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研究成果の概要（和文）：角膜線維芽細胞(keratocyte)はTGF-β刺激を受けると、活性化し、筋線維芽細胞様の形態を
示すようになった。また、TGF-β処理によりkeratocyteのインテグリンα11(ITGA11)、α-SMA、fibronectinの発現は
亢進した。ITGA11およびcalcium- and integrin-binding protein 1（CIB1）を高発現させた細胞はTGF-βに対する感
受性が亢進した。また、緑茶成分epigallocatechin-3-gallate (EGCG)はTGF-βtype IIレセプターに結合し、TGF-βの
作用を阻害することが判明した。

研究成果の概要（英文）：When corneal fibroblast (keratocyte) was stimulated by TGF-beta, the keratocytes s
howed myofibroblast-like morphology. In addition, the expression of integrin alpha11 (ITGA11), alpha-smoot
h muscle actin (alpha-SMA), fibronectin in keratocytes was increased by TGF-beta treatment. Sensitivity to
 TGF-beta was up-regulated in the cells constitutively expressing ITGA11 or calcium-and integrin-binding p
rotein 1.  It was suggested that ITGA11 and CIB1 could be the target protein of the organ fibrosis treatme
nt.Furthermore, we found that the green tea component epigallocatechin-3-gallate (EGCG) binds to TGF-beta 
type II receptor and inhibits the action of TGF-beta.
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１．研究開始当初の背景 
TGF-βは創傷治癒・組織線維化の過程におい
て中心的な役割を果たす増殖因子であり、肺
線維芽細胞を TGF-β で刺激すると種々のイ
ンテグリンの発現が亢進することを我々は
発見していた。そこで、TGF-βとインテグリ
ンの細胞内シグナル伝達は影響し合って創
傷治癒や組織線維化に寄与しているのでは
ないかという、着想に至った。インテグリン
は細胞表面に存在する接着分子で、2 つの異
なるタンパク質サブユニット（αとβ）から
なるヘテロ2量体の膜貫通糖タンパク質であ
る。インテグリンα11(ITGA11)はもっとも新
しく発見されたαサブユニットでα11β1 イ
ンテグリンは type I コラーゲンへの細胞接
着を媒介する。しかし、ITGA11 の創傷治癒過
程における役割については不明である。 
角膜はコラーゲン線維の規則的配列とその
隙間を埋めるプロテオグリカンのバランス
によってその透明性を維持している。ヒト角
膜において ITGA11 は妊娠 8 週頃より検出さ
れ、ITGA11 がコラーゲンの規則的配列を制御
することに関与する可能性や円錐角膜では
ITGA11 の発現が亢進することが報告されて
いる。これらのことから ITGA11 は角膜の発
生、創傷治癒に重要な役割を果たしているこ
とが推測される。 
 
２．研究の目的 
角膜実質に対する傷害は角膜線維芽細胞
(keratocyte)を活性化させ、コラーゲンなど
の細胞外マトリックスの合成・分泌を促進し、
たとえ治癒しても角膜に混濁が生じること
がある。角膜線維芽細胞を TGF-βで刺激する
とコラーゲンレセプターである ITGA11 の発
現が上昇することを我々は見出した。本研究
の目的は眼創傷治癒過程において TGF-βシ
グナルとインテグリンがどのように連携し
ているかを明らかにし、インテグリンの機能
を制御することにより角膜実質混濁の原因
となっている過剰な線維化を阻止する方法
を確立することである。 
 
３．研究の方法 
(1) TGF-β処理による角膜線維芽細胞の変化 
角膜線維芽細胞を血清非存在下で 24 時間培
養後、培地内の TGF-β濃度を変化させ、48
時間後に細胞形態を観察した。また、TGF-β
処理した細胞の lysate を回収し、各種抗体
で western blot 解析を行った。 
(2) ITGA11 および CIB1 の線維化における役
割 
ITGA11、および ITGA11 の細胞内ドメインと
結合する CIB1 を恒常的に発現する線維芽細
胞を確立し、それらを高発現している細胞が
TGF-β刺激に対してどのような挙動を示す

かを検討した。 
(3) EGCG が TGF-βの作用に及ぼす影響 
EGCGと TGF-βtype II レセプターの結合は免
疫沈降法とアフィニティークロマトグラフ
ィーにより解析した。 
 
４．研究成果 
(1) 角膜線維芽細胞(keratocyte)を TGF-β
処理すると濃度依存的に筋線維芽細胞様の
形態を示すようになった（図 1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  図 1角膜線維芽細胞(keratocyte)を 
TGF-β処理した際の形態変化 

 
 
(2) 角膜線維芽細胞(keratocyte)を TGF-β
処理すると濃度依存的に ITGA11、α-SMA の
発現が増加した（図 2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2 keratocyte を TGF-β処理して、 
48 時間後に western blot 解析。 

 
 
(3)ITGA11、CIB1 を高発現する安定細胞株を 
確立し、その細胞を TGF-β処理すると高発 
現していない場合と比較してフィブロネク 
チンの発現が増加し、TGF-βに対する感受性
が亢進していることが推察された（図 3）。 
 



 

 

 
図 3 CIB1 または ITGA11 を高発現する線維
芽細胞を TGF-β処理して、48 時間後に
western blot 解析。 
 
(4)線維芽細胞を TGF-β処理したとき、EGCG
は濃度依存的にα-SMA の発現を抑制した 
（図 4）。また、TGF-β処理するとリン酸化
Smad2/3 の核内移行が観察されたが、EGCG 処
理を加えるとその核内移行は減少した（図 5）。 

図 4 α-SMA に対する EGCG の効果。EGCG、TGF-
βを 24 時間作用させた後に、western blot
解析。 

図 5 Smad2/3 の局在に対する EGCG の効果。
Smad2/3(緑)とアクチンストレスファイバー
（赤）の細胞内局在を示す。核は DAPI(青)
で示す。A, control;B, TGF-β処理；C, EGCG
処理；D, TGF-βと EGCG 処理 。 
DAPI, 4’,6-diamidino-2-phenylindole.  

 
TGF-βtype II レセプター（TGFRII）を高発
現させた cell lysate と抗 TGFRII 抗体を用
いて EGCG が TGF-βと TGFRII の結合を阻害
することを免疫沈降法で確認した（図 6）。 
 

図 6 TGF-β type II receptor (TGFβ-R2)
を高発現させた cell lysate を EGCG あるい
は catechin で処理した後、抗 TGFβ-R2 抗体
で免疫沈降し、さらに抗 TGFβ-R2 抗体で
western blot 解析。 
 
また、catechin はその結合を阻害しなかった
ので、TGF-βと TGFRII の結合を阻害するの
はカテキン類すべてではなく、EGCG 特有の性
質であると推測された。 
 
以上の結果から、ITGA11 および CIB1 は臓器
線維化治療の標的タンパク質となりうるこ
とが示唆された。 
また、EGCGがTGFRIIに結合することにより、
TGF-βの作用を抑制し、角膜実質混濁の原因
となっている過剰な線維化を阻止する可能
性があることが判明した。 
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