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コラーゲンの線維形成を調節するプラチナ錯体に関する研究

 Excessive deposition of collagen fibers in tissues causes various fibrotic diseases. Inhibition of the collagen fibril-
formation is thus regarded as a promising mechanism for the development of antifibrotic drugs. A cisplatin-DMSO complex, 
which was obtained as a potential inhibitor of the in vitro collagen fibril-formation, was revealed to interact with specific 
sites on the collagen triple helix. Collagen fibril-deposition in a cell culture system was inhibited by the treatment with the 
cisplatin-DMSO complex. The cisplatin-DMSO complex was revealed to be less toxic to cultured cells than cisplatin.
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１．緒　言

　コラーゲンは生体内で最も多量に存在する、３重らせん
構造を持つ細胞外マトリックスタンパク質である。コラー
ゲンには28種類の異なる型が存在し、高次構造により複
数のサブファミリーに分類される。その中でも全コラーゲ
ンの９割を占めるⅠ型コラーゲンに代表される、線維形成
型コラーゲンに着目する。線維形成コラーゲンの３重らせ
ん分子は、長軸方向に約４分の１ずつずれながら自己集合
し、細線維を形成する。細線維はさらに集合してコラーゲ
ン線維を形成する。コラーゲンの規則正しい自己集合にお
いて、コラーゲン分子が全て同じ方向を向いていること、
コラーゲンのNおよびC末端に存在する非３重らせん領域

（テロペプチド）のアミノ酸配列の重要性などが報告されて
いるが、その詳細なメカニズムは未だ解明されていない1−4）。
　コラーゲン線維は組織や臓器の強度を維持するだけでな
く、細胞の接着・移動・分化などの制御など生体維持にも
重要な機能を発揮している。しかし、コラーゲン線維が過
剰に生成されると、肝硬変、肺線維症、強皮症などの線維
化疾患を引き起こす。これまでに、コラーゲンの線維形成
を阻害する戦略として、（1）コラーゲンの生成を促進する
因子を阻害する5−7）、（2）コラーゲンの合成を阻害する8）、

（3）コラーゲン分子間のクロスリンクを阻害する9）など、
いくつかのメカニズムが提示されている。 本研究では、
コラーゲン分子に直接働いてその細線維形成を阻害する方
法に着目した。
　これまでに、コラーゲンの分子間の自己集合を阻害する
物質として、Ⅱ型コラーゲンに対する抗体が報告されてい

る。この抗体はin vitroでⅡ型コラーゲンの細線維形成を
阻害するが、Ⅰ型コラーゲンに対する阻害能は有していな
かった10）。また、テロペプチドのアミノ酸配列を模した合
成ペプチドもコラーゲン細線維形成を阻害することが報告
されている。この実験では、Ⅰ型コラーゲンのC末端のテ
ロペプチドを模したペプチドがⅠ型コラーゲンの細線維形
成を阻害することが示されている1, 4）。
　本研究の目的は、低分子量のコラーゲン細線維形成阻害
物質を探索し、得られた化合物を線維化疾患治療薬のリー
ドとして応用することである。我々は、以前報告したハイ
スループットスクリーニングシステム11）を用いて探索を行い、
コラーゲンの細線維形成を阻害する化合物として、抗がん
剤 で ある、cis-diamminedichroloplatinum（II）（cisplatin）
を見出した。しかし、コラーゲン細線維形成阻害効果を有
しているのは、cisplatinそのものではなく、溶媒であるジ
メチルスルフォキシド（DMSO）と反応して生成した
cisplatin誘導体であることが示唆された。
　本報告では、cisplatin誘導体のコラーゲン細線維形成阻
害効果の解析、cisplatin誘導体とコラーゲン間の相互作用、
他のプラチナ系抗がん剤を用いた構造活性相関、cisplatin
誘導体の活性本体の推定、および培養細胞系を用いた検討
についてその結果を述べる。なお、以下ではcisplatinと
DMSOを混合して生じた活性物をcisplatin（DMSO）と表
記する。

２．実　験

2.1　コラーゲン細線維の走査型電子顕微鏡（SEM）観察
　Ⅰ型コラーゲン溶液20µlをカバーガラスにコートし、
自然乾燥させた。コラーゲンをコートしたカバーガラスを、
buffer（20 mM sodium phosphate（pH 7 . 4）、100 mM 
NaCl、10µM cisplatin（DMSO））２mlに入れて、37℃で
２時間インキュベートした。室温で２%グルタルアルデヒ
ド水溶液にて１時間固定した後に、濃度の異なるエタノー
ルで段階的に脱水した。次にt -ブタノール溶液にて置換し、
凍結乾燥した。白金を約３nm蒸着した後にSEM（HITACHI 
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S-3000N）装置を用いて加速電圧15kVにて観察した。

