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研究成果の概要（和文）：　上皮間葉移行(Epithelial-Mesenchymal Transition: EMT)とは、上皮細胞が間葉系
細胞と類似した形態と運動能を獲得する過程を示す。近年、皮膚創傷治癒過程において、創傷断端部位の表皮細
胞が運動能を獲得し遊走する現象にEMTが関与していると考えられているが、詳細な検討はなされていない。
　本研究では、マウス皮膚創傷を用いて、皮膚創傷断端表皮細胞の形態変化・運動能獲得における分子機構を
EMTの観点から解析した。結果、通常の創傷と比較して、bFGF添加した創傷では創傷断端の表皮角化細胞のEMTが
増強しており、EMTを誘導するサイトカイン、転写因子も発現していた。

研究成果の概要（英文）：During reepithelialization of the wound healing process, keratinocytes at 
leading edge of the wound edge are migrating in association with a transition into spindle cells and
 a reduction of cell-cell contact. These phenomena are thought to belong to epithelial mesenchymal 
transition (EMT). We examined bFGF effects on EMT at wound edge keratinocytes using mouse dorsal 
skin. As a result, EMT of keratinocytes at leading edge are enhanced with bFGF treatment and EMT 
inducer cytokines and transcriptional factors were also upregulated with bFGF.

研究分野：皮膚科学

キーワード： 皮膚再生学　上皮間葉移行　ＥＭＴ　ＦＧＦ2

  ３版
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１．研究開始当初の背景 
 
(1) 創傷ではまず「創床」が形成され続いて
周辺皮膚から表皮角化細胞が遊走し、創傷面
を覆い再生が終了する。そのとき創傷断端の
表皮角化細胞（Wound-Edge Keratinocytes）は、
紡錘形に形を変え極性を失い遊走するため、
Wound-Edge Keratinocytes が上皮間葉移行
(epithelial mesenchymal transition：EMT）と
類似の現象を起こしていると考えられている 1)。 
 
(2) これまでEMTメカニズムは、がん細胞浸潤
現象の分野で明らかにされてきている。最も有
名な現象は、上皮系癌浸潤過程における
vimentin をはじめとした間葉系中間径フィラ
メントの発現であり、上皮系癌の悪性度に密接
に関わっている。がんにおけるEMTシグナル解
析について簡略に述べると、TGF-βなどのシグ
ナルを受けた上皮系癌細胞は、Snail, Slug, 
Twist などの EMT 関連転写因子を発現し、続い
てE-cadherin 発現低下及び形態変化によって
遊走性を獲得する 2)。 創傷治癒過程でもTGF-
βは産生されているため、EMT が一定の関与を
し て い る と 推 察 さ れ る 。 Wound-Edge 
Keratinocytes はこれまで多種多様な検討が
行われ、細胞形態の変化や遊走能獲得の他、
cytokeratin, integrin, desmosome などとい
った細胞骨格・細胞間接着分子の変化から
EMT の関与が推測されているが、現時点で複
数の EMT 関連分子に焦点を当てた研究はほと
んどなされていない。 
 
 
２．研究の目的 
 
(1) 本研究では創傷治癒過程における表皮
角化細胞遊走を EMT 視点から検討し、皮膚再
生メカニズムの一端を解明する。 
 
(2) 日本国内で保険適用とされ日常診療で
皮膚潰瘍の創傷治癒促進剤としても使用さ
れる recombinant human basic fibroblast 
growth factor (bFGF: trafermin)が EMT に
関与していると想定し、in vivo で bFGF 投与
された創傷の EMT 誘導について検討する。 
 
 
３.  研究の方法 
 
(1) マウス創傷治癒過程のモデル 
10-12 週齢の C57BL/6J マウス（雄）の背部皮

膚をバリカンで除毛し、左右 1 箇所ずつ 6mm
トレパン (BP-L60K)で肉様膜に至る創傷を
加えた。左側の創傷には recombinant human 
basic fibroblast growth factor (bFGF: 
trafermin, kaken) 1 ug/ml, 50 ul を連日添
加した。右側の創傷には PBS を 50ul 連日添
加しコントロール（CTL）とした。創傷は、
透明粘着テープ（3MTM テガダーム TM）で保
護した。肉眼的創閉鎖日は創が上皮化し、痂
皮が全て除去された日とした。 
 
(2) マウス皮膚組織の作成 
マウス背部創傷部に対して、#11 メスを用い
て創傷中央を中心とした 1 辺 10mm の正方形
に切開し、骨上の深さで皮膚組織を採取した。
採取組織を中央で 2 分割し、それぞれ 4% 
paraformaldehyde で 24 時間固定し、パラフ
ィン包埋した。パラフィン切片作成し、
hematoxylin eosin 染色で形態学的に観察し
た。創傷断端の最も肥厚した部分が構成する
表皮角化細胞数は、核の 1/2 以上の成分が含
まれているものをカウントした。 
 
(3)蛍光抗体法 
前述の皮膚組織を用いて、Snail (cell 
signaling), Slug (cell signaling), 
Vimentin (cell signaling), E-cadherin 
(cell signaling), N-cadherin (cell 
signaling), Notch1 (abcam), β -catenin 
(cell signaling), Twist (abcam)に対する
各種抗体を用いて、蛍光抗体法を行った。 
 
