRIsol®Reagent，インビトロジェン，Japan）により
培養線維芽細胞より抽出．各RNA（8 mg per lane）を1
％アガロースゲルにて電気泳動後，ナイロン・フィルタ
ーに移し，ethidium bromide染色により泳動量を確認，
UV cross linking で固定prehybridizaton し，定法によ
り各DNA probe とhybridization した．DNA probeとし
てa 1（Ⅰ）collagen 12），a 2（Ⅰ）collagen 13），a 1（III）col-
lagen 14），a 1（VI）collagen 15），collagenase（MMP-1）16）

およびglyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
（GAPDH）17）を用いた．それぞれのcDNA probe はnick 
translation法を［a−32 P］dCTP（Amersham，England）
を用いて行った．Filterは洗浄後，放射線フィルムに感
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表 1　�正常および強皮症線維芽細胞のDNA合成活性に対す
る8-methoxypsoralenの影響

8-methoxypsoralen
の濃度

放射性tymidine
線維芽細胞DNA合成への取り込み

［103 dpm/dish］

正常線維芽細胞 強皮症線維芽細胞

0 22.86±5.28 17.46±2.48
4×10−7 21.72±2.02 15.33±2.19
4×10−6 23.12±3.45 15.40±1.17
4×10−5 16.28±1.17 13.91±1.52
4×10−4      1.07±0.19＊      3.92±0.24＊

正常線維芽細胞としてN-25F，N-48Fを，強皮症線維芽細
胞としてS-42F，S-45F，S-47Fを用いた．結果はmean±
S.E.Mで表した．＊対照に対するP＜0.01
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2. 正常および強皮症線維芽細胞のI型およびIII型コ
ラーゲン合成能に対する8-methoxypsoralen（8-
MOP）存在下UVA照射の影響

　正常線維芽細胞に対する8-MOP存在下での0.3〜
2.4 J/cm2のUVA照射でI型およびIII型コラーゲン合成
がUVA照射量依存性に減少がみられた（図1）．その値
は2.4 J/cm2のUVA照射でa 1（I） およびa 2（I） および
a 1（III） コラーゲンでそれぞれ対照の63.3％，68.4％，
62.2％と有意に減少が認められた（表2）．強皮症線維芽
細胞においても同様にコラーゲン合成はUVA照射量依
存性に減少がみられた．2.4 J/cm2のUVA照射でa 1（I）
およびa 2（I）およびa 1（III）コラーゲンでそれぞれ対照
の65.3％，66.9％，64.8％と有意に減少が認められた（表
3）．

3. 8-methoxypsoralen（8-MOP）存在下でのUVA照
射は正常および強皮症線維芽細胞のI型およびIII
型コラーゲンmRNAレベルを低下させる

　ノーザンブロットの結果では8-methoxypsoralen（8-
MOP）存在下での0.3〜2.4 J/cm2のUVA照射は正常線

8. 統計処理
　結果をcontrolに対するpercentage（平均値±Stan-
dard error of mean,以下SEM）で表し，統計的有意差は
Student’s t testで測定した．P値が0.05以下で有意差と
した.

結　　果

1. 正常および強皮症線維芽細胞の細胞増殖活性に対
する8-methoxypsoralen（8-MOP）の影響

　正常，強皮症線維芽細胞ともにDNA合成活性は10−7

〜10−5 Mの8-MOPとの培養では特に変化は認められな
かった．一方，10−4 M濃度の8-MOPとの培養後は両細
胞とも，浮遊し，死滅する細胞が観察されるとともに，
正常細胞で対照細胞の約5％に，強皮症細胞で対照細胞
の約20％にまで減少し， この濃度は細胞に対しtoxic 
dose であった（表1）．
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図 1　�正常線維芽細胞のI型およびIII型コラーゲン合成能に対する8-methoxypsoralen
（8-MOP）存在下UVA照射の影響（N-48Fを用いた）

線維芽細胞を10％FBS含有のDMEMで，37℃，5％CO2の条件下コンフルーエントに
達した状態で，10-5Mの8-MOPが添加された10％FBS含有DMEMで24時間培養し，
その後UVA照射（0.3〜2.4J/cm2）を行い，培地を50 mCi/ml［2, 3−3 H］proline，50 
mg/mlのL-ascorbic acid 2-phosphateを含有したDMEMと交換し，24時間培養した．
この培養上清からコラーゲンをトリクロール酢酸，エタノールによる沈殿を行い回収し
た．回収したコラーゲンサンプルは2-メルカプトエタノールにより還元し，SDS-5％
ポリアクリルアミドゲル電気泳動で分離，ゲルを乾燥後,X線フィルムに露光し，デン
シトメータを用いて解析した．
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線維芽細胞のa 1（I）コラーゲンの転写活性を60.2％まで
に減少させた（図3）．8-MOP存在下での0.6 J/cm2以上
の照射量は一過性の遺伝子導入に障害を与えたので
0.6 J/cm2以上の照射による実験は施行しなかった.