2 . 2　コラーゲン細線維化阻害アッセイ
　アッセイは、Okano-Kosugiらの論文に従って実施した 11）。
吸光度測定にはGreiner 384 well UV-star plateを用いた。
プレート上で、コラーゲン溶液を含む反応溶液の調製を行
い、プレートリーダーを用いて、37℃で2.5時間、５分ご
とに313nmにおける吸光度を測定した。
　細線維化阻害能評価は、コラーゲンのみの場合の最終測
定点（145分）における313nmの吸光度の値を線維形成100
％とし、サンプル存在下での吸光度を線維形成（%）で表
すことにより評価した。
　線維形成（%）= A×100 /Δ
　（A : サンプル存在下の吸光度変化、Δ:コラーゲンのみ 
　の吸光度変化）
　特に記述がない場合、濃度はすべて仕込み終濃度とした。

2 . 3　ペプチド合成
　ペプチド鎖の合成は、Rink amide resinを担体として通
常のFmoc固相法により行った。ペプチドの脱保護及び固
相担体からの切り出しは、水 : m-クレゾール : チオアニソ
ール : エタンジチオール : TFA（2 : 2 : 2 : 1 : 33 , v/v, ５
ml）中で１時間（Argがペプチド鎖に含まれている場合は
4時間）振とうすることにより行った。ペプチドの精製お
よび純度の確認は逆相HPLCを用い行い、MALDI-TOF
型質量分析により目的物であることを確認した。

2 .4　細胞が分泌したコラーゲンの共焦点顕微鏡観察
　ヒト臍帯静脈内皮細胞（HUVEC）をEGM-2培地を用い
てガラスベースディッシュ上でコンフルエントになるまで
培 養 を 行 っ た 後 に、100µM cisplatin（DMSO）、0.1% 
DMSO、0.2mM L -アスコルビン酸リン酸エステルマグネ
シウム塩n水和物となるようにサンプルを加え、37℃で３
日間培養した（毎日培地交換とサンプルの添加を行った）。
この際、cisplatin（DMSO）なしで0.1% DMSO、0.2mM 
L-アスコルビン酸リン酸エステルマグネシウム塩n水和物
のみを加えたものをコントロールとした。培養後、PBS（+）

（1.0mM CaCl2、0 .5mM MgCl2）で細胞を洗浄し、４% 
ホルムアルデヒド/PBSにて４℃で15分間固定した。PBS

（+）で洗浄した後に10% FBS、５% スキムミルク/PBS
にて室温で30分間ブロッキング処理を行った。PBS（+）
で 洗 浄 後、1/100 anti-collagen type I, rabbit polyclonal 
antibody/10% FBS、５% BSA/PBSを添加し、室温で１
時間静置した。PBS（+）で洗浄後、1/20 FITC-goat anti-
rabbit IgG antibody/10% FBS、５% BSA/PBSを添加し
室温で１時間静置した。PBS（+）で洗浄後、共焦点顕微
鏡にて観察を行った。

2 . 5　 HUVECのタンパク質 産 生におけるcisplatin
（DMSO）の影響（Western Blotting）

　HUVECをEGM-2培 地 中100µM cisplatin（DMSO）、
0.1% DMSO、0.2mM L -アスコルビン酸リン酸エステル
マグネシウム塩n水和物となるようにサンプルを加え、37
℃で３日間培養した（毎日培地交換とサンプルの添加を行
い、回収した培地は４℃で保存した）。この際、cisplatin

（DMSO）なしで0.1% DMSO、0.2mM L-アスコルビン酸
リン酸エステルマグネシウム塩n水和物のみとなるように
サンプルを加えたものをコントロールとして作製した。イ
ンキュベート後、PBSで細胞を洗浄し、抽出バッファー

（50 mM Tris-HCl（pH 8 . 0）、150 mM NaCl、5 . 0 mM 
EDTA、１% NP-40、2 .0mM N-ethymaleimide、2 .0mM 
4 -（2 -aminoethyl）benzensulfonyl fluoride、1 µg/ml 
leupeptin、1µg/ml pepstatin）を１ml加えて４℃で15分
間放置した。細胞を剥離回収し、1.5ml tubeに溶液を移
して遠心分離を行い（13 ,000 min−1、４℃、15分間）、上
清（コントロール、cisplatin（DMSO）添加サンプル共に
1.45ml）と沈殿に分けた。以下、ⅰ上清、ⅱ沈殿、ⅲ保存
していた培地のSDS - PAGEのサンプル作製法を示す。
ⅰ上清：上清の全量（1.45ml）に２% デオキシコール酸ナ

