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研究成果の概要（和文）： transgelin をノックダウンした筋線維芽細胞は活性化が抑制された。

また、TGF-βでヒト肺線維芽細胞を刺激したとき、インテグリンα11(ITGA11)の発現が著明に

亢進した。calcium and integrin binding protein 1 (CIB1)は ITGA11 の細胞内ドメインと結

合した。TGF-β処理した肺線維芽細胞およびブレオマイシンにより肺線維症を起こしたマウス

の肺組織において CIB1 の発現が増加する傾向が見られたことから、CIB1 が線維化に関与して

いる可能性が示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）：Activation of myofibroblasts was inhibited when the expression 
of transgelin was knocked down. When human lung fibroblasts were stimulated by TGF-β, 
the integrin α11 (ITGA11) expression was markedly increased. Calcium and integrin 
binding protein 1 (CIB1) bound to the intracellular domain of ITGA11. The expression of 
CIB1 increased in human lung fibroblasts treated with TGF-β and in bleomycin-treated 
mice pulmonary tissues. These results suggest that CIB1 may be involved in the fibrosis. 
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１．研究開始当初の背景 
さまざまな刺激により線維芽細胞が活性化
されて筋線維芽細胞となり、細胞外マトリッ
クス成分を活発に合成・分泌するようになり、
組織の線維化が進展し臓器レベルでの線維
症が発症する。我々は活性化した筋線維芽細
胞において、transgelin(Tagln)の発現が亢
進することを見出していた。Tagln は SM22α
とも呼ばれ、平滑筋細胞に特異的かつ高濃度

に存在する分子量 22,000 のアクチン結合タ
ンパク質である。Tagln は各種脊椎動物（ヒ
ト、ラット、マウス、ウシ）の主に平滑筋細
胞に広く分布し、細胞内に豊富に存在するタ
ンパク質のひとつであり、アクチンと結合す
ることが明らかにされている。進化学的に高
度に保存されていることや細胞内に比較的
豊富に存在することから、生体における
Tagln の重要性が示唆されるにもかかわらず、
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その機能についてはよくわかっていない。
我々は以前にヒト肺線維芽細胞 MRC-5 を
TGF-βで刺激するとα-smooth muscle actin 
(SMA)や Tagln の発現が亢進することを見出
した。Tagln と SMA はともに筋線維芽細胞の
マーカーであるが、Tagln が細胞形態や SMA
の発現にどのような影響をもつかは知られ
ていない。 

また、インテグリンを介する細胞外マトリッ
クスと細胞骨格の相互作用が筋線維芽細胞
の分化を促進するという報告もある。インテ
グリンα11(ITGA11)は線維芽細胞上のコラ
ーゲンレセプターであり、線維化に関わって
いると推測されるが、その機能については不
明な点が多い。TGF-β 処理による ITGA11 の
挙動や ITGA11 の細胞内ドメインと相互作用
するタンパク質の存在などについてもよく
わかっていない。 
 

２．研究の目的 
創傷治癒や臓器線維化における細胞骨格タ
ンパク質の役割を解明し、細胞骨格タンパク
質である Taglnやアクチンを標的とした線維
症治療への応用を図る。そのための基礎的知
見を得るために、培養細胞を用いて細胞骨格
タンパク質を強制発現あるいはノックダウ
ンした場合の効果を解析する。また、細胞骨
格タンパク質や ITGA11 の細胞内ドメインと
相互作用するタンパク質を同定し、それらタ
ンパク質の創傷治癒や臓器線維化における
役割を明らかにする。 
 

３．研究の方法 

(1) Tagln 遺伝子のノックダウン 

Tagln mRNA を標的とした shRNA プラスミドベ
クターを MRC-5細胞にトランスフェクション
して 48 時間後から細胞を TGF-β（1 ng/ml）
を含む培地に交換した。細胞形態は経時的に
観察し、TGF-β 刺激開始 48 時間後に細胞を
回収し、western blot 法で種々のタンパク質
の発現を解析した。 
 
(2) TGF-β 処理による ITGA11 の変動 
MRC-5 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 cell lysate を回収し、抗 ITGA11 抗体で
Western blot 解析を行った。 
 