考　　察

　全身性強皮症は皮膚および種々の臓器にコラーゲンの
過剰な沈着による線維化を特徴とする全身性結合組織病
である．推定されている抗線維化因子（薬剤）たとえば
インターフェロンー a 20），D-ペニシラミン21），リコンビ
ナント・ヒト・インターフェロンー g  22），リコンビナン
ト・ヒト・リラキシン23）などはすでに全身性強皮症の線
維化に対して治験的に試みられたがよい結果は得られて
いない24）．限局性1, 3〜5）および全身性強皮症2, 4）の皮膚硬
化病変に対するPUVA療法の有効性がいくつかの論文
として報告されている．近年，我々もPUVA療法による
全身性強皮症の皮膚硬化に対する有効性を経験し報告し
た25）．しかしながら強皮症の皮膚硬化に対するPUVA療
法の有効性のメカニズムは不明のままである.
　培養線維芽細胞に長波長紫外線（UVA）照射を単独で
行うとコラゲナーゼ発現が誘導されるが6, 7），一方ではI
型コラーゲンの発現に影響はみられない6）．我々の実験

維芽細胞のa 1（I），a 2（I） およびa 1（III） コラーゲン
mRNAレベルをUVA照射量依存性に著しく減少させた
が，一方でa 1（VI）コラーゲンmRNAレベルはわずかに
減少がみられるのみで，コラゲナーゼmRNAレベルは不
変であった（図2a）．発現レベルを数値化すると2.4 J/cm2

のUVA照射でのa 1（I），a 2（I），a 1（III）およびa 1（VI）
コラーゲンとコラゲナーゼmRNAレベルはGAPDHに
よる補正値でそれぞれ対照の48％，42％，43％，83％，
97％であった（図2b）． 強皮症線維芽細胞においてa 1

（I），a 2（I） およびa 1（III）コラーゲンmRNAレベルは
8-MOP存在下での0.3〜2.4 J/cm2のUVA照射で著しく
減少がみられたが，コラゲナーゼmRNAレベルは不変が
保たれた（図2c）．発現レベルを数値化すると2.4 J/cm2

のUVA照射でそれぞれ43％，43％，41％で，一方コラ
ゲナーゼmRNAレベルの値は102％であった（図2d）．
培養線維芽細胞への8-MOP存在下でのUVA照射はa 1

（I）コラーゲン遺伝子（COL1A1）プロモーター活性を
減少させる
　上流2.3 kbのa 1（I）コラーゲン・プロモーター遺伝子
とレポーター遺伝子としてルシフェラーゼ遺伝子を融合
されたDNAを用いたルシフェラーゼアッセイの結果で
は8-MOP存在下での0.3 J/cm2のUVA照射は培養正常
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表 2　�正常線維芽細胞のⅠ，Ⅲ型コラーゲン合成に対する8-methoxypsoralen存在下での
UVA照射の影響

UVA照射量
（J/cm2）

Ⅰ型a 1鎖コラーゲン Ⅰ型a 2鎖コラーゲン Ⅲ型a 1鎖コラーゲン

0 100±3.03 100±4.04 100±3.27
0.3 91.1±2.71 96.8±0.99 98.3±0.54
0.6 77.3±2.44＊ 83.8±2.41＊ 87.7±3.09
1.2 71.5±1.29＊＊ 81.9±2.41＊＊ 74.6±3.07＊＊

2.4 63.3±2.44＊＊ 68.4±3.45＊＊ 62.2±3.33＊＊

正常線維芽細胞としてN-49F，N-48Fを用いた．結果はmean±S.E.Mで表した．＊対照
に対するP＜0.05　＊＊対照に対するP＜0.01

表 3　�強皮症線維芽細胞のⅠ，Ⅲ型コラーゲン合成に対する8-methoxypsoralen存在下で
のUVA照射の影響

UVA 照射量
（J/cm2）

Ⅰ型a 1鎖コラーゲン Ⅰ型a 2鎖コラーゲン Ⅲ型a 1鎖コラーゲン

0 100±5.31 100±7.99 100±4.89
0.3 93.2±2.71 95.6±3.85 97.3±4.66
0.6 78.2±4.39＊ 83.8±2.41＊ 84.7±3.11＊

