
ラーゲンファミリーと呼ばれている．I型コラーゲンは2
本のa 1（I）鎖及び1本のa 2（I）鎖より成り，これらはそ
れぞれの遺伝子によりコードされている4）．I型コラーゲ
ン遺伝子プロモーター領域の欠失解析による転写調節の
解析はこれまでにいくつかの検討がなされてきてい 
る5〜8）．ヒトa 1鎖Ⅰ型コラーゲン遺伝子（COL1A1）で
はJimenez SAらのグループによる解析がなされている
のみである7, 8）． 今回我々はヒトCOL1A1プロモーター
領域の機能的欠失解析を施行し，転写増強領域に対して
DNA結合因子の解析を行った．

方　　法

1. 線維芽細胞の培養
　線維芽細胞は18歳男性，25歳女性の良性腫瘍摘除術の
際に得た腫瘍辺縁の健常皮膚より樹立した．既報9）に従
い初代培養し2株（N18M，N25F）を得た．細胞は10％ 
fetal bovine serum （FBS）（SIGMA，東京）含有のDul-
becco’s Modified Eagle’s Medium （DMEM）（SIGMA，東
京）にて培養し維持した．各実験に2ないし5のpopula-
tion doubling level （PDL）のものを用いた．

緒　　言

　I型コラーゲンは真皮の膠原線維の主要成分であり，線
維芽細胞により産生される．I型コラーゲン生合成の調節
は種々の生理的，病理的な現象に置いて重要な役割を果
たしており，その多くは転写レベルで調節されているこ
とが知られている1）．またI型コラーゲン発現の調節を研
究することは，真皮膠原線維の増加する皮膚線維症と，
逆に減少する皮膚萎縮症および皺のメカニズムや治療を
考える上で重要である．皮膚線維症の1つである強皮症
においても線維芽細胞のI型コラーゲン産生が転写レベ
ルで増加している2, 3）．従ってI型コラーゲンの転写調節
機構を解析することは本症をはじめとする線維化の治療
を考える上でも重要である．一般にコラーゲンは3本の
a 鎖というポリペプチドからなる3重らせん（3本鎖ヘリ
ックス）構造をつくり，異なった型のコラーゲンのa 鎖
をコードする遺伝子は少なくとも20種あり，これらはコ
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要　旨　我々はヒトa 1鎖I型コラーゲン遺伝子（COL1A1）プロモーター領域の欠失解析を施行し，転写増
強領域に対してDNA結合因子の解析を行った． ルシフェラーゼアッセイをヒト真皮由来線維芽細胞とヒト
COL1A1プロモーターの−2.3キロ塩基対（bp）から＋42 bpをルシフェラーゼ遺伝子に融合したDNAを基本
とし，COL1A1プロモーターを上流側より徐々に欠失させた変異体を用いて行った．その結果，−402 bpまで
の欠失ではほぼ同レベルであった活性が−332 bpまでの欠失で著しく低下し，この間に転写増強領域があると
考えられた．−402 bpから−332bpまでのDNA断片を放射性ラベルし，線維芽細胞の核抽出液を用いてゲルシ
フトアッセイを行ったところ蛋白の結合を示唆するバンドが認められた．置換変異を加えたDNA断片による競
合アッセイにより蛋白は−386 bp〜−371 bpの領域に結合することが判明．ルシフェラーゼアッセイで，その
部に置換変異を加えたコンストラクトでは活性の減少がみられ，同領域が転写増強に関与している可能性が示
唆された．
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luciferase プラスミド1.0 mgと，20 ngのphRL-SV40 ベ
クター（Promega）を共導入させた．48時間後，細胞を
回収し passive lysis buffer （Promega）で溶解し，溶解
液を準備， ルシフェラーゼ活性を Dual Luciferase Re-
porter Assay System （Promega）を用いルミノメーター
で測定した．ルシフェラーゼアッセイには内在性対照と
してSV40 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-
SV40 ベクター（Promega）を用いた．すべての実験は
各群3プレートで行い少なくとも3回繰り返した．

