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研究成果の概要（和文）：皮膚のキズあとが目立つのは、キズが治る過程の異常反応と考えられる。皮膚のキズ
と同様な反応が肺や心臓、肝臓、腎臓に起こると、臓器不全になる。これらの病態は「線維化」と呼ばれるが、
その原因はわかっていない。本研究では、「線維化」に関わる可能性がある分子として、LTBP-2分子に着目して
研究を行なった。LTBP-2分子を持つマウスとLTBP-2分子を持たないマウスを使って、炎症反応を起こしたりキズ
を作って治り具合を比較検討した結果、LTBP-2の有無によって「線維化」の程度に大きな差を認めないことが分
かった。

研究成果の概要（英文）：Keloid or hypertrophic scar of the skin is due to abnormal wound healing 
process. When abnormal wound healing occurs in vital organs, such as lung, heart, liver, and kidney,
 the organs lose their function. The pathological condition of abnormal wound healing is called 
fibrosis, which is not ameliorated by today’s medicine. In this study, we focus on LTBP-2, which 
are reported to be involved in fibrosis. We analyzed the function of LTBP-2 in wound healing or 
inflammation using Ltbp2 knockout mice, and found that LTBP-2 does not make a significant difference
 in fibrosis formation.

研究分野：形成外科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
皮膚などの臓器を構成するタンパク質は多数あるが、その全ての分子の機能が分かっている訳ではない。病気の
原因となる分子の欠損や異常を見つける方法の一つとして、ある特定の分子の機能を研究する必要がある。本研
究で着目したLTBP-2分子は、最近の報告では「線維化」病態に関わる可能性が示唆されている。今回は皮膚にお
ける線維化モデルについて検討したが、明らかな機能を見出すことができなかった。皮膚以外の臓器についても
検討すれば、病気の原因や治療標的であることが発見できるかもしれない。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
(1) 肺や心臓、腎臓のような組織の線維化は臓器の機能低下を引き起こし、治療が困難な疾患
の原因となっている。組織の線維化は炎症や創傷治癒反応に引き続いて起こる真皮マトリ
クスの過形成である。形成される真皮マトリクスの大部分はコラーゲンであるが、それだ
けでなくファイブロネクチンやマイクロフィブリルも再形成される。マイクロフィブリル
を構成するfibrillin-LTBPファミリーのタンパク質は発生過程においてTGF-やBMPなど
の増殖因子を制御することが知られているが、線維化疾患における病態への関わりは知ら
れていない。 
 

(2) 細胞外マトリクス分子である Latent TGF- binding protein (LTBP)分子(LTBP-1〜4)は、
「不活性型 TGF-分子と結合し、TGF-シグナルをコントロールする」役割と、「細胞外マ
トリクスの構成成分」としての役割の 2 つの異なった役割がある。しかしながら LTBP-2
分子は不活性型 TGF-との結合能がない。最近、LTBP-2 が bFGF と強力に結合することが
報告された(Menz et al, PLoS One, 2015)。bFGF の投与が肉芽形成・血管新生を促進する
ことは周知であるが、内因性の bFGF がどのように創傷治癒に関わっているのか、また bFGF
との相互作用を持つ LTBP-2 が創傷治癒や組織修復時に果たす役割は知られていない。 
 

２．研究の目的 
本研究の目的は、bFGF との相互作用を介する LTBP-2 の創傷治癒における機能的役割を解
明することである。細胞外マトリクス形成に必須のタンパク質 LTBP-2 が内因性 bFGF の活
性を阻害し、創傷治癒反応を阻害している、あるいは炎症性線維化反応を亢進しているの
ではないかという仮説を検証する。本研究により、創傷治癒阻害因子の発見、過剰な瘢痕
形成の抑制因子の発見の可能性がある。 

 
３．研究の方法 
(1) LTBP-2 欠損マウスを用いて、炎症惹起剤の腹腔内投与による腹腔内線維化モデルあるいは
真皮内投与による皮膚線維化モデル、また皮膚欠損・創傷治癒モデルを作製し、LTBP-2 が
線維化組織形成を促進しているのか、抑制しているのかを明らかにする。 

(2) マウス胎児線維芽細胞を採取・培養し、線維化に関わる分子の発現、または細胞外マトリ
ックスの形成について、LTBP-2 の有無によって差があるのかどうかを検証する。差を認め
た場合には、LTBP-2 欠損細胞においてレスキュー実験を行い、差を認めた表現型の回復が
見られるかどうかを検証する。 

 
４．研究成果 
(1) まず、野生型マウスと LTBP-2 欠損マウスの腹腔内に完全フロイントアジュバントを投与
して炎症を起こすモデルを作製した。適切な炎症反応を起こす投与量、投与間隔、投与回
数についての検討を行った。7週齢の雌の場合 2週間隔で１回 200ul×2 回投与、7週齢の
雄の場合 2 週間隔で 1 回 300ul×3 回投与で肉眼的な腹腔内臓器の癒着が十分見られるこ
とがわかった。脾臓または肝臓の組織切片を作製しマッソントリクローム染色を行ったと
ころ、脾臓および肝臓の周囲にコラーゲンからなる線維化組織が形成されていることを確
認した。しかし、炎症反応や線維化の程度が一定しなかった。この理由は完全フロイント
アジュバント中に懸濁しているマイコバクテイア死菌の投与量依存的に炎症反応が起こ
るので、死菌の懸濁具合により投与される死菌量が一定しなかったためと考えられた。そ
こで、野生型マウスと LTBP-2 欠損マウスの腹腔内に、十分に懸濁した完全フロイントア
ジュバントを投与して炎症を起こすモデルを作製した。抗原としてウシ血清アルブミンを
用いた。横隔膜の線維化の程度を肉眼的に観察したが、野生型マウスと LTBP-2 欠損マウ
スでは差が見られなかった。次に、頭部、背部および耳介真皮内に完全フロイントアジュ
バントの注入を行い真皮炎症モデルの作製を試みた。しかし、マイコバクテイア死菌の懸
濁具合により投与される死菌量が一定しなかったため、炎症の惹起の程度にばらつきが見
られた。そこで、十分に懸濁した完全フロイントアジュバントの注入に変更したが、ミセ
ルがそのまま残存し炎症反応が起こりにくかった。 

(2) LTBP-2 の機能解析のための in vitro 実験系を確立した。野生型マウス胎児を胎生 13.5 日
齢で採取しマウス胎児線維芽細胞を採取・培養した。このマウス胎児線維芽細胞を不死化
するためヒトテロメラーゼ逆転写酵素遺伝子を導入した後クローン化した。Ltbp2 遺伝子



の発現抑制はsiRNAを用いて行い、qPCRにて遺伝子発現が抑制されていることを確認した。
また LTBP-2 欠損マウスの胎児を胎生 13.5 日齢で採取しマウス胎児線維芽細胞を採取・培
養した。レスキュー実験を行うため、リコンビナント LTBP-2 タンパク質の作製、および
Ltbp2 遺伝子発現レンチウィルスの作製を行った。Ltbp2 遺伝子の発現抑制、および Ltbp2
遺伝子発現レンチウィルスの導入による、I 型および III 型コラーゲン遺伝子発現の測定
を行なったが、コントロール siRNA による発現抑制と比較して、変化を認めなかった。そ
こで、野生型マウス胎児線維芽細胞と LTBP-2 欠損マウス胎児線維芽細胞、および Ltbp2
遺伝子発現レンチウィルスを導入した細胞とでI型およびIII型コラーゲン遺伝子発現の
測定を行なったが、変化を認めなかった。 
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