1.2 72.3±3.25＊＊ 76.4±3.48＊＊ 71.6±3.07＊＊

2.4 65.3±7.34＊＊ 66.9±4.61＊＊ 64.8±6.51＊＊

強皮症線維芽細胞としてS-42F,S-45F,S-47Fを用いた．結果はmean±S.E.Mで表した．
＊対照に対するP＜0.05　＊＊対照に対するP＜0.01
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によって説明される．我々は0.3〜2.4 J/cm2のUVA照射
量で実験を行ったが，彼らはその実験の中で9あるいは
18 J/cm2のUVA照射量を用いている．さらにScharffet-
terら6）は6から60 J/cm2のUVA照射単独でコラゲナー
ゼ発現が誘導されたと報告している．これらの結果は培
養線維芽細胞のコラゲナーゼ発現の誘導には高照射量の
UVA照射が必要であることが示唆された．
　我々の研究では8-MOP存在下でのUVA照射が線維

結果は正常および強皮症線維芽細胞に対して8-MOP存
在下でUVA照射を行うと線維芽細胞のI型，III型コラー
ゲン合成を減少させることを示し，またコラゲナーゼ遺
伝子発現にはわずかな影響がみられるのみであった．
Herrmannら7） は8-MOP存在下でのUVA照射が6倍も
の線維芽細胞のコラゲナーゼ発現がみられたと報告し
た．コラゲナーゼ発現の彼らの結果と我々の結果との矛
盾点はそれぞれの研究で用いられたUVA照射量の違い
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図 2　�正常および強皮症線維芽細胞のI型，III型，VI型コラーゲンおよびコラゲナーゼmRNAレベルに対する
8-methoxypsoralen（8-MOP）存在下でのUVA照射の影響

a：正常線維芽細胞（N-49F）でI型a 1鎖，I型a 2鎖，III型a 1鎖，VI型a 1鎖コラーゲン，コラゲナーゼ　お
よびGAPDHのcDNAプローブを用いてノーザンブロットを施行した．
b： 正常線維芽細胞（N-25F，N-48F，N-49F） を用いたノーザンブロットをデンシトメーターで定量化し，
GAPDH値で補正した．結果はmean±SEMで示した．
＊：p＜0.05 vs 対照　＊＊：p＜0.01 vs 対照
c：強皮症線維芽細胞（S-42F，S-61F）を用いてノーザンブロットを施行した．
d： 強皮症線維芽細胞（S-42F，S-45F，S-447F，S-61F） を用いて施行したノーザンブロットを定量化し， 
GAPDH 値で補正した．結果はmean±SEMで示した．
＊：p＜0.05 vs 対照　＊＊：p＜0.01 vs 対照

a b
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転写を抑制することを明らかにした．我々の研究は
8-MOP存在下でのUVA照射が培養正常線維芽細胞の
コラーゲン合成能を転写レベルで抑制することを示して
いる．強皮症線維芽細胞のI型コラーゲン産生が転写レ
ベルで増強されていることが明らかにされており，これ
は強皮症における真皮の線維化の形成に対する1つの重
要な病態生理学的なメカニズムである33, 34）．それゆえに，
I型コラーゲンの産生を転写レベルで抑制する方法を行
うことが，この疾患の皮膚硬化の治療への可能で重要な
アプローチであるといえる.我々は，正常細胞のみである
が8-MOP存在下でのUVA照射による線維芽細胞の遺
伝子発現レベルでのコラーゲン合成の抑制が強皮症の皮
膚硬化に対してPUVA療法が有効性に働く主要なメカ
ニズムであることを示唆させる．それに加えて8-MOP
存在下で線維芽細胞に高照射量のUVA照射を行った時
には，コラゲナーゼ発現が増加されることがもう一つの
有効なメカニズムとして働くであろう.

結　　論

　強皮症の皮膚硬化に対するPUVA療法（8-methoxyp-
soralen（8-MOP）投与後，長波長紫外線（UVA）を照
射する方法）の有効性のメカニズムは現在なお不明であ
る．今回の我々の結果では8-MOP存在下でのUVA照射
により正常および強皮症由来の培養線維芽細胞の遺伝子
発現レベルでのコラーゲン合成の抑制がみられ，これが
その主要なメカニズムであることが示唆された.

　謝　　辞　稿を終えるにあたり，御指導，御高閲を賜
りました本学皮膚科学教室の山崎雙次教授に深謝いたし
ます．また，研究を直接御指導いただきました同教室の
籏持　淳教授に感謝の意を表します.
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図 3　�培養正常線維芽細胞のa 1（I） コラーゲン遺伝子
（COL1A1）プロモーター活性に対する8-MOP
存在下でのUVA照射の影響

正常線維芽細胞（N25-F，N-48F）を10-5Mの8- 
methoxypsoralen加DMEMで24時間培養後0.3 J/cm2

のUVAを照射した後，p2.3KCOL1A1Luc 1.0 mgと
20 ngのphRL-CMV Vector （Promega, USA） を
co-transfectionさせた．結果はmean±SEMで示した．
＊：p＜0.01 vs 対照
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