(4) PCR array 
創傷作成後 4 日目の組織から RNeasy®Mini 
Kit (QIAGEN)で mRNA を抽出、Ready-To-GoTM 
RT-PCR Beads (GE Healthcare)で cDNA を作
製した。EMT 関連分子 84 項目を RT2 Profiler 
PCR Arrays (96-well Format), Mouse 
Epithelial to Mesenchymal Transition 
(QIAGEN)を用いて、realtime RT-PCR にてそ
れぞれ定量化し、fold change で比較した。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) bFGF を投与したマウス皮膚創傷の変化 
CTL の創と、bFGF 投与した創を経時的に観察
し、創閉鎖日を比較した。その結果、CTL 群
では平均 9.8 日(n=6)。bFGF 投与群では平均
7.8 日（n=6）、であり、bFGF 投与群で有意に
創閉鎖までの日数が短縮した（p<0.05）。続



いて、創傷断端の表皮の構成を HE 染色され
た病理組織像で検討した。創傷治癒過程にあ
る day 4 の創傷において、bFGF 投与した創で
は明らかな表皮断端の肥厚が見られた。表皮
の最も厚い部位を構成している細胞数をカ
ウントすると、CTL の創傷では 7.0±1.5 個、
bFGF 投与した創傷では 12.5±2.5 個であり、
有意差を持って bFGF 投与した創傷断端では
表皮肥厚が見られた。 
一方、Wound-edge keratinocytes がフィブリ
ンクロットに接する面を観察すると、CTL の
創は比較的なだらかであるのに対し、bFGF 投
与した創は keratinocyte が紡錘形に形態変
化して突出していた。また一部ではフィブリ
ンクロット内への keratinocyte の泳動も見
られ、それらは pan keratin 染色陽性だった。
フィブリンクロット内への浸潤細胞数を比
較したところ、CTL 群では 0.1±0.3 個だった
のに対し、bFGF 投与群では 2.2±1.8 個であ
り、有意差をもって、bFGF 投与にて細胞の個
別遊走を認めた。まとめると、bFGF 投与した
創傷の Wound-Edge Keratinocytes は、紡錘
形に形態変化し、一部の細胞では表皮の細胞
間接着から離脱して遊走しているため、より
強く EMT が誘導されていると推測した。 
 
(2) Wound-Edge Keratinocytes における EMT
関連細胞構造蛋白の同定 
EMT 誘導刺激を受けた上皮細胞が、間葉系細
胞様に変化する際の主要なマーカーとして、
細胞接着に密に関わる E-cadherin が減弱す
ること、間葉系細胞の中間系フィラメントで
ある vimentin が発現してくることがよく知
られている。前述のマウス皮膚創傷作成後 4
日目の bFGF 添加皮膚組織を用いて、
E-cadherin, vimentinの発現について蛍光抗
体法で確認した。結果、E-cadherin は、
Wound-Edge Keratinocytes 及び、表皮から離
れて遊走している keratinocyte で減弱して
いた。また、vimentin はそれらの細胞におい
て発現しており、cytekeratin と混在してい
た。bFGF 投与した創傷組織の一部では、肥厚
した創傷断端直下の肉芽組織表面に、単層で
増殖し遊走する細胞が見られた。それらの細
胞は cytekeratin に加え Vimentin を強く発
現しており、E-cadherin は消失していた。こ
れらの結果より、bFGF投与されたWound-Edge 
Keratinocytes では、E-cadherin の減弱、
vimentinの発現というEMTに典型的な細胞構
造の変化を起こしていることが分かった。 
 

(3) マウス皮膚創傷におけるEMT関連分子の
網羅的解析 
マウス創傷作成後4日目の皮膚組織全体から
mRNA を抽出し、EMT 関連分子約 84 項目を PCR 
array にて定量化し、網羅的に比較検討した。
それぞれの分子を、「Up-regulated during 
EMT」、「Cell Growth and Proliferation」、
「Cell migration and Motility」、「TGF/BMP 
Signaling」、「WNT Signaling」に分けたとこ
ろ、いずれの区分においても、bFGF 投与した
創傷にて 1.5 fold change 以上上昇している
分子が多くみられた。EMT に強く関連する細
胞内外シグナル・転写因子として、Snail, 
Slug, Twist, Notch1, Zeb1, TGFβ1, Smad2, 
β-catenin, Wnt5a を抽出し、CTL と bFGF 投
与創傷とを比較した。結果、細胞外からの EMT
の重要な促進因子であるTGFβ1は bFGF投与
創傷で上昇していた。また細胞内シグナルで
ある Notch1、Smad2、β-catenin、Wnt5a も
同様に上昇していた。EMT 関連転写因子であ
る、Snail は bFGF 投与創傷で増加しており、
Slug は軽度上昇していたが、Twist, Zeb1 は
減少していた。以上より、bFGF 投与したマウ
ス皮膚創傷組織では、全体の傾向として、EMT
関連分子、細胞増殖・遊走に関わる分子が活
性化しており、組織中の TGFβ1 濃度が上昇
し、一部の転写因子の活性化を経て EMT 誘導
刺激を得ている可能性が示唆された。 
 
(4) Wound-Edge Keratinocytes における EMT
関連転写因子の同定 
続いて、Wound-Edge Keratinocytes における、
EMT 関連転写因子の発現を正常皮膚、創傷作
成 4日目マウス CTL 皮膚、創傷作成 4日目マ
ウス bFGF 投与皮膚で比較検討した。Snail は
bFGF 投与した創傷でのみ、 Wound-Edge 
Keratinocytes で発現していた。Slug は正常
皮膚では発現せず、CTL 創傷の Wound-Edge 
Keratinocytes の一部で陽性だった。一方、
bFGF 投与創傷の Wound-Edge Keratinocytes
では多くの細胞の核で発現が見られた。Twist
は bFGF 投与創傷の細胞質で淡く発現が見ら
れた。β-catenin は正常皮膚・CTL 創傷では
細胞膜に一致して発現していた。一方、蛍光
抗体法にて bFGF 投与創傷の Wound-Edge 
Keratinocytes では、βcatenin の細胞質内、
核内移行が見られた。 
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