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研究成果の概要（和文）：オステオポンチン（OPN）の構成タンパクSLAYGLRの皮膚の創傷治癒における役割につ
いての研究を行った。OPNノックアウトマウス（KO）のマウス胎児線維芽細胞（MEF）にSLAYGLRを投与するとコ
ラーゲンIa1、TGFbの発現が増強していた。さらにTGFｂ中和剤、TGFｂ受容体阻害剤、MAP kinase 阻害剤投与下
ではコラーゲンIa１の発現およびRNAレベルでの発現は抑制されていた。SLAYGLR 投与によりJun,p-Junの発現は
やや増加していた。以上よりOPNの構成タンパクであるSLAYGLRはTGFｂ受容体を介してTGFｂを制御し、皮膚の創
傷治癒に寄与してことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：I researched a role of SLAYGLR, the protein compounds osteopontin(OPN), 
during cutaneous wound healing. Using mouse embryonic fibroblast(MEF)of OPN knock out mice(KO), the 
function of SLAYGLR was investigated in cutaneous wound healing. SLAYGLR increased the expression of
 collagenIa1 and TGFb1 in MEF. In addition, the expression of collagenIa1 was suppressed under TGFb
　neutralizing antibody, inhibitor of TGFb receptor, and inhibitor of MAP kinase. SLAYGLR enhanced 
the expression of JUN and p-Jun in MEF of KO.Therefore SLAYGLR may control the expression and 
function of TGFb via TGFb receptor in the process of cutaneous wound healing. SLAYGLR may contribute
 to the cutaneous skin wound healing.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
皮膚の創傷治癒のメカニズムを解明は、生体防御の面からも美容的面からも社会的に意義がある。今回、オステ
オポンチン（OPN）の構成蛋白質であるSLAYGLRの皮膚創傷治癒における役割についての研究を行った。OPNノッ
クアウトマウス（KO）の胎児線維芽細胞（MEF）を使用した研究ではTGFｂ1の作用を増強させていた。さらに
TGFb中和抗体、TGFb受容体阻害薬、MAP　kinase阻害薬によりSLAYGLRの効果は抑制されていた。SLAYGLRはTGFb
受容体を介して、TGFbの制御しており、皮膚の創傷治癒に寄与する蛋白質であることが示唆された。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
課題：TGFベータ/Smad シグナルを標的とした皮膚の瘢痕化の薬物療法の開発 
 
１．研究開始当初の背景 
皮膚の創傷治癒は生体防御の観点および美容整容の面からの重要である。OPN 欠損マウス
（KO）を使用した研究では、全層皮膚欠損モデルにおいて、創部閉鎖が野生型に比べ著しく
遅延していた。その原因として、OPN が欠如した状態では TGFｂの発現が抑制されていた。
よって TGFb が制御しているマクロファージの機能やコラーゲンの形成が抑制され、線維芽
細胞の形成が著しく低下した結果、皮膚の創傷治癒が遅延したと考えられた。今回、我々は
OPN の SVVYGLR 配列に注目した。皮膚のマウス胎児線維芽細胞（MEF）を使用した先行研究
では SVVYGLR が TGFβ と同様な生物活性があることが分かっている OPN の構成蛋白質であ
る SLAYGLR が皮膚の創傷治癒を制御していると推測した。 
 
２．研究の目的 
OPN を構成しているタンパク質である SLAYGLR の皮膚の創傷治癒に関する役割を明らかに
する。 
 
３．研究の方法 
1．TGFβ1 と SLAYGLR の相互作用の検討 
①Mouse embryonic fibrobrast (MEF)による線維芽細胞モデルの作成 
C57BL/6 のバックグランドの OPN ノックアウトマウス（KO）のマウス胎児線維芽細胞（MEF）
を使用し、SLAYGLR の線維芽細胞への遊走、増殖、線維化に及ぼす影響を調べた。 
KO マウスの胎児の内臓をトリプシンで溶解し、MEF を作成した。3継代後より使用した。 
②SLAYGLR と TGFb1 の相互作用 

MEFにa.TGFｂ1（1ng/mL）b.SLAYGLR（10ng/mL）を添加し、c. TGFｂ1(-)、SLAYGLR(-)と比

較した。 

(1) Western blot  

Western blot にてコラーゲンIα1の発現を検討した。 

(2) Real-time RT-PCR  

Mammalian Total RNA MIniprep KitⓇ (Sigma)を使用し、培養細胞のmRNA を抽出した。抽

出したmRNA でReal-time RT-PCRを行い、相対定量法にてリン酸化Smad2、Smad7 を測定し

た。 測定はTaqManⓇ One-StepRT-PCR Master Mix Reagents およびTaqManⓇ Gene 

Expression Assays を使用し、7300 Fast Real-time PCR system (Applied BiosystemTM)

にて測定を行った。 
③SLAYGLR のシグナル伝達経路の検討 
TGFｂ中和剤、TGFｂ受容体阻害剤、 MAP kinase 阻害剤を使用し、SLAYGLR の作用が抑制さ
れるかを調査し、皮膚の創傷治癒における SLAYGLR の作用についての詳細を検討した。 

(1)Western blot  

Western blot にてJun、p-junの発現を検討した。 

(2)Real-time RT-PCR  

培養細胞のmRNA を抽出し、Real-time RT-PCR を行う。相対定量法にてTGFb1、コラーゲ

ンIα1、リン酸化Smad2、Smad7 を測定した。 

 
４．研究成果 
1．TGFβ1 と SLAYGLR の相互作用の検討 

a.TGFｂ1（1ng/mL）b.SLAYGLR（10ng/mL）の両群はc. TGFｂ1(-)、SLAYGLR(-)と比較してコ

ラーゲンIa1の発現が増強していた。また、TGFｂ1、SLAYGLYを投与によりリン酸化Smad2、

Smad7の発現は促進していた。 
2．SLAYGLR のシグナル伝達経路の検討 
SLAYGLY（10ng/mL）投与後、TGFｂ中和剤、TGFｂ受容体阻害剤、 MAP kinase 阻害剤を投与
し Jun、p-jun の発現を Western blot で調べた。Jun、p-jun の発現は TGFｂ中和剤、TGFｂ
受容体阻害剤、 MAP kinase 阻害剤投与で抑制されていた。また Real-time RT-PCR にて



TGFβ1 と SLAYGLRGFｂ1、コラーゲン Iα1、リン酸化 Smad2、Smad7 の発現は SLAYGLY 単体
投与に比べ、明らかに抑制されていた。 
以上より SLAYGLR は TGFb1 と同様の作用を有していた。そのメカニズムとして、SLAYGLR が
TGFb1 の発現を増加させるだけではなく、SLAYGLR が TGFb 受容体に直接作用し、TGFb1 の作
用の増強している可能性があると考えられた。予備研究では OPN の欠落により TGFb1 の発
現が抑制されており、SLAYGLR が TGFb1 を制御し肉芽形成に影響していることが考えられ
た。 
OPN の構成タンパクである SLAYGLR は TGFｂを制御に関与し、皮膚の創傷治癒に寄与してこ
とが示唆された。 
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