4. 核蛋白の抽出およびGel mobility shift assay
150 mm×25 mm dishにコンフルーエントに線維芽細胞

（N25F）を培養し，PBSで洗浄後ラバーポリスマンを用
いて細胞を得た．核はGroudineの方法13）にて単離した．
核は4倍量の以下の組織を含むバッファー Aすなわち20 
mM Hepes （pH 7.9），1 mM EGTA，0.5 mM dithiothre-
itol （DTT），400 mM NaC1，5％（v/v） glycerol，0.01
％ Nonidet P-40，0.5 mM PMSF，10 mg/ml leupeptin，
10 mg/ml pepstatin Aに懸濁，それを30分間4℃でスタ
ーラーで混和して抽出し，15000回転/分でEppendorf 
チューブで5分間4℃で遠心，上清を4時間，以下のバッ
ファー Bすなわち20 mM Hepes （pH 7.9），50 mM 
NaCl，0.1 mM Na2EDTA，0.5 mM DTT，0.5 mM PMSF，
20％（v/v） glycerolで透析した．それを15000回転/分
でEppendorf チューブで5分間4℃で遠心し，上清を核
蛋白として用いた．蛋白濃度はprotein assay （Bio-Rad 
Laboratories，Richmond, CA, U.S.A.）にて測定した．線
維芽細胞から抽出された蛋白濃度は約2 mg/mlでそれを
1 mg/mlにバッファー Bで調製して実験に用いた．
　Gel mobility shift assayは既報14）に従って行った．1– 
4 mg の核蛋白抽出物を10 mlの以下の溶液で20分26℃で
インキュベーションした． 溶液は20 mM Hepes （pH 

2. 使用したDNAとその構造
　p2.3K COL1A1 Luc，p804 COL1A1 Luc，p610 CO-
L1A1 Luc，p332 COL1A1 Luc （図1） は，すでに報告さ
れているp2.3K a 1（I）CAT 10）のSac I-Kpn I断片（−
2.3kbp〜＋42bp），HindIII-KpnI断片（−804bp〜＋
42bp），XbaI-KpnI 断片（−610bp〜＋42bp），Xba I - 
Kpn I断片（−332bp〜＋42bp）をそれぞれpGEM7（＋）

（Promega，東京）のマルチクローニングサイトに挿入し
てサブクローニングし，そのSacI-XhoI断片を切り出し
pGL2-Basic （Promega）のSacI-XhoI部にその断片を挿
入し作成した．p529 COL1A1 Luc，p481 COL1A1 Luc，
p402 COL1A1 Luc はp610 COL1A1 Lucをその−610 
bpにあるXbaI部よりエクソヌクレアーゼ IIIを用いた
Henikoffの方法11）で転写開始点方向への欠失を行い，正
確な欠失の端の位置をシークエンスにより確認すること
により作成した．YT-1〜YT-6のDNA断片はそれぞれ
pYT-1〜pYT-6より制限酵素BamHI，XbaIで切断し，
アクリルアミドゲルより切り出し作成した．これらのプ
ラスミドは以下のごとく作成した．まず図2に示す各配
列の両端にBamHI，XbaIサイトと外側に任意の3塩基を
加える形にそれぞれ2本鎖となるようにDNAを合成し，
ハイブリダイズ後上記の制限酵素で処理し，それぞれを
pGEM7（＋）（Promega） のマルチクローニングサイト
に挿入して作成した．p610 YT4mCOL1A1 Lucはp610 
COL1A1 LucのXbaI-XbaI断片（−610bp〜−332bp）
を以下に述べる断片と置き換えて作成した．置き換えた
断片は−376bp〜−371bpに図2のYT-4に示す置換変
異をもつ合成DNAを2本鎖にハイブリダイズさせた後
両端をXbaI で消化し，準備したものを用いた．

3. 一過性遺伝子導入およびルシフェラーゼアッセイ
　細胞への一過性のトランスフェクションはFuGene 6 
kit （Roche Applied Science，Indianapolis，USA）を用
い既報12）に従い行った．5×105個の線維芽細胞（N18M）
を6穴組織培養プレートに撒き培養．2日後にCOL1A1-
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図 1　ヒトa 1鎖I型コラーゲン遺伝子（COL1A1）
プロモーターの機能的欠失解析に用いたDNA．

図 2　gel mobility shift assayの競合物として用いたDNA．
置換変異を加えた部分を赤で示す．
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に対して−610bpのp610 COL1A1 Lucでやや上昇する
傾向がみられたが，−332bpへ欠失させたp332 COL1A1 
Lucではp2.3K COL1A1 Lucに対し約47％までの有意
な低下が認められた（図3）．このことは−610bpから−
332bpの間にCOL1A1の転写を上昇させるDNA領域が
存在することを示唆している．そこでさらに詳細なCO-
L1A1の欠失構造をもつコンストラクトを作成し（図4），
さらなる欠失解析を施行した．その結果，−610bp〜−
402bpでやや上昇する傾向がみられたが，−332bpへの
変異体で−610bpのものに対し約63％の有意な低下が
認められた（図5）．