トリウム10.3µl、100% トリクロロ酢酸 124.7µlを加えて、
４℃で30分間放置した後に遠心分離（13 ,000 min−1、４
℃、５分間）を行い上清と沈殿に分けた。沈殿をアセト
ンで３回洗浄した後に、デシケーターで乾燥させた。乾
燥した沈殿を145µlの1×SDS-サンプルバッファーに溶
解し、SDS-サンプルとした。

ⅱ沈殿：沈殿を145µlの1×SDS-サンプルbufferに溶解し、
SDS-サンプルとした。

ⅲ培地：回収した培地10mlに２% デオキシコール酸ナト
リウム71µl、100% トリクロロ酢酸 860µlを加えて、４
℃で30分間放置した後に遠心分離（13 ,000 min−1、４℃、
５分間）を行い上清と沈殿に分けた。沈殿をアセトンで
３回洗浄した後に、乾燥させた。乾燥した沈殿を500µl
の1×SDS-サンプルバッファーに溶解し、電気泳動用サ
ンプルとした。

　ⅰ、ⅱ、ⅲで作成したSDS -サンプルを５%ゲルにて電
気泳動し、PVDFに３時間トランスファーを行った。トラ
ンスファー後、メンブレンを５% スキムミルク/TBSに浸
け、終夜４℃でブロッキングを行った。メンブレンを
TBS -T（１% Tween 20）で洗浄した後に、1/1000 anti-
collagen type Ⅰ, rabbit polyclonal antibody/ １% スキム
ミルク/TBSを５mlメンブレンに乗せて室温で50分間静
置した。TBS -Tで洗浄した後に、1/2000 goat anti-rabbit 
IgG-AP antibody/１% スキムミルク/TBSを５mlメンブ
レンに乗せて室温で30分間静置した。TBS -Tで洗浄した
後に、alkaline phosphatase conjugate kit（BIO RAD）を
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用いて、バンドを可視化した。

2 .6　 Cisplatin（DMSO）の細胞毒性の検討
　HeLa細 胞 を96 穴 マ イ ク ロ プ レ ー ト に 無 血 清 培 地
HFDM-1を用いて100µlずつ播種し（3000 cells/well）、37
℃で24時間培養した。培地を新しいものに交換した後に、
各濃度のcisplatin（DMSO）（あるいはcisplatin（saline））、
１% DMSO（salineに 溶 解 し た サ ン プ ル の 場 合 は0% 
DMSO）となるようにサンプルを加え、37℃で48時間培養
した。その後、cell counting kit- 8を10µl加え37℃で１時
間インキュベートして生細胞を呈色し、450nmにおける
吸光度を測定することにより生細胞数を定量した（n=3）。

３．結果と考察

3.1　Cisplatin（DMSO）存在下で形成したコラーゲン
細線維の形態

　Cisplatin（DMSO）存在下でコラーゲンの細線維を形成
させ、それをSEMにて観察した。その結果、正常なコラ
ーゲン細線維（Fig. 1A）と比較して、cisplatin（DMSO）

存在下で形成したコラーゲン細線維（Fig. 1B）は線維の直
径が小さく、また線維の全体量が減少していることがわか
った。この結果より、cisplatin（DMSO）はコラーゲンの
集合を阻害し、細線維の形成を抑制していることがわかっ
た。

3 . 2　 Cisplatin（DMSO）がコラーゲン３重らせん構造
に与える影響

　Cisplatin（DMSO）と反応させたコラーゲンの円偏光二
色性（CD）スペクトルを測定した。その結果、３重らせん
構造に特有の225nm付近の正のコットン効果が観察され
た（Fig. 2）。算出したRpn値（CD極小絶対値と極大絶対値
の比）は0.11であり、天然のコラーゲン（0.13）と同程度
の値であった12）。このことから、cisplatin（DMSO）を作
用させたコラーゲンは、元の３重らせん構造をほぼ保持し
ていることがわかった。これにより、cisplatin（DMSO）
のコラーゲン細線維形成阻害効果は、コラーゲンの３重ら
せん構造を変性させることによるものでないことが強く示
唆された。

Fig. 1　SEM images of the collagen fibrils. A, Type I collagen only; B, Type I collagen plus 
cisplatin （DMSO）．Scale bar = 2 µm.

Fig. 2　CD spectrum of cisplatin（DMSO）-bound type I collagen.

