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研究成果の概要（和文）：レックリングハウゼン病由来線筋維芽細胞の機能解析を行い、neurofibrominより下
流の細胞骨格に関するシグナル伝達が、瘢痕形成の原因となる機械的伸展刺激下の筋線維芽細胞への分化誘導に
関わることを解明した。LIM kinaseの活性化あるいはcofilinの不活化によりアクチン重合を促進すると、機械
的伸展刺激を加えても線維芽細胞の筋線維芽細胞への分化傾向が抑制されることを明らかにし、LIMKやcofilin
をターゲットとした創薬の可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：We found that neurofibromin was implicated in the differentiation of 
fibroblasts into myofibroblasts in response to mechanical stimulation through the LIMK/cofilin/actin
 filament dynamics pathway. When neurofibromin was dysfunctional, LIMK  and cofilin 
activation-inactivation chage became less responsive to mechanical stimulation, leading to the 
stable expression of α-SMA, which induce less scar formation. Thus, this molecular pathway may be a
 potential therapeutic target for the treatment of itractable hypertrophic scars and keloids.

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
レックリングハウゼン病由来線筋維芽細胞に着目することで、neurofibrominより下流の細胞骨格に関するシグ
ナル伝達が、瘢痕形成の原因となる機械的伸展刺激下の筋線維芽細胞への分化誘導に関わることを解明したが、
現在まで同様の発表は未だなされておらず、新規のものである。そして、難治であるケロイド・肥厚性瘢痕治療
につながるLIMKやcofilinをターゲットとした創薬の可能性を示したことで、今後のscarless wound healingの
実現へ一歩前進した。本研究は人類のQOL向上に貢献できうると考える。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
ケロイド・肥厚性瘢痕は、ヒトの生命に直接影響を及ぼさないため、単に整容的な問題として扱
われ、治療の優先度としては低く扱われてきた。しかしながら、ケロイド・肥厚性瘢痕による醜
状は、患者にとって大きな精神的苦痛を伴う。また、単に精神的な問題だけでなく、ケロイド・
肥厚性瘢痕は痛みと痒みを伴い、また、重度になると拘縮による運動障害も生じるようになり、
QOLを著しく低下させる。そして、治療に際しての大きな問題は、ケロイド・肥厚性瘢痕は、
手術で切除し丁寧に縫合しても再発することが多くあること、その一方で治療のための効果的
な薬剤が存在していないということ、すなわち非常に難治であるということである。そこで、ケ
ロイド肥厚性瘢痕の新治療薬の創薬につながるような、研究が俟たれるところである。 
 
しかしながら、ケロイド・肥厚性瘢痕の形成機構は十分に解明されてはいない。その形成機構が
不明である大きな理由の一つに、ケロイド・肥厚性瘢痕の形成には増殖因子や炎症性サイトカイ
ン、細胞間相互作用など、様々な外的な因子が複雑に関与することがある。それらの外的因子の
一つ一つを丹念に解析していくことは非常に重要なことであるが、非常に大きな労力と時間を
要する。一方、形成外科領域ではレックリングハウゼン病（神経線維腫症 I型、neurofibromatosis 
type 1、以下 NF-1と略す）という全身の皮膚と神経を中心に神経線維腫を多発する疾患を治療
する機会が多くある。そして、この NF-1では、手術後の瘢痕が非常にきれいになることが知ら
れている。とういことは、NF-1の創傷治癒機構を研究し、その瘢痕形成のメカニズムを明らか
にすれば、ケロイド・肥厚性瘢痕の新治療法開発に通じ、ひいては scarless wound healingの
実現に応用できる可能性がある。 
 
 
２．研究の目的 
 
（１）NF-1 由来筋線維芽細胞の機能解析（タンパク産生・分泌能の解析）を行う。 
NF-1 では筋線維芽細胞自体は正常皮膚よりも多く存在していることが判明している。そこで、
NF-1 では筋線維芽細胞の機能発現に、正常線維芽細胞と相違があると想定し解析する。具体的
は、NF-1 由来の筋線維芽細胞における、ケロイド・肥厚性瘢痕の構成成分であるコラーゲン 1
型、フィブロネクチンなどの細胞外マトリックスや細胞外マトリックス分解酵素（マトリックス
メタロプロテアーゼ）産生・分泌能を調べる。 
 
（２）NF-1 の機械的伸展刺激受容機構の解析を行う 
NF-1 の筋線維芽細胞への分化誘導のメカニズムを調べる。ケロイド・肥厚性瘢痕は肩や前胸部
など機械的伸展刺激を生じる場所に発生しやすい。しかし、NF-1 ではそういった部位でも反イ
瘢痕はきれいになる。そこど、細胞伸展装置を用いて、NF-1 由来線維芽細胞に機械的伸展刺激
を加え、機械的伸展刺激受容の観点から筋線維芽細胞分化誘導のメカニズムの解析を行う。 
 