2.	 ヒトa 1鎖Ⅰ型コラーゲン遺伝子（COL1A1）プロ
モーター領域−402bp〜−332bpに結合するDNA
結合因子の解析

　上記の結果よりそのエレメントに結合し，COL1A1転
写を上昇させるDNA結合因子の存在を調べる目的でgel 

7.5），0.5 mg/ml BSA，150 mM NaC1，1 mM Na2 EDTA，
0.5 mM DTT，2.5 mgのpoly-dI-dC，T4 polynucleotide 
kinaseで 32Pをエンドラベルした104 c.p.m.（approx．
0.2 ng） の二重鎖DNAを含む． 反応後，2 mlの sample 
buffer ［30％（v/v）glycerol，0.2％（w/v） Bromophenol 
Blue 0.2％ （w/v） Xylene Cyanol］を加え，6％ポリアク
リルアミドゲルでTBE buffer （89 mM Tris，89 mM bo-
ric acid 8 mM Na2 EDTA）にて電気泳動した．ゲルをX
線フイルムにてX線蛍光撮影を行いデンシトメーターに
て解析した．

5. 統計処理
　結果を平均値±標準誤差で表し， 検定はANOVAの
Tukeyで行い，ソフトはSPSS15を使用した．P値が0.05
以下で有意と判定した．

結　　果

1.	 ヒトa 1鎖Ⅰ型コラーゲン遺伝子（COL1A1）プロ
モーター領域の機能的欠失解析

　p2.3K COL1A1 Luc，p804 COL1A1 Luc，p610 CO-
L1A1 Luc，p332 COL1A1 Luc （図1）を用いてルシフ
ェラーゼアッセイを行った．相対的ルシフェラーゼ活性
はプロモーター部分が−2300 bpのp2.3K COL1A1 Luc
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図 3　ヒトa 1鎖I型コラーゲン遺伝子（COL1A1）
プロモーターの機能的欠失解析の結果．
＊；p＜0.01 （vs p2.3K COL1A1 Luc）

図 4　詳細なヒトa 1鎖I型コラーゲン遺伝子
（COL1A1）プロモーターの機能的欠失解析に用いたDNA．

図 5　詳細なヒトa 1鎖I型コラーゲン遺伝子
（COL1A1）プロモーターの機能的欠失解析の結果．

＊；p＜0.01 （vs p610 COL1A1 Luc）

図 6　gel mobility shift assayの結果（1）
図2のYT-1（Wild type）のDNAに32Pをエンドラベルし
て反応に用いた．検出された3本のバンドを矢印で示した．
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じめYT-2，YT-3，YT-5では競合されるが， 対照の
PBR-322の断片（BamHI×SphI，191bp）とともにYT-4
では競合されなかった．なお他の2本のバンドはYT-1，
YT-2，YT-3，YT-4，YT-5で競合されなかった（図
7）．
　YT-4の変異を加えた部分は−386bp〜−371bpの
CTTCCACCTTTGGAAGの回転対称形を示す興味深い
シークエンス部位である．YT-4の変異はその下流に相
当する部分に施行されている．それゆえに上流に変異を
加えたDNA断片（YT-6）を競合物に用いて第3番目の
gel mobility shift assayを施行した．その結果，最も上方
にみられるバンドは前の実験同様 YT-1，YT-2，YT-3，
YT-5では競合されたがYT-4のみならずYT-6でも競
合反応は認められなかった（図8）．

mobility shift assayを施行しその結果を図6に示した．
−402bp〜−332bp DNA断片を32Pで標識して各量の
核蛋白抽出物と反応させた．核蛋白なし（レーン1）に
対しレーン2〜5で濃度依存性に2本（ゲルの上方から2
本）， また濃度非依存性に1本（ゲルの上方から3本目）
のバンドが認められた（図6）．

3.	 DNA結合因子の結合するDNA 領域の検索
　先のgel mobility shift assayを種々の競合物DNAを
加えて施行し，その蛋白の結合部位を検索した．−402bp
〜−332bp DNA断片を32P標識して図2に示す各所に
変異を加えたDNA断片をそれぞれ競合物として200倍
量加えるgel mobility shift assayを施行した．その結果，
最も上方にみられるバンドが野生型の断片（YT-1）をは
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図 7　gel mobility shift assayの結果（2）
図2のDNA断片（YT1〜5）を用いて競合アッセイを行った．対照としてpBR322か
ら切り出したDNA断片を用いた．競合反応がみられるバンドを矢印で示した．