A B
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3 . 3　 コラー ゲ ンとcisplatin（DMSO）との 結 合 の
stoichiometry

　コラーゲン１分子に結合するcisplatin（＝Pt）の数を定
量した。Ⅰ型コラーゲンとcisplatin（DMSO）を溶液内で
相互作用させ、限外濾過により遊離のcisplatinを分離した。
遊離のcisplatinを原子吸光測定により定量し、仕込んだ
cisplatin量から差し引くことにより、コラーゲンに結合し
ているcisplatinの数を見積もった。その結果、未変性コラ
ーゲン１分子に対してcisplatinは約３〜４個結合しうるも
のと見積もられた（Fig. 3）。一方、熱変性させたコラーゲ
ン（ゼラチン）を用いた場合には、明確な結合飽和曲線を
描かず、非特異的吸着が示唆された。これにより、コラー
ゲンが３重らせん構造を取ることによって特異的な結合部
位がコラーゲン上に生じ、そこにcisplatin（DMSO）が結
合するものと考えられた。

3 .4　コラーゲン上におけるcisplatin（DMSO）結合部
位の推定

　次に、cisplatinのコラーゲン上の特定結合部位を推定す

るためにcisplatin（DMSO）と相互作用するアミノ酸を調
べた。そのために用いるツールとして、コラーゲン様３重
らせんペプチドを合成した（Table 1）。合成したペプチド
が３重らせん構造を保持できるように、Gly-Pro-Hyp

（Hyp=4-hydroxyproline）繰り返しをホスト配列として用
い、プラチナ原子に対して配位能を有する側鎖を持つアミ
ノ酸（Met, His, Ser, Thr, Glu, Asp, Lys, Arg）をそれぞれ
ホスト配列ではさんだ。これらペプチドが37℃で、３重
らせん構造をとっていることはCDスペクトル測定により
確認した。
　ペプチドとcisplatin（DMSO）を中性バッファー内でプ
レインキュベートした後にコラーゲン溶液と混合し、
cisplatin（DMSO）のコラーゲン細線維形成阻害効果を実
験2.2に示した方法によって調べた。このアッセイで、合
成したペプチド自身がコラーゲンの細線維形成に影響を及
ぼさないことは別途確認した。Fig.4に示すように、Met
及びHisを含んだペプチドpep-H、pep-Mの共存によって、
cisplatin（DMSO）の線維形成阻害効果が減弱することが
わかった。これは、cisplatin（DMSO）が３重らせんペプ

Fig. 3　Binding of platinum to native and denatured type I 
collagen.

Table 1　Collagen-like peptides tested for the cisplatin
（DMSO）- binding.

Fig. 4　Identification of amino acids responsible for the cisplatin
（DMSO）- binding.
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チド上のペプチドに含まれたMet及びHisに結合し、コラ
ーゲンと結合することができなくなったためであると考え
られる。この結果から、コラーゲン上のcisplatin（DMSO）
結合部位にはMetあるいはHis残基が含まれるものと推定
された。

3 . 5　Cisplatin（DMSO）に含まれる活性本体の推定
　CisplatinとDMSOとの反応による生成物を調べるため
に、cisplatin（DMSO）をESI-TOF MSによって分析した。
その結果、m/z = 257 , 288 , 307 , 343 , 367 , 403の６つのピ
ークが検出された（Fig. 5）。解析の結果、m/z = 288 , 307 , 
343 , 367 , 403それぞれのピークは、［Pt（NH3）（DMSO）］，

［Pt（NH3）2（DMSO）］，［Pt（NH3）2（Cl）（DMSO）］+，［Pt
（NH3）（DMSO）2］，［Pt（NH3）（Cl）（DMSO）2］+に相当した。
今回得られたMSの結果は以前報告されたものと同様であ
った13）。これにより、cisplatinはDMSOと反応すると少
なくとも、Cl−がDMSOに置換した１置換錯体と、Cl−と

NH3の２つがDMSOに置換した２置換体錯体が生成する
ことがわかった。
　Cisplatinの構造異性体であるtransplatin、そしてcisplatinと
同 様 に プ ラ チ ナ 系 抗 が ん 剤 で あ るcarboplatinと
oxaliplatin（Fig. 6）のDMSO溶液および水溶液について
もコラーゲン細線維形成阻害効果を有するかを、同様の方
法によって調べた。その結果、transplatinのDMSO溶液
のみが、cisplatin（DMSO）と同程度の阻害効果を有する
ことがわかった（Table 2）。次にcisplatinと同様に、化合
物のDMSO溶液をESI-MSにより分析した。その結果、
Fig. 5に示した構造と推定されるピークが検出された

（data not shown）。この結果より、阻害能を持つcisplatin
とtransplatinのDMSO溶 液 に は 共 通 し てCl− の1つ が
DMSOに置換した錯体が検出された。この結果より、
DMSOの１置換体である［Pt（NH3）2（Cl）（DMSO）］+が
活性本体の候補として考えられた。

Fig. 5　ESI-MS analysis of cisplatin after incubation in DMSO.

