
１． はじめに

脊椎動物の組織に伸縮性（弾性）を与えているのは弾性
線維という細胞外マトリックスである．特に肺，動脈，皮
膚などでは伸縮性がその機能に重要であり，これらの組織
には弾性線維が多く含まれている．弾性線維は加齢ととも
に劣化するだけでなく，紫外線や喫煙刺激によってマクロ
ファージや好中球から誘導されるエラスターゼによる分解
を受ける．このことが肺気腫，皮膚のたるみ，動脈中膜の
硬化といった老化に伴う疾患や表現型の直接原因となる．
弾性線維のターンオーバーは非常に遅く，弾性線維を再

生することは困難と考えられてきた．しかしそれは弾性線
維形成の分子機構が理解されれば克服可能な問題かもしれ
ない．筆者らは弾性線維形成に必須の Fibulin-５という分
泌タンパク質の発見を糸口にして，弾性線維形成の分子機
構を研究してきた．最近，LTBP-４という分泌タンパク質
が Fibulin-５と協調して弾性線維形成を行う仕組みを見い
だしたので紹介する１）．

２． Fibulin-５はエラスチンの沈着を促進する

筆者が弾性線維研究を始めたきっかけは，機能未知のま
まクローニングした Fibulin-５（別名 DANCE）２）という分泌
タンパク質のノックアウトマウス（Fbln５ ノックアウトマ
ウス）を作製したところ，全身の弾性線維形成不全を起こ
すことがわかったことである．このマウスは肺気腫，皮膚
のたるみ，動脈の硬化と蛇行といった，ヒトの老化のよう
な表現型を示した３）．
弾性線維はエラスチンタンパク質がミクロフィブリル

（Fibrillin-１，２のホモポリマー）に沈着し，リシルオキシ
ダーゼという酵素によって架橋を受けることでできる．エ
ラスチンはコアセルベーションという凝集を起こす性質が

知られており，３７℃付近で凝集・不溶化するが冷やすと
また溶解する．この性質がエラスチンを沈着させる際に意
味があると考えられてきた４）．では Fibulin-５は凝集・沈
着・架橋といった弾性線維形成のプロセスのどこに作用し
ているのであろうか．
ヒト皮膚線維芽細胞を無血清で培養するとミクロフィブ

リルは形成されるがエラスチンはほとんど沈着しない．こ
こにリコンビナント Fibulin-５を加えておくと，エラスチ
ンなどの発現量を変えないままエラスチンのミクロフィブ
リル上への沈着を著明に促進した．Fibulin-５はエラスチン
と結合し，またエラスチンのコアセルベーションを促進す
ることもわかった５）．したがって，Fibulin-５の役割はエラ
スチンの凝集と沈着を促進することであると考えられる．
しかし Fibulin-５がどのようにしてエラスチンをミクロ
フィブリルにリクルートしているのか，そのメカニズムは
不明であった．

３． LTBP-４は弾性線維形成に必要である

ミクロフィブリルに共局在することが知られているタン
パク質に LTBP（latent TGF-binding protein）ファミリー
がある．LTBP-１～４までの四つのファミリーメンバーがあ
り，LTBP-１と３は潜在型 TGF［切断されたプロペプチド
（latency associated peptide：LAP）と成熟 TGF（transforming
growth factor ）の複合体］を結合してその貯蔵所として
働くことが知られている．しかし LTBP-４はわずかしか潜
在型 TGFを結合せず，LTBP-２はまったく結合しない６）．
したがって，少なくとも LTBP-２と４には TGFの貯蔵所
としてではない別の働きがあると予想された．
遺伝子ノックアウトマウスの表現型から，LTBPファミ

リーの中で LTBP-４のみが弾性線維形成に関わることが示
唆された．Ltbp４ ノックアウトマウスは弾性線維が断片化
していること，肺気腫になることが報告されたのである７）．
Ltbp４ ノックアウトマウスの弾性線維を電子顕微鏡で観察
すると，ミクロフィブリルの束の中にエラスチンが入り込
めず，ミクロフィブリルの束の外で塊を作っており，Fbln５
ノックアウトマウスの弾性線維と同じ特徴を示していた．

