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研究成果の概要（和文）：蒲黄は皮膚の創傷治癒の民間薬として使用され続けているが，その科学的検証は全く
行われていない。本研究では，蒲黄の創傷治癒促進作用の存否の検証と，その分子機構に関して解析した。その
結果，蒲黄を真皮線維芽細胞に添加したところ，細胞の遊走能と接着能は促進し，培養レベルで創傷治癒を促進
していた。次に創傷治癒を制御する遺伝子/タンパク質の発現を解析した結果，蒲黄は転写レベルで，瘢痕の原
因となるⅠ型コラーゲンの発現は著明に抑制され，逆に瘢痕を抑制するデコリンの発現が促進していた。従っ
て，蒲黄は瘢痕形成を抑制しながら創傷治癒（再生）を促進している可能性が明らかになった。

研究成果の概要（英文）：The herbal medicine "Cattail Pollen" continues to be used as a folk medicine
 for wound healing of the skin, but its scientific verification has not been investigated at all. In
 this study, we verified the existence or absence of the wound healing promoting effect of Cattail 
Pollen and analyzed its molecular mechanism. As a result, when extract of Cattail Pollen was added 
to dermal fibroblasts, the　migration and adhesion of the cells were promoted, indicating that 
Cattail Pollen promote wound healing of the skin at the culture level. Next, we analyzed how the 
expression of genes/proteins that control wound healing changes mediated by Cattail Pollen. As a 
result, the expression of type I collagen, which causes scar formation, was markedly suppressed at 
the transcriptional level, and the expression of decorin, which suppresses scarring formation, was 
promoted. Therefore, these results suggest that Cattail Pollen may promote skin regeneration without
 scar formation.

研究分野：皮膚科学

キーワード： 蒲黄　創傷治癒　古事記　皮膚　蒲

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
哺乳類の臓器は損傷を受ける瘢痕を残して創傷治癒する。瘢痕はコラーゲンの過剰沈着による線維化であり，そ
の部の機能は永久に失われる。しか，瘢痕を消失させ，再生させる医薬は存在しない。日本では，蒲黄が皮膚の
傷薬として使用され続けているが，その科学的検証は行われていない。本研究によって，蒲黄は瘢痕形成を抑制
し，皮膚を再生する可能性を見出した。従って，皮膚の再生医薬の初めての開発に貢献できる期待される。

※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。
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
肝臓以外の哺乳類の殆どの臓器は，損傷を受けると再生できず，傷跡の瘢痕を残して創傷治癒(修
復)する。瘢痕はコラーゲンの異常沈着による線維化であり，機能は不可逆的に失われる。皮膚も
同様であり，しかも現時点では，皮膚を再生させる医薬は全く存在しない。 
 
蒲の花粉の乾燥物が生薬の「蒲黄」である。蒲黄の効能に関係する記述は日本最古の歴史書で
ある｢古事記｣にまで遡る。記述によると，皮膚の傷ついた白兎が蒲の花粉を塗ったところ皮膚が
元通りに治った(再生)とある。それ以来，蒲黄は直接塗布したり，煎じ薬を内服したりして，今
日まで皮膚の創傷治癒の民間薬として使用され続けている。しかし蒲黄の創傷治癒の促進作用
や再生能の科学的解析は全く行われていないのが現状であった。 
 
２．研究の目的 
創傷治癒は，完全に元通りに治癒する再生と，瘢痕を残して，その部位の機能が低下若しくは
喪失して治癒する修復の 2 種類からなる。上述した背景を踏まえて，本研究では，蒲黄による
(1)皮膚の創傷治癒を促進するのか，(2)促進作用に関わる遺伝子の制御機構を明らかにし，(3)
蒲黄は修復のみならず再生をも促進できるか否か，以上の点を中心にして解析する。蒲黄が単に
皮膚の修復を促進するのみならず，完全に元通りに再生できるのか否か，その可能性を検証する。 
 
３．研究の方法 
(1)蒲黄による細胞の挙動の変動の解析 
水で煎じた蒲黄の遠心上清を抽出物としてマウス真皮線維芽細胞に添加する。そして細胞の
遊走能，接着能，増殖能の変動を解析し，創傷治癒促進がいずれに作用によるものなのかを解析
する。 
 
(2)蒲黄により誘導される遺伝子の網羅的解析 
蒲黄の抽出物でマウス真皮線維芽細胞を刺激し，細胞内で発現する全遺伝子の変動をマイク
ロアレイで網羅的に解析する。蒲黄で新たに発現が誘導される遺伝子の中から皮膚の創傷治癒
を促進する遺伝子を同定する。 
 
