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弾性線維の再生技術の開発 

 

 

1．研究の目的 

弾性線維は、伸び縮みする組織（皮膚・動脈・肺など）に多くあって、その伸縮性を担う細胞

外マトリックスである。皮膚のたるみだけでなく、心疾患予後悪化因子である動脈中膜硬化、高

齢者の重要疾患である肺気腫も弾性線維の劣化・分解が直接原

因と考えられているため、弾性線維の劣化予防と再生は高齢化

社会における極めて重要な課題である（図１）。しかし弾性線維

のターンオーバーは極めて遅く、加齢組織では新たな弾性線維

形成はおこらないため、弾性線維の再生は困難と考えられてき

た。 

弾性線維形成には、①ミクロフィブリル線維束形成 ②エラ

スチンの凝集 ③エラスチンのミクロフィブリルへの沈着 ④

エラスチン同士の架橋 といったプロセスがあることがわかり

つつある。研究代表者らは、②③のプロセスに必須の分泌タン

パク質 Fibulin-5を同定した（Nature 2002, J Cell Biol 2007）

のを皮切りに、LTBP-2（プロセス①）、LTBP-4（プロセス③）、

Fibulin-4（プロセス④）といった弾性線維形成因子を同定・機能解明してきた（EMBO J 2007, 

Proc Natl Acad Sci USA 2009, 2013, Hum Mol Genet 2014, Sci Rep 2017 など）。ここにきて

これらがつながり、弾性線維形成機構の全容が姿を現しつつある。 

本研究では、これら弾性線維形成因子の中で加齢組織において不足するものを見出し、弾性線

維の再生に必要な条件を明らかにすることを目指す。本年度は、エラスチンの架橋とコラーゲン

の架橋を行う重要な酵素であるリシルオキシダーゼ（LOX）の活性に Fibulin-4 がどのように関

わるのかを研究した。LOX 欠損マウスと Fibulin-4 欠損マウスはともに弾性線維形成不全・膠原

線維脆弱化のために生後すぐ大動脈破裂、横隔膜破裂をおこして死亡することから、Fibulin-4

は LOX の機能に関わることが想定されていたが、その分子メカニズムはわかっていなかった。

我々は Fibulin-4 欠損マウスや Fibulin-4 欠損細胞が作る LOX 分子は SDS-PAGE での流れ方がや

や遅くかつ活性が著しく低いこと、それが翻訳後修飾の差によることを見出していた。それがど

のような翻訳後修飾であるのか、またその差が Fibulin-4 の有無で生じるメカニズムの解明を

目指した。 

 

2．研究の計画 

(1)LOX の LTQ (Lysine Tyrosyl Quinone)形成における Fibulin-4 の役割 

LOX前駆体は銅イオン依存的に細胞内架橋LTQ (Lysine Tyrosyl Quinone)を形成し、これが

活性中心となる。Fibulin-4がLTQ形成に必要であるかどうかを検証した。 

①精製LOXのニトロブルーテトラゾリウム(NBT)染色：野生型MEF細胞、Fbln4 KO MEF細胞が

分泌するLOXを精製し、SDS-PAGEの後メンブレンに転写し、キノン構造を持つタンパク質を

染めるNBTで染色した。 

②精製LOXの質量分析によるLTQ含有ペプチドの定量：野生型MEF細胞、Fbln4 KO MEF細胞

が分泌するLOXを精製し、フェニルヒドラジンでラベルしたものをtrypsin/Lys-C,AspNで

分解し、オービトラップ質量分析機でLTQ含有ペプチドの定量を行った。 

(2)LOX前駆体への銅イオン取り込みにおける Fibulin-4 の役割 

①精製LOXに含まれる銅イオンの定量：野生型MEF細胞、Fbln4 KO MEF細胞が分泌するLOXを

精製し、含有する銅イオンをICP-MSにより定量した。 

②銅イオントランスポーターATP7AとFibulin-4の相互作用：ATP7AとFibulin-4を293T細胞

図１．弾性線維の分解と劣化が多くの老化関

連疾患の直接原因となる。 



に発現させ、これらが結合するかどうかを免疫沈降実験により確認した。 

(3)分泌されたFibulin-4が細胞内でLOXを活性化できるしくみの解明 

同じ細胞の小胞体内に作られたLOX前駆体とFibulin-4がゴルジ体で会合すると当初より想

定していたが、意外なことに細胞外のFibulin-4もLOX活性化（LTQ形成）に寄与できること

が判明した。そのしくみを解明するため、ラベルした細胞外Fibulin-4がエンドサイトーシ

スされてゴルジ体に逆輸送されるかどうかを観察する。 

 