Fig. 6　Structures of platinum-containing anticancer drugs.

Table 2　Inhibitory activity of platinum-containing cancer drugs 
against collagen-fibril formation.
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3 .6　HUVECが分泌するコラーゲン細線維に対する
cisplatin（DMSO）の影響

　 培 養 細 胞 が 分 泌 す る コ ラ ー ゲ ン に 対 す るcisplatin
（DMSO）の 細 線 維 形 成 阻 害 効 果 の 作 用 を 評 価 し た。
Cisplatin（DMSO）を含んだ培地でHUVECを培養し、細
胞外のコラーゲンを免疫染色した後に共焦点顕微鏡にて観
察を行った。その結果、層状に蓄積したコラーゲン線維が
染色されているコントロール（Fig. 7A）と比較して、
cisplatin（DMSO）を作用させた場合、細胞付近に細い線
維が凝集し、ドット型の染色が見られた（Fig. 7B）。つま
り細胞が分泌したコラーゲン分子にcisplatin（DMSO）が
作用することで、正常なコラーゲン細線維形成が阻害され
たと考えられる。

3 .7　培養細胞のタンパク質産生に対するcisplatin
（DMSO）の影響

　3.6で示したcisplatin（DMSO）による細線維形成阻害
効果が細胞によるコラーゲン産生阻害によるものかどうか

を 知 る た め に、cisplatin（DMSO）が 含 ま れ た 培 地 で
HUVECを３日間培養し、cell layerの可溶性画分、不溶性
画分および培地の３種類に関してWestern Blottingを行
い、コラーゲンの含有量を評価した（Fig. 8）。その結果、
cisplatin（DMSO）を添加した場合と添加していない場合
におけるcell layerの可溶性画分、不溶性画分および培地
に含まれるコラーゲン量はほぼ変わらないことが示された。
したがって、cisplatin（DMSO）のコラーゲン細線維形成
阻害効果は、細胞のコラーゲン産生阻害によるものではな
く、分泌後の細線維形成阻害によることが明らかになった。

3 . 8　Cisplatin（DMSO）の細胞毒性
　Cisplatin（DMSO）の細胞毒性を調べるために、HeLa
細胞をcisplatin（DMSO）および生理食塩水に溶解した
cisplatinを含んだ培地で48時間培養し、細胞の生存率を
測定した。その結果、cisplatin（saline）に見られる濃度依
存的な細胞毒性が、cisplatin（DMSO）では大幅に低くなっ
ていることが示された（Fig. 9）。CisplatinのDMSO溶液

Fig. 9　Cytotoxicity of cisplatin（saline）and cisplatin（DMSO） to HeLa cells.

Fig. 7　Confocal microscopic images of collagen fibrils secreted by HUVEC. A, 
control; B, treated with 100 µM cisplatin（DMSO）．Scale bar = 30 µm

Fig. 8　Collagen production by HUVEC is 
not inhibited by the treatment with cisplatin

（DMSO）．
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の細胞毒性が減少する例は以前に報告されているが13−15）、
本実験では無血清培地を用いることにより、血清に含まれ
るアルブミン等のタンパク質へのcisplatinの非特異的な結
合の可能性を排除した条件で行ったため、より正確な
cisplatin（DMSO）の細胞毒性についての結果を得ること
ができたものと考えられる。以上の実験結果より、cisplatin
はDMSOに溶解することでDMSOと反応し、低毒性の
cisplatin誘導体を生成することが推定された。

４．総　括

　In vitroでのランダムスクリーニングから得られたcisplatin
（DMSO）は、コラーゲンの細線維化を培養細胞レベルで
抑制することが明らかになった。その活性発現には
DMSOがプラチナ原子に配位していることが必須であっ
た。また、この誘導体化によってcisplatinの細胞毒性がほ
とんど消失した。データは示さなかったが、cisplatin

（DMSO）は、コラーゲンだけでなく他のタンパク質にも
作用するとの知見を得ており、このままのかたちで個体に
応用することは困難であると予想される。一方、cisplatin

（DMSO）がコラーゲン３重らせん上の特異なアミノ酸配
列部位に結合することから、本プラチナ錯体は、コラーゲ
ン細線維化過程における分子間での相互認識の機構を研究
する上で有用なツールになるものと考えられる。
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