みにれびゅう

弾性線維形成に必須の LTBP-４の役割

中邨 智之

関西医科大学薬理学講座（〒５７３―１０１０ 大阪府枚方市新町
２―５―１）
The essential role of LTBP-４ in elastic fiber assembly
Tomoyuki Nakamura（Department of Pharmacology, Kansai
Medical University, ２―５―１ Shinmachi, Hirakata, Osaka ５７３―
１０１０, Japan）

生化学 第８６巻第６号，pp.７７０―７７３（２０１４）

７７０



４． LTBP-４は弾性線維形成を促進する

LTBP-４の弾性線維形成における作用を調べるため，ヒ
ト皮膚線維芽細胞培養での弾性線維形成系を用いた．この
系ではウシ胎仔血清存在下でミクロフィブリルの網目構造
が形成され，その一部にエラスチンが沈着・架橋して弾性
線維となる．この弾性線維上で LTBP-４はほぼ完全にエラ
スチンと共局在することが蛍光免疫染色で確認された．
LTBP４ を siRNAでノックダウンすると LTBP-４だけでな
くエラスチンも染まらなくなったが，ミクロフィブリルの
形成には影響がなかった．リコンビナント LTBP-４を添加
すると，エラスチンの沈着が回復するだけではなく，驚い
たことにほとんどのミクロフィブリルにエラスチンが沈着
して元よりはるかに多くの弾性線維が形成された（図１）．
LTBP４ ノックダウンやリコンビナント LTBP-４によっ

て弾性線維のコンポーネント（エラスチンや Fibrillin）の
発現が変わるわけではなかったため，LTBP-４はエラスチ
ンをミクロフィブリルに沈着させる過程で必須の働きをし
ているものと考えられた．

５． LTBP-４の弾性線維形成能は TGFに依存しない

筆者らはリコンビナント LTBP-４を２９３T細胞株の培養
上清から精製したので，LTBP-４には少ないとはいえ２９３T
細胞由来の TGFが結合しているはずである．TGFには
弾性線維を含む細胞外マトリックスを増やす作用があると
されているので，LTBP-４の弾性線維形成能に TGFが関
与しているのかどうかを知る必要がある．
肺上皮細胞株における PAI-１（plasminogen activator inhi-

bitor-１）プロモーター活性化を指標にした TGFバイオ
アッセイで調べるとリコンビナント LTBP-４４２molに

TGF５２pmolが結合していた．これを取り除くため，
TGFを含まない LAP（empty LAP：eLAP）を LTBP-４発現
２９３T細胞株に強制発現させた．eLAPがドミナントネガ
ティブとして働いて TGF-LAPを LTBP-４から取り除くこ
とを期待したのである（図２A）．その培養上清から精製し
たリコンビナント LTBP-４（LTBP-４ eLAP）には期待とおり
TGFが検出されなかった．
ヒト皮膚線維芽細胞培養で LTBP４をノックダウンし，

リコンビナント LTBP-４または LTBP-４ eLAPを培養上清
に加えたところ，いずれも同じレベルで弾性線維形成を促
進した（図２B）．これに対して，TGFを加えても弾性線

図１ LTBP-４の弾性線維形成促進作用
ヒト皮膚線維芽細胞培養において LTBP-４はエラスチンと共局在する（抗
LTBP-４抗体と抗エラスチン抗体による蛍光免疫染色）．LTBP４ を siRNA
でノックダウンすると LTBP-４のみならずエラスチンの沈着も消失する．
リコンビナント LTBP-４を培地に添加すると，弾性線維形成が復活するだ
けでなく元よりはるかに多くの弾性線維が作られる．

図２ LTBP-４の弾性線維形成能は結合する TGFに依存しない
（A）TGFを含まないプロペプチド（eLAP）を強制発現させ
ることにより，LTBP-４から TGFを除くことができる．（B）リ
コンビナント LTBP-４と LTBP-４ eLAPは同等の弾性線維形成能
を持っている（抗 LTBP-４抗体と抗エラスチン抗体による蛍光
免疫染色）．
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維形成は回復しなかった．したがって，LTBP-４の弾性線
維形成能は結合している TGFに依存するものではなく，
LTBP-４そのものの機能であるといえる．

６． LTBP-４は Fibulin-５沈着のための足場となる

上述のように，Ltbp４ ノックアウトマウスと Fbln５ ノッ
クアウトマウスの表現型はよく似ている．しかも，LTBP-４
も Fibulin-５もエラスチンがミクロフィブリルに沈着する
際に必要らしい．両因子の関係はどうなっているのだろう
か．
まず，両者が特異的に直接結合することがわかった．両

