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研究成果の概要：  

 血管内皮前駆細胞が MMP-2/-9 分泌により、瘢痕形成の主体である筋線維芽細胞のアポトーシ

スを誘導し、瘢痕組織を改善するかの検討を行った。血管内皮前駆細胞からの MMP-2/-9 の分泌

は確認できたものの、in vitro では筋線維芽細胞のアポトーシスを認めず、また in vivo でも

瘢痕組織自体の質も改善してはいなかった。これらの結果より、血管内皮前駆細胞は瘢痕組織

改善に寄与しないと考えた。 
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１．研究開始当初の背景 

瘢痕および瘢痕拘縮は機能的・精神的問題

となるが、手術や薬剤のみで制御することが

困難であり、画期的な治療法の開発が望まれ

ている。現在までに、瘢痕組織形成には筋線

維芽細胞の関与が示唆されている。同細胞は

平滑筋細胞と線維芽細胞の性質を併せ持ち、

自らフィブロネクチンなどの細胞外基質を

豊富に産生することにより、組織の収縮が促

進するように働くと考えられている。正常な

治癒過程では、肉芽形成期に同細胞は細胞死

を起こすが、瘢痕組織ではアポトーシスを起

こさず過剰に残存するために組織の拘縮を

起こすと考えられている。 

近年、血管内皮前駆細胞が細胞外基質分解

酵素matrix metalloproteinase(MMP)-2/-9

を分泌することが報告された。MMPはすでに

形成されたコラーゲンなどの細胞外基質に

働きかけて分解するのみでなく、筋線維芽細

胞のアポトーシスを促進し、さらに筋線維芽

細胞から分泌される細胞外器質の一つであ

るフィブロネクチンの合成阻害を起こすこ

研究種目：基盤研究(C) 

研究期間：2007～2008 

課題番号：19592291 

研究課題名（和文） 組織工学的手法を用いた瘢痕組織の改善促進に関する研究 

                

研究課題名（英文） The research for scar tissue improvement  

           using tissue engineering methods 

研究代表者 

西口 浩明 (NISHIGUCHI  HIROAKI) 

名古屋大学・医学部附属病院・助教 

研究者番号：00335043 

  

 

 



 

 

とが報告されている。すでに形成された細胞

外基質の分解のみでなく、瘢痕形成に主体的

な役割を果たす筋線維芽細胞のアポトーシ

スを促進することで、これらの細胞が瘢痕拘

縮の抑制に働く可能性が期待されるが、これ

らに関する報告はほとんどない 

 
２．研究の目的 
 

本研究の目的は血管内皮前駆細胞など幹

細胞と線維芽細胞が筋線維芽細胞に与える

影響の解明することである。具体的には、各

細胞からのMMPの分泌の解析と、瘢痕形成の

主体とされる筋線維芽細胞のアポトーシス

誘導の可能性について検討する。 

 

瘢痕形成の主な担い手と考えられる筋線

維芽細胞には、MMPがアポトーシスの誘導な

ど抑制的に作用することが知られている。筋

線維芽細胞は創傷治癒には必須であるが、必

要以上に残存することが瘢痕の一つの要因

と考えられる。一部の培養細胞からはMMPを

分泌されることが報告されている。したがっ

て、培養細胞を創傷部位に注入することで、

筋線維芽細胞へのアポトーシスの誘導など

による瘢痕抑制効果が期待できると考えて

いる。そこで、培養細胞による筋線維芽細胞

のアポトーシス誘導の可能性について検討

するために、ヒト血管内皮前駆細胞, ヒト骨

髄由来幹細胞、ヒト皮膚線維芽細胞、口腔粘

膜線維芽細胞からのMMPの分泌を測定した。

血管内皮前駆細胞が分泌するMMP-2/-9が既

存の瘢痕部位に作用し、豊富に残存する細胞

外基質を分解することが期待される。一方、

筋線維芽細胞のアポトーシスを促進し瘢痕

拘縮を抑制する可能性が考えられる。 

 
 初年度には筋線維芽細胞の培養とキャラ
クタライゼーションを行った。これまでの報
告ではヒト胎児肺由来のセルラインである
MRC-5 に形質転換増殖因子 Transforming 
growth factor(TGF)-β1を添加させることで、
筋線維芽細胞へと分化誘導可能であること
が知られている。実際に平滑筋マーカーの分
析により、MRC-5 から筋線維芽細胞への分化
誘導を確認した。次に培養細胞による MMP の
分泌を、ELISA、RT-PCR を用いて解析し、各
種細胞について比較検討を行った。特に、血
管内皮前駆細胞で分泌されている MMP-2/-9
の発現レベルについて血管内皮前駆細胞を
含めた細胞（対照細胞）を用いて定量化し、
評価した。これら MMP は、筋線維芽細胞にア
ポトーシスを誘導することが知られている。
MRC-5 との共培養を行い、アポトーシスの評