3．研究の成果 

(1)LOX の LTQ (Lysine Tyrosyl Quinone)形成における Fibulin-4 の役割 

①Fbln4 KO MEF細胞が分泌するLOXはNBTで染まらず、キノン構造を持たない、すなわちLTQ

の形成がないことが示唆された。 

②質量分析により、Fbln4 KO MEF細胞が分泌するLOXはLTQをほとんど含有していないこと

が定量的に示された。すなわち、Fibulin-4はLOX前駆体がLTQを形成するために必須である

ことが明らかとなった。 

(2)LOX 前駆体への銅イオン取り込みにおける Fibulin-4 の役割 

①ICP-MSにより精製LOXに含まれる銅イオンを定量したところ、Fbln4 KO MEF細胞由来LOX

は銅イオンの含量が著しく低かった。LOX前駆体がLTQを形成するためには銅イオンを取り

込む必要があるが、Fibulin-4はLOX前駆体の銅イオン取り込みに必須であることが示され

た。 

②LOX前駆体の銅イオン取り込みとLTQ形成はゴルジ体でおこることが知られている。ゴル

ジ体での銅イオントランスポーターATP7AとFibulin-4が結合し、またFibulin-4とLOX前駆

体が結合したことから、Fibulin-4がATP7AとLOX前駆体の橋渡しをしていることが示唆され

た。 

(3)分泌されたFibulin-4が細胞内でLOXを活性化できるしくみの解明 

細胞外Fibulin-4がエンドサイトーシスされてゴルジ体に逆輸送され、ゴルジ体でLOX前駆

体のLTQ形成を促進することを明らかにした。 

 

4．研究の反省・考察 

弾性線維の形成には Fibulin-4 が必須であることは Fbln4 

KO マウスの表現型などから明らかであったが、その機能は

これまで謎であった。本研究課題では弾性線維の再生を本来

の目的とするが、そのために Fibulin-4 の機能解明は避けて

通ることができない問題であり、今回の研究成果の意義は大

きい。 

今回の研究結果から、Fibulin-4 はゴルジ体において LOX

前駆体と銅イオントランスポーターATP7A に結合し、ATP7A

から LOX 前駆体への銅イオン受け渡しを促進していること

が明らかとなった（図２）。Fbln4 KO マウスと LOX KO マウ

スの表現型がほぼ同じであること、いずれのマウスにおいて

もエラスチンの架橋だけでなくコラーゲンの架橋も低下す

ることから、これが生体内における Fibulin-4 の主要な機能

であると考えられる。 

同じ細胞で作られたFibulin-4とLOX前駆体を含む小胞体

がゴルジ体で出会う（図２A）とすると、分泌タンパク質であ

る Fibulin-4 が分泌される前にその主な働きを終えている

ことになり、意外性のある機構である。しかし一旦分泌され

た Fibulin-4 がエンドサイトーシスによってとりこまれ、ゴルジ体まで逆輸送されるという知

見（図２B）はさらに意外性が高い。酵素の活性化を調節する機構としてはこれまでに例のない

ものである。LOX活性化に必要な細胞外Fibulin-4濃度は非常に低く、血清で検出されるFibulin-
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図２．Fibulin-4 による LOX 活性化機構。Fibulin-4 はゴル

ジ体の中で LOX 前駆体と結合し、銅イオンがトランスポー

ターATP7a から LOX 前駆体に受け渡されるようにする。

銅イオンが結合した LOX は活性中心となる分子内架橋

Lysine Tyrosyl Quinone (LTQ)を形成する。外部から加え

た Fibulin-4 でも LOX 活性化をおこせるため、Fibulin-4 は

同じ細胞の小胞体(A)のみならず細胞外から(B)も供給さ

れると考えられる。 



4 濃度に近いことから、血中を循環する Fibulin-4 が全身で LOX 活性化に利用されている可能性

もある。これまでに我々は Fibulin-5 が高濃度で血中循環していることを見出しているが、「弾

性線維（を含む細胞外マトリックス）はこれらのような血中を循環する分子ツールによって組み

立てられている」という新たなパラダイムに発展することも考えられる。 
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