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3. 研究の狙い：  

加齢に伴って体中の組織の弾性は失われていく。このことは単に「体が硬くなる」とか皮膚がた

るむといった問題だけではなく、肺気腫や動脈中膜の硬化・大動脈瘤といった高齢者の主要疾患

の原因にもなっている。組織の弾性を担っているのは弾性線維という細胞外線維であり、弾性線

維の劣化・分解が上記疾患の直接原因である。しかし弾性線維のターンオーバーは非常に遅く、

弾性線維が劣化・分解しても弾性線維が再生されることはない。弾性線維の再生の研究には弾

性線維の形成機構の解明が不可欠であるが、弾性線維形成の分子メカニズムについて知られて

いることは少ない。弾性線維はミクロフィブリルという線維のまわりにエラスチンタンパクが沈着・ク

ロスリンクされてできるとされている。しかしミクロフィブリルの主要構成タンパクであるフィブリリン

1，2 をはじめ、数種類のタンパクが弾性線維と共在すると報告されているが、それぞれの役割は

不明である。 

私は DANCE（Developmental Arteries and Neural Crest EGF-like、別名 fibulin-5）と名付けたイ

ンテグリンリガンドをクローニングし、その遺伝子欠損マウスを作成したところ、全身の弾性線維形

成異常を来していることを見出した。このため DANCE 遺伝子欠損マウスは人の老化に非常によく

似ており、皮膚はたるみ、肺気腫を来たし、動脈は硬化・蛇行していた。このマウスでは弾性線維

分解酵素の亢進はなかったため、DANCE は弾性線維形成に必須の分泌タンパクであるといえ

る。 

エラスチン、クロスリンク酵素を除いて弾性線維形成に必須であることが証明されているのは

DANCE だけであるため、DANCE を手がかりに弾性線維形成の分子メカニズムの解明に近づくこ

とをさきがけ研究の目的とした。 

 

4. 研究結果 

1）DANCE と会合するタンパクの同定 

DANCE がなぜ弾性線維形成に必要とされるのかを探るため、DANCE 結合タンパクを同定した。

まず、DANCE のアミノ末端ドメインで DANCE どうしが結合すること、DANCE 中央ドメインでミクロフ

ィブリル構成タンパクである LTBP-2（latent TGFβ-binding protein 2）と結合すること、DANCE カ

ルボキシル末端でエラスチンクロスリンク酵素である LOXL1,2,3,4（lysyl oxidase-like 1,2,3,4）と結

合することを明らかにした。これにより、DANCE はミクロフィブリル上にエラスチンクロスリンク酵素

をつなぎとめ、もってミクロフィブリル上でエラスチンの沈着・クロスリンクがおこるのを助けている

と考えられた。アフィニティー精製と質量分析によってさらに２つの DANCE 結合タンパクを同定し

たが、その意義については現在研究中である。 

2）DANCE のプロテアーゼによる切断 

DANCE はアミノ末端にカルシウム結合性 EGF 様モチーフをひとつ、カルボキシル末端に fibulin

ファミリーに共通する fibulin ドメイン、中央部にカルシウム結合性 EGF 様モチーフが５つならんだド

メインを持っている。アミノ末端ドメインはインテグリン結合ドメインであり、DANCE どうしが結合す

るためのドメインでもあるが、この部分がプロテアーゼによって切断を受けることを培養細胞・生体

内の両方で見出した。ヒト皮膚サンプルでは、加齢によって DANCE 量が減少し、特に全長型はほ

とんど無くなることがわかった。 

3）DANCE を用いた弾性線維再生系の開発と応用 

11



ヒト線維芽細胞は血清を加えて培養すると２週間後には弾性線維ができ、抗エラスチン抗体で

観察することができる。しかし無血清で培養すると弾性線維は形成されない。血清中には無数の

タンパクが含まれるため、何が弾性線維形成に必要なのかは細胞培養系ではわからず、弾性線

維研究を滞らせる一因となっていた。今回の研究において、無血清培養でもリコンビナント

DANCE を加えると弾性線維形成が強く誘導されることを発見した。この系は無血清で弾性線維形

成を再現できる点で他に類のないものである。 

この系を用いて、DANCE のインテグリン結合作用が弾性線維形成に必要かどうかを検討した。

インテグリン結合モチーフに変異を入れてインテグリンと結合できなくした DANCE タンパクを入れ

ると正常型 DANCE と同様に弾性線維形成が誘導された。従って、DANCE とインテグリンとの結合

は弾性線維形成には必須ではないと考えられる。しかし、上記のアミノ末端ドメイン切断型

DANCE には活性がなかった。すなわち、DANCE アミノ末端ドメインはインテグリン結合以外の重

要な作用を持っていると考えられる。プロテアーゼによる DANCE アミノ末端の切断は、活性型か

ら不活性型への変化であるといえる。 

DANCE には強力な弾性線維再生誘導作用があるということがわかったため、弾性のある人工

皮膚作成への応用を目指して、線維芽細胞の３次元培養においても DANCE が弾性線維形成を

促進できるかを検討中である。 

 

5. 自己評価 

はじめの計画では、弾性線維形成をみる良い in vitro の系がないことから、DANCE のはたらき

のメカニズムを in vivo で明らかにする予定であった。すなわち、さまざまな DANCE 変異体のトラン

スジェニックマウスを作成し、それらを DANCE ノックアウトマウスと掛け合わせて表現型がレスキ

ューできるかどうかを定性的・定量的に評価するという実験を考えていた。しかし実際にいくつもト

ランスジェニックマウスを作成して DANCE ノックアウトマウスと掛け合わせたところ、全長 DANCE

トランスジェニックですらほとんどレスキューすることができなかった。これは、トランスジェニックマ

ウスに使用した SM22 プロモーターが弱く、DANCE が十分発現しなかったことによる。この反省を

生かし、DANCE 変異体のノックインマウスを現在作成中である。 

しかし結果的には、無血清細胞培養系において DANCE が弾性線維形成誘導活性を持つこと

を発見したため、この系を用いて DANCE による弾性線維形成誘導メカニズムを研究することが可

能になり、上記のマウスの実験がうまくいかなかったことを代償することができた。さらにこの系で

はマウスを作成するよりもはるかに早く結果を得ることができるため、今後の研究が大きくスピー

ドアップすると期待している。 

 

6. 研究総括の見解 

 本研究は従来あまり取り上げられなかった組織の柔軟性の維持に不可欠な弾性線維の重要性

に着目し、肺気腫、動脈硬化症等の高齢者疾患の克服のための臨床応用を目指す独創性の高

い研究である。 

 本研究者自身が発見した弾性線維の形成に不可欠な分泌タンパク質DANCEの結合タンパク質

と結合ドメインを同定することから研究を進めた。残念ながら、各種の DANCE トランスジェニックマ

ウス作成の試みからは有意義な成果が生まれなかったが、無血清細胞培養系に DANCE タンパ

ク質を添加することで、弾性線維の形成が可能であることを見出した成果の意義は重大であり、

研究目的は十分達成されたと評価できる。今後、前記無血清細胞培養系を活用し、DANCE の機

能解析を進めることで、臨床応用への道が拓かれることを期待する。 
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