価を行った。 
 次年度では、実際の瘢痕収縮に近いモデル
として、コラーゲンゲルの収縮モデルを用い
て、細胞の影響を比較検討した。移植された
血管内皮前駆細胞は創傷治癒の遷延部位に
対し血流を改善することで、瘢痕組織の形成
と拘縮の抑制効果が予想される。ヌードマウ
スに皮膚移植を行い、線維芽細胞に起因する
組織の拘縮に対する移植細胞の影響につい
て検討を行った。 
 
３．研究の方法 
 
 (1)培養上清中の MMP-2/-9量測定 
 ヒト血管内皮前駆細胞, ヒト骨髄由来幹
細胞、ヒト皮膚線維芽細胞、口腔粘膜線維芽
細胞からの MMP の分泌を測定した。これらの
細胞を 10％血清入り DMEM にて培養し、コン
フルエントとした後、無血清培地に交換し培
養を続けた。24, 48, 72 時間後に培養上清を
回収し、培地中に分泌された MMP-2/-9 を
ELISA 法にて定量化した。 
 
(2)筋線維芽細胞によるアポトーシス評価系
の作製 
 筋線維芽細胞を10％血清入りDMEMにて培

養し、さらに同時に対照とする細胞（ヒト血

管内皮前駆細胞, ヒト骨髄由来幹細胞、ヒト

皮膚線維芽細胞、口腔粘膜線維芽細胞をそれ

ぞれcell culture insert上で培養する。72

時間後に筋線維芽細胞をTUNEL染色にてアポ

トーシスした同細胞を評価した。 

 

(3)ゲル培養を用いた収縮評価 
 生体により近似した環境下で筋線維芽細
胞のアポトーシスを評価するために、コラー
ゲンゲル中で筋線維芽細胞を培養し、対照細
胞（ヒト血管内皮前駆細胞, ヒト骨髄由来幹
細胞、ヒト皮膚線維芽細胞、口腔粘膜線維芽
細胞）と共培養する。対照細胞群と共培養後
のゲル収縮の割合について検討した。 
 
(4) 瘢痕モデルを利用した細胞注入による
拘縮改善評価 
 実際の創の治癒過程に対する移植細胞の
影響について検討を行った。瘢痕モデルとし
ては、ヌードマウス背部皮膚に皮膚パンチを
用いて皮下組織に到達する皮膚欠損創を作
成した。皮膚欠損部および周囲に培養筋線維
芽細胞を注入した。創の治癒速度については、
術後経時的に写真撮影を行い、画像解析ソフ
トウェアを用いて定量化し、評価した。 
 培養した対照細胞（ヒト血管内皮前駆細胞、
ヒト骨髄由来幹細胞、ヒト口腔粘膜、皮膚由
来線維芽細胞）を、 上記のようなヌードマ
ウス背部皮下に作成した瘢痕部位に注入し
た。注入部位をあらかじめ墨汁にてマーキン



 

 

グしておくことで、正確に移植部位を同定す
ることができる。移植後 1、２週にて標本を
作製し、移植した対象細胞が瘢痕組織におけ
る筋線維芽細胞のアポトーシスに影響を与
えているかどうか検討を行った。評価方法は
細胞注入した瘢痕部位を摘出し、抗α-SMA 抗
体にて筋線維芽細胞を染色した。また、TUNEL
染色法を行い、写真撮影後、NIH イメージを
用いてアポトーシスを起こした筋線維芽細
胞の細胞数を定量化し、評価した。 
 
４．研究成果 
 
(1)培養上清中の MMP-2/-9 量測定 
 MMP-2 は各細胞群で 4〜5 ng/ml/well 分泌
が認められたが、有意差は認めなかった。 
 MMP-9 はヒト骨髄由来幹細胞からの分泌は
ほとんど認められなかったものの、他の３種
類の細胞は1～10ng/ml/wellの発現を認めた
（図１）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 図１ MMP-9 の分泌量 
hEPC:ヒト血管内皮前駆細胞、hMSC:ヒト骨髄
由来幹細胞、hDF:ヒト口腔粘膜、hGF 皮膚由
来線維芽細胞 
 
(2)筋線維芽細胞によるアポトーシス評価系
の作製 
 MRC-5 を 10％血清入り DMEM にて培養した
ところ、RT-PCR にて