(3)蒲黄による創傷治癒制御機構の解析 
①蒲黄の抽出物の濃度や反応時間でマウス真皮線維芽細胞を刺激する。(2)で発現の変動が大き
い 
遺伝子及びその翻訳産物のタンパク質の発現変動をリアルタイム PCR 及びウェスタンブロット
法で解析する。 
 
②①の制御機構が転写レベルで行われているかを転写阻害剤による阻害実験で解析する。転写
阻害剤アクチノマイシン D でマウス真皮線維芽細胞を予め刺激して転写をストップさせ，次い
で蒲黄の抽出物で刺激して，①で検出された遺伝子がどの様に発現を変動させるか，リアルタ
イム PCR で解析する。 
 
③②の解析で，蒲黄の抽出物が遺伝子の転写を制御している場合には，各遺伝子のプロモーター
領域を解析する。各遺伝子のプロモーター領域を組み込んだルシフェラーゼベクターを構築し，
これをマウス真皮線維芽細胞に導入してルシフェラーゼアッセイ法を行い，蒲黄の応答配列を
決定する。そして，応答配列に結合する転写因子をゲルシフトアッセイ法で同定する。 
 
４．研究成果 
以下の実験を行う上で，蒲黄の抽出液の細胞毒性について検討した。マウス真皮線維芽細胞最
終濃度が 0～2%の濃度で蒲黄の抽出液を添加して培養し，各濃度における細胞数を計測した。そ
の結果，0.5%までの濃度では細胞数に有意な差は認めることなく増殖した。しかし 0.75%以上の
濃度になると細胞数は著明に減少した。以上から，蒲黄の濃度が 0.5%以下では細胞増殖に影響
が無く，細胞毒性を認めない安全性の高い濃度であることが示された。従って 0.5%までの細胞
毒性の無い濃度で以下の実験を行った。 
 
最初に蒲黄が皮膚の創傷治癒を促進するか否かを in vitro の系で，細胞の増殖能，遊走能，
接着能について解析した。細胞の増殖能に関しては，蒲黄の抽出液を最終濃度 0.5%になる様に
マウス線維芽細胞に添加して培養し，各培養時間での細胞数を測定した。その結果，48 時間ま
で培養しても，蒲黄で刺激した細胞と刺激していないコントロールの細胞の間には細胞数の違
いを認めなかった。従って蒲黄には細胞の増殖能を促進する作用を認めなかった。次に蒲黄が細
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胞の遊走能を促進するか否かを解析した。マウス線維芽細胞の一部を剥離して人工的に創傷
モデルを作製し，次いで蒲黄で細胞を刺激した(Wound healing assay)。その結果，培養後 12
時間では，剥離部に遊走する細胞の細胞数は，蒲黄で刺激した細胞と無刺激のコントロール細
胞との間に違いを認めなかった。しかし培養 24 時間では，蒲黄の刺激によって遊走する細胞
が有意増加した。以上から，蒲黄には細胞の遊走能を促進させる機能を有していることが明ら
かになった。最後に，蒲黄が細胞の接着能を促進するか否かを解析した。マウス線維芽細胞を
継代培養し，その 30 分後に培養皿に接着している細胞数を計測した。その結果，蒲黄で刺激
した場合に接着している細胞数は，コントロール細胞よりも有意に増加していた。従って，蒲
黄には細胞の接着能を促進させる機能を有していることが明らかになった。以上から，蒲黄は
マウス線維芽細胞の遊走能と接着能を促進することで，創傷治癒を促進することが明らかに
なった。 
 