者は固相結合アッセイでも免疫沈降でもよく結合した．結
合ドメインを調べたところ，LTBP-４のアミノ末端ドメイ
ンの中の４-Cys repeatと呼ばれるドメインと Fibulin-５のカ
ルボキシ末端ドメインが結合に関わっていた．蛍光免疫染
色で両者を同時染色すると，組織においても細胞培養の作
る弾性線維においても両者はほぼ完全に共局在していた．
次に，siRNAを用いてヒト皮膚線維芽細胞培養で両者を

ノックダウンしてみた．FBLN５ をノックダウンしても
LTBP-４の局在は影響を受けなかったが，LTBP４ をノック
ダウンすると Fibulin-５のミクロフィブリル上への沈着が
消失した．ここにリコンビナント Fibulin-５を加えてみた
が，線維状に沈着せずに塊状の沈着となった．つまり，
LTBP-４は Fibulin-５がミクロフィブリル上に沈着するため
の足場となっていると考えることができる．ちなみに

Ltbp４ ノックアウトマウスの肺や皮膚においても Fibulin-５
の塊状の沈着が認められることから，生体内においても
LTBP-４は Fibulin-５がミクロフィブリル上に沈着するため
の足場として機能すると考えられる．

７． LTBP-４は Fibulin-５を介してエラスチンをミクロ
フィブリルにリクルートする

最後に，エラスチンの沈着のメカニズムを検討した．エ
ラスチンを固相化したプレートを用いて固相結合アッセイ
を行ったところ，Fibulin-５はエラスチンと非常によく結合
したが，LTBP-４はまったく結合しなかった．しかし
Fibulin-５の存在下では LTBP-４は固相化したエラスチンに
よく結合した（図３A）．
Fibulin-５は LTBP-４と直接結合するわけであるから，次

のようなモデルを考えることができる（図３B）．１）Fibulin-５
はエラスチンと結合し，小さな凝集体を作る．２）LTBP-４
はミクロフィブリル上にあって，Fibulin-５をリクルートす
る．３）Fibulin-５と一緒にミクロフィブリル上に沈着した
エラスチンは，さらにその場で凝集し太い弾性線維を形成
する．もし LTBP-４がなければ，Fibulin-５はエラスチンを
連れていく場所が見つからずに塊状の凝集体を作るのであ
ろう．

図３ LTBP-４は Fibulin-５を介してエラスチンのミクロフィブリル上への沈着を促進する
（A）エラスチンに対する LTBP-４の固相結合アッセイ．LTBP-４はエラスチンに結合できないが，Fibulin-５存
在下で結合できるようになる．（B）弾性線維形成における LTBP-４と Fibulin-５の役割（モデル）．Fibulin-５は
エラスチンの凝集を促進するとともに，ミクロフィブリル上にある LTBP-４にエラスチンをリクルートする．
ミクロフィブリルに沈着した後，さらにエラスチンの凝集が進み，太い弾性線維が形成される．LTBP-４がな
い，あるいは不足すると，Fibulin-５はエラスチンをミクロフィブリル上に効率よくリクルートできない．
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８． おわりに

LTBP-４が見つかったことにより，Fibulin-５がどのよう
にしてエラスチンをミクロフィブリルに沈着させるのか，
という問題はとりあえず解決した．しかしエラスチンをリ
シルオキシダーゼが架橋するときのメカニズムについては
まだわかっていないことが多く，次の課題と考えている．
ヒトにおいても LTBP４ あるいは FBLN５ のホモ変異が

cutis laxa（皮膚弛緩症）という疾患の原因となることが報
告されている８，９）．遺伝子の変異はなくても，肺気腫，動脈
中膜硬化，皮膚のたるみといった弾性線維機能不全が原因
となる老化関連疾患や老化現象については，これら弾性線
維形成因子の多寡が影響している可能性もあり，臨床検体
を用いた研究を進めているところである．
今のところ，生体内で弾性線維を再生する方法はない．

しかしヒト皮膚線維芽細胞の培養でリコンビナントLTBP-４
が強い弾性線維形成促進作用を示したことは大きな前進で
ある．もし加齢個体で弾性線維が再生されない理由が
LTBP-４などの弾性線維形成因子の不足であるなら，それ
を補うことによる弾性線維再生療法も可能になるのではな
いかと考えている．
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