(3) ITGA11と相互作用するタンパク質の探索 
ITGA11 の細胞内ドメインを bait として、ヒ
ト肺線維芽細胞 cDNA library に対して酵母
two-hybrid 法によるスクリーニングを行い、
ITGA11 と相互作用するタンパク質を明らか
にし、そのタンパク質の線維化に及ぼす影響
を解析した。 
また、そのタンパク質と様々な integrin α
との相互作用についても検討した。 

 
４．研究成果 
(1) Tagln 遺伝子ノックダウンが肺線維芽細
胞 MRC-5 に及ぼす効果 
 
Tagln shRNA プラスミドベクターをトランス
フェクションした細胞では形態に顕著な変
化が見られた（図 1）。 
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図 1 MRC-5 細胞に negative control (NC)
および transgelin (Tagln) shRNA ベクター
をトランスフェクションしたときの細胞形
態変化。 
 
また、Tagln ノックダウン処理した細胞を
TGF-β 刺激した場合は、SMA、fibronectin
の誘導発現が減少した。filamin の発現には
Tagln ノックダウン処理はほとんど影響しな
かった（図 2）。これらの結果から Tagln は筋
線維芽細胞の活性化に関与することが示唆
された。 
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図 2 MRC-5 細胞に shRNA をトランスフェク
ション後、TGF-β処理した場合（+）、しなか
った場合（-）の各種タンパク質の Western 
blot 解析。 NT, no treatment; NC, negative 
control; Tagln, transgelin; SMA, 
α-smooth muscle actin; GAPDH, 
glyceraldehydephosphate dehydrogenase.  



 

 

 
(2) TGF-β 処理による ITGA11 の挙動 
MRC-5細胞をTGF-β処理すると濃度依存的に
ITGA11 の発現が亢進した（図 3）。 
 
 
 

 
 

 
 

 
 
 

 
図 3 TGF-β 処理した MRC-5 細胞における
ITGA11 の Western blot 解析。 
 
 
(3)ITGA11 と相互作用するタンパク質の探索 
ITGA11 の細胞内ドメインを bait として、ヒ
ト肺線維芽細胞 cDNA library に対して酵母
two-hybrid 法を行ったところ、calcium and 
integrin binding protein 1 (CIB1) が prey
タンパク質のひとつとして同定された（図 4）。 
 

 
 
 
 
 

 
図 4 酵母 two-hybrid 法による ITGA11 と
CIB1 の結合の解析。 
  
 
さらに、ITGA11 との結合に必要な CIB1 の領
域を決定した。CIB1 の C 末側で 2 か所の
EF-hand motif を含む部分が必須であること
がわかった（図 5）。 
 

 
図 5 ITGA11 と結合するために必要な CIB1
の領域決定。数字は N末端からのアミノ酸残
基の番号。EF, EF-hand;  
＋, 結合する；－, 結合しない。 
 

 
次に ITGA11 と CIB1 をそれぞれ培養細胞内で
発現させて免疫沈降法を行い、ITGA11と CIB1
は全長タンパク質同士でも結合することが
確認された（図 6）。 

 
図 6 ITGA11 と CIB1 の免疫沈降実験。HA-tag
を付加した CIB1 と Flag-tag を付加した
ITGA11をCOS-7細胞で強発現させた。 Normal 
rabbit IgG を negative control として用い
た。IP, immunoprecipitation; 

WB, Western blotting. 
 
 
また、CIB1 は integrinαIIb と結合すること
が報告されているので、種々の integrin α
と CIB1 の結合について酵母 two-hybrid 法を
用いて検討したところ、CIB1 は ITGAIIb、
ITGA11 のみならず、ITGA1 とも結合すること
が判明した。（表 1）。 
 

integrin (bait) interaction 

αIIb ＋ 
α11 ＋ 
α10 － 
α1 ＋ 
α2 － 
α5 － 

表 1 CIB1 と integrinαの相互作用 
 
 
(4)線維化と CIB1 の関係 
TGF-β 処理した肺線維芽細胞およびブレオ
マイシンにより肺線維症を起こしたマウス
の肺組織での CIB1 の発現をウエスタンブロ
ット(図 7)および免疫組織染色により検討し
たところ、いずれにおいても CIB1 の発現が
増加する傾向が見られたことから、CIB1 が線
維化に関与している可能性が示唆された。 
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図 7 ブレオマイシンを投与したマウス肺組
織における ITGA11 の Western blot 解析。 
BM, bleomycin-treated; Con, control． 
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