図 8　gel mobility shift assayの結果（3）
図2のDNA断片（YT1〜6）を用いて競合アッセイを行った．競合反応がみられる
バンドを矢印で示した．
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にされた．そしてさらなる検索からそのDNA領域は−
386bp〜−371bpでそこに特異的に結合するDNA結合
因子の存在が示唆された．Jimenez SAら7）の実験で，同
部を含むコンストラクト（最終点−463bp）と同部を含
まないコンストラクト（最終点−369bp）のアッセイの
結果では我々のように有意差をもって後者で低下が認め
られず，我々の結果と矛盾している．その理由としては
遺伝子導入する細胞が我々はヒト皮膚由来線維芽細胞株
を用いているのに対し彼らはマウスNIH3T3細胞を用
いている点が考えられる．本遺伝子で転写調節に関与す
るDNA領域は，転写開始点より約30塩基対上流にある
いわゆるTATA boxといわれるもの，約100塩基対上流
に存在するいわゆるCAT boxといわれるCCAAT配列
が知られている15）．我々の実験では最終点−332bpまで
のプロモーターの欠失でのアッセイを試みたが，Jime-
nez SAら7）はさらに最終点−174bp，−84bpまで欠失さ
せたコンストラクトを用いNIH3T3 細胞で検討してお
り，−84bpまでの欠失で著しく活性の低下することを報
告している．さらにヒトCOL1A1の転写レベルでの調節
機構の検討は，basal levelのみならず増殖因子やサイト
カインなどによる刺激後の遺伝子プロモーター領域の欠
失解析によって検討がなされている．TGF-b の線維芽細
胞のⅠ型コラーゲン遺伝子発現活性化作用やTNF-a の
Ⅰ型コラーゲン遺伝子発現抑制作用に対する発現調節機
構の解析によりなされており，TGF-b ではa 1鎖Ⅰ型コ
ラーゲン上流遺伝子−174bp〜−84bpをTGF-brespon-
sive sequencesとし，−164bp〜−142bpに局在するSp1
類似DNA結合部位でのDNA-蛋白質結合活性の増加を
伴って，COL1A1転写が活性化されるとしている7）．ま
たHitrayaら8）の論文では発症初期の全身性強皮症由来
線維芽細胞を用いてのヒトCOL1A1プロモーター領域
欠失解析を行い，TGF-bresponsive sequences内の，Sp1
およびnuclear factor1（NF-1） に認識される−129bp〜
−107bpと−104bp〜−78bpに局在する結合部位での
DNA-蛋白質結合活性の増加を伴って，ヒトCOL1A1の
転写が活性化されるとしている．TNF-a に関しては同
遺伝子の−101bp〜−97bpと−46bp〜−38bpの2箇所
を介してなされていることが明らかにされている10）．
　gel mobility shift assay （図8）で−386bp〜−371bpの
CTTCCACCTTTGGAAGの回転対称形を示す部位に，
−402bp〜−332bpの転写増強に関与していることが示
唆される蛋白が，結合していることが明らかとなった．
gel mobility shift assayの結果からは最も上方のバンド
がこの配列に特異的に結合するものと考えられ，また他
の2本のバンドはDNAに非特異的に結合する核内に存
在する蛋白である可能性が考えられた．特に最下層のバ

4.	 ヒトa 1鎖Ⅰ型コラーゲン遺伝子（COL1A1）プロ
モーター領域の欠失および置換変異によるCO-
L1A1転写活性への影響

　p610 COL1A1 Lucの−376bp〜−371bpに置換変異
を加えて作成したp610 YT4mCOL1A1 Lucのルシフェ
ラーゼ活性はもとのp610 COL1A1 Lucの活性に対し約
48％と有意に低下が見られた． 一方同時に施行した−
332bpの欠失体すなわちp332 COL1A1 Lucはp610 CO-
L1A1 Lucの活性に対し約51％と有意に低下が見られた

（図9）．

考　　察

　ヒトa 1鎖Ⅰ型コラーゲン遺伝子（COL1A1） プロモー
ター領域の欠失解析による転写調節の解析はこれまでに
Jimenez SAらのグループにより解析がなされてい 
る7, 8）．彼らはchloramphenicol acetyltransferase （CAT） 
をレポーター遺伝子として種々の長さのヒトCOL1A1
プロモーター領域を融合したコンストラクトを使用し
て，CATアッセイによって行っている．彼らはプロモー
ターの中枢側（proxinal region） の部分（−174bp〜 
−84bp）に調節領域を見出している．今回，我々は ルシ
フェラーゼ遺伝子をレポーター遺伝子として，彼らのも
のとは異なった長さのCOL1A1プロモーター領域の断
片をそれに融合させて作成したコンストラクトを用い
て，ルシフェラーゼアッセイにより，ヒトCOL1A1プロ
モーターの機能的欠失解析を施行した．
　今回の我々の結果はbasal levelでの解析であるが， 
−402bp〜−332bpが転写増強領域であることが明らか
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図 9　�ヒトa 1鎖I型コラーゲン遺伝子（COL1A1） プロモ
ーターの欠失および置換変異によるCOL1A1転写活
性への影響

p610 YT4mCOL1A1 Lucはp610 COL1A1 Lucの−376bp
〜−371bpに図2，YT-4の置換変異を加えて作成した．
p610 COL1A1 Lucおよび−332bpへのdeletionすなわち
p332 COL1A1 Lucとともにルシフェラーゼアッセイを行っ
た．
＊；p＜0.01 （vs p610 COL1A1 Luc）
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