皮膚の創傷治癒機構は，他の組織と同様に，炎症期，増殖期，組織の再構築期の順の過程を
経て進行する。その際には，サイトカインや止血因子などの液性因子の制御によって，損傷部
の止血と炎症反応を生じる。次いで，成長因子などの細胞の増殖や遊走・接着に関わる因子が
誘導され，線維芽細胞が損傷部に移動する。線維芽細胞はコラーゲン，ヒアルロン酸，プロテ
オグリカン等の細胞外マトリックス成分を生合成し，これらが互いに協同し合いながら損傷
部組織の再構築が行われ，創傷治癒は完了することになる。そこで，マウス線維芽細胞を蒲黄
の抽出液で 48 時間刺激し，発現しているすべての遺伝子の変動をマイクロアレイで網羅的に
解析した。 
マウス線維芽細胞では 41345 種類の遺伝子が発現していたが，そのうち創傷治癒機構の炎
症期に関連するサイトカインや止血因子などの遺伝子の発現変動では，4種類の遺伝子の発現
のみが蒲黄によって変動していた。促進する遺伝子は 3 種類であり，いずれも CXC ケモカイ
ン，CC ケモカインであった。逆に抑制された遺伝子は 1 種類のみであった。促進していた遺
伝子は好中球，単球，Tリンパ球及び樹状細胞に作用して，創傷部への遊走を促進して炎症反
応を起こし，血管新生も促進する。従って蒲黄は，創傷治癒機構の初期段階である炎症期と，
次に続く肉芽形成を行う増殖期に強く作用して可能性が考えられた。 
次に，血管新生や細胞の遊走・接着能に関連する遺伝子の発現が蒲黄によりどの様に変動す
るのかを解析した。その結果，血管新生に関わる遺伝子のうち14種類の発現が促進していた。
逆に，15種類の遺伝子は抑制されていた。そのうち発現が促進する遺伝子では，何れも血管新
生を促進させる重要な遺伝子であり，細胞の分化，炎症を誘導，血管新生をも促進する遺伝子
であった。その他，炎症の症状である血管透過性の亢進，血管拡張及び疼痛の誘発に関与する
遺伝子も検出された。 
細胞の遊走・接着に関連する遺伝子の発現が蒲黄によって促進するものを検索した。その結果，
24 種類の遺伝子の発現が促進していた。特に，FGF やインテグリンファミリーの遺伝子の発現が
著明に促進していた。真皮の細胞外マトリックス成分及びその代謝に関わる遺伝子に関しては，
促進するものは 3種類の遺伝子であった。そのうちのデコリンは著明に促進していた。デコリン
は創傷治癒の際に形成される組織の線維化を抑制し，瘢痕形成を阻害させる重要な物質である，
従って，蒲黄は皮膚の再生を促進できる可能性が見出された。一方，蒲黄により発現の抑制され
た遺伝子は 33 種類であり，非常に多くの遺伝子が検出された。真皮を構築する主要な細胞外マ
トリックス成分はコラーゲンであり，その中でもⅠ型，Ⅲ型，Ⅴ型コラーゲンが代表的なもので
ある。今回の解析結果では，Ⅰ型コラーゲンをコードする 2種類の遺伝子 col1a1 及び col1a2 遺
伝子の発現が著明に抑制されていた。Ⅰ型コラーゲンは皮膚の創傷治癒に重要なタンパク質で
あるが，修復の際に過剰発現し，瘢痕形成を生じさせる。以上から，蒲黄によってⅠ型コラーゲ
ン遺伝子の発現は低下し，しかも抗線維化作用を有するデコリン遺伝子の発現が促進したこと
は，蒲黄には瘢痕形成を阻害し，完全な皮膚再生を生じさせる能力の存在を示していた。  
 
  マイクロアレイでのⅠ型他コラーゲン遺伝子(col1a1 及び col1a2 遺伝子)及びデコリン遺
伝子の発現変動の結果から，蒲黄は皮膚の創傷治癒を促進し，しかも再生をも促進できる可能性
が見出された。そこで，各遺伝子がどの様に蒲黄により制御されるのか，その詳細を解析した。
最初に，マウス真皮線維芽細胞を蒲黄の抽出液で反応させ，各遺伝子の発現変動をリアルタイム
PCR 法で解析した。col1a1 遺伝子と col1a2 遺伝子の発現は，蒲黄の濃度依存性及び反応時間依
存性に発現が抑制されていた。一方，デコリン遺伝子の発現は逆に増加していた。 
そこで，発現抑制機構の詳細を明らかにするため，最初に，予め de novo のタンパク質阻害剤
シクロヘキシミドと反応させた阻害実験を行った。その結果，阻害剤で刺激すると，蒲黄による
col1a1 遺伝子及び col1a2 遺伝子の発現抑制は完全に消失していた。デコリン遺伝子に関して
も，阻害剤の刺激によって，蒲黄による発現促進は消失した。従って，蒲黄による col1a1 遺伝
子，col1a2 遺伝子及びデコリン遺伝子の発現変動には，de novo のタンパク質の誘導が必要であ
ることが明らかになった。次に，発現制御が転写レベルで行われているか否かを解析した。そこ
で最初に，転写阻害剤であるアクチノマイシン Dでマウス真皮線維芽細胞細胞を予め刺激し，次
いで蒲黄で刺激する阻害実験を行い，各遺伝子の発現がどのように変動するかをリアルタイム
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PCR 法により解析した。その結果，蒲黄による Col1a1 遺伝子及び Col1a2 遺伝子の発現抑制は転
写阻害剤の刺激によって消失していた。デコリン遺伝子についても同様に解析したところ，転写
阻害剤の刺激によって，発現促進は消失した。従って，蒲黄はⅠ型コラーゲン遺伝子とデコリン
遺伝子の発現を転写レベルで制御し，その際には de novo のタンパク質の誘導が必要であると
考えられた。 
 