 
３．研究の方法 
 
（１）使用細胞 
実験のコントロールとなる、正常皮膚線維芽細胞は、市販されている初代ヒト皮膚線維芽細胞を
購入し使用した。NF-1 由来皮膚線維芽細胞は、施設倫理委員会による許可を受けたプロトコー
ルに則り、同意の得られた NF-1 患者から腫瘍切除手術において生じた余剰皮膚を提供してもら
い、腫瘍が存在しない部分の皮膚から線維芽細胞を初代培養した。いずれも、通常の培養細胞実
験系で培養・継代を行い、継代数 3～8の細胞を実験に用いた。 
 
（２）機械的伸展刺激の方法 
細胞への機械的刺激にはストレックス社製の培養細胞伸展システムを用いた。タイプⅠコラー
ゲンにてコーティングした専用シリコンチャンバー上に培養し伸展刺激を加えた。伸展条件は、
ヒトの呼吸回数を想定して 1分間に 10往復、伸展率 15％という設定で継続的に行った。 
 
（３）筋線維芽細胞のタンパク産生・分泌能の解析 
ウエスタンブロッティング法および ELISA 法を用いる。また、機械的伸展刺激を加えた際の産
生・分泌能の変化も観察する。 
 
（4）筋線維芽細胞への分化や細胞骨格制御に関連したシグナル伝達の解析 
筋線維芽細胞への分化については、そのマーカーであるα-SMA の発現変化をウエスタンブロッ
ティングにて解析した。 
RhoAの下流にある、LIMKや cofilinの活性についてはそのリン酸化タンパク質の割合をwestern 
blotting にて測定した。また、LIMK や cofilin の機械的伸展刺激における機能を見るために、
それらの siRNA を作成し使用した。さらに LIMK の constitutive active form および dominant 



negative form を皮膚線維芽細胞に導入すべく、Mammalian Expression Vector を用いた新たな
プラスミドを作成した。そしてさらに、遺伝子導入の高効率化を目指し、アデノ随伴ウイルスを
用いて、標的分子の変異型の細胞導入を行った。 
 
 
４．研究成果 
 
（１）NF-1 由来筋線維芽細胞の機能解析 
正常線維芽細胞と NF-1 由来線維芽細胞に
おける 1 型コラーゲンのタンパク発現量
は、正常線維芽細胞と比べると NF-1 線維芽
細胞の方が、もともと発現が高い（右図
ST(-)）という結果となった。また、機械的
伸展刺激を加えると正常線維芽細胞では、
刺激後に 1 型コラーゲンの産生が増加する
のに対して NF-1 線維芽細胞では産生に変
化がなかった(右図 ST(+))。これにより、NF-1 では機械的伸展刺激を加えても細胞外マトリック
スるの増加を生じにくいことが示唆された。 
その後、1型コラーゲンの分泌能やその他の細胞外マトリックス産生能を調べたが、安定した結
果を得られなかった。 
 
（２）NF-1 の機械的伸展刺激受容機構の解析 
LIMK および cofilin の機能解析を行うべく、それぞれの
constitutive active form および dominant negative form を組み
込んだ mammalian expression vector を作成した。LIMK に関して
は Flag でタグ付けしたものを作成し、cofilin に対しては HAでタ
グ付けした。そして、それらをリポフェクション法を用いて 293 細
胞に遺伝子導入したところ、ウエスタンブロッティング
法を用いて発現することを確認できた（右図）。しかしな
がら、ヒト皮膚線維芽細胞に導入しようとすると、293 細
胞とは異なり、著しく導入効率が低下した。そのため、
エレクトロポレーション法を次に試したが、これも導入
効率の大きな改善には至らなかった。 
そのため、アデノ随伴ウイルスを用いた遺伝子導入に変
更し、コンストラクトの作成に時間を要した。 
現時点では、アデノ随伴ウイルスにより、GFP でタグ付けした LIMK2 の constitutive active 
form および Wild type を、効率よく皮膚線維芽細胞に導入できることを確認できている。 
 
また、cofilin の機能を抑制するために
cofilin siRNA を作成し、正常線維芽細胞に
おいて cofilin のノックダウンを行った。そ
して、機械的伸展刺激を加え正常線維芽細胞
の変化を観察した（右図）。筋線維芽細胞へ
の強力な分化誘導作用をもつ TGF をコント
ロールとした。すると、正常線維芽細胞およ
びコントロールの siRNA を導入した細胞で
は、機械的伸展刺激あるいは TGF 刺激で、筋
線維芽細胞への分化誘導が生じるのに対し
て、NF-1 の原因遺伝子である neurofibromin
をノックダウンしたもの、そして cofilin を
ノックダウンしたものでは、機械的伸展刺激
を加えても、分化誘導を生じないことが分かった。なお、TGF 刺激には正常線維芽細胞同様に反
応した。これにより、neurofibomin あるいは cofilin の作用を抑えると、機械的伸展刺激を加
えても、通常と異なり筋線維芽細胞への分化誘導を生じにくいことを明らかにし、新治療法開発
への糸口を発見した。 
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