蒲黄によるⅠ型コラーゲン遺伝子(Col1a1及びCol1a2遺伝子)及びデコリン遺伝子の転写レベ
ルでの制御機構の詳細を更に明らかにするため，プロモーター領域における蒲黄の応答配列の
局在を解析した。最初に，Col1a1 の-1020～+116 及び Col1a2 の-1012～+50 のプロモーター領域
の組み込まれたルシフェラーゼベクターをマウス線維芽細胞にそれぞれ導入し，更に蒲黄で刺
激し，ルシフェラーゼの活性を測定した。その結果，Col1a1 遺伝子及び Col1a2 遺伝子の各ルシ
フェラーゼ活性は蒲黄により抑制されていなかった。以上から，解析した-1020～＋116 及び-
1012～+50 の各領域には，蒲黄の応答配列は存在していなかった。更に上流の領域に存在すると
予想され，今後の更なる解析が必要と考えられた。 
次にデコリン遺伝子についても同様に解析した。デコリン遺伝子の-871～+94 のプロモーター
領域を挿入したルシフェラーゼベクターを細胞に導入し，同様に蒲黄で刺激し，ルシフェラーゼ
の活性の変動を解析した。その結果，ルシフェラーゼの活性は増加し，蒲黄はデコリン遺伝子の
転写を促進しており，蒲黄が作用する応答配列は，-871～+94 の領域に存在すると考えられた。
応答配列を更に詳細に解析するため，次にプロモーター領域の上流側から順次欠失させた-602
～+94，-381～+94，-148～+94 の領域の組み込まれたルシフェラーゼベクターを細胞に導入し，
活性の変動を解析した。その結果，-602 まで欠失させると，それ以降は蒲黄によるルシフェラ
ーゼの活性の促進は消失した。従って，デコリン遺伝子における蒲黄の応答配列は-871～-602 の
領域に存在することが明らかになった。-871～-602 のプロモーター領域に，どの様な転写因子
が結合し得るかを，モチーフ解析によって検索した。その結果，プロモーター領域の-826～-815
及び-756～-745 の領域には転写因子の FOXA2 が，-784～-772 には C/EBP が，-720～-713 には
MZF1 が，-678～-666 及び-610～-598 には OCT1 が，それぞれ結合できる領域が存在していた。
いずれの転写因子も，細胞の発生，増殖や分化，接着や遊走を調節する重要な転写因子である。
従って，これらの転写因子が応答配列に結合して，デコリン遺伝子の転写を促進している可能性
が考えられた。既に述べたシクロヘキシミドによる阻害実験の結果から，蒲黄は上で述べた何れ
かの転写因子を新たに生合成し，これが応答配列に誘導されて結合して，デコリン遺伝子の転写
を促進する可能性が考えられた。 
 
以上要約すると，本研究では，蒲黄による創傷治癒，特に線維化関連遺伝子の転写制御機構を解
明するために，Ⅰ型コラーゲン遺伝子及びデコリン遺伝子の転写制御の存否及び転写制御領域
であるプロモーター領域を解析した。その結果，蒲黄は Col1a1 及び Col1a2 の両方のⅠ型コラー
ゲン遺伝子の転写を抑制していることを明らかにした。一方，デコリン遺伝子に関しては，蒲黄
は-871～-602 の領域に作用して，転写を促進することが明らかになった。また，この領域には，
蒲黄によって新たに転写因子が生合成され，応答配列に誘導される機構の可能性を見出し，FOXA2，
C/EBP，MZF1，OCT1 が結合し得る転写因子として見出した。従って，これらの解析結果を考え合
わせると，蒲黄によるⅠ型コラーゲン遺伝子の転写の抑制及びデコリン遺伝子の転写の促進が，
損傷部に瘢痕を残さない，組織の完全な再生を遺伝子の転写レベルで制御している可能性が考
えられ，古事記での真実性を更に支持する可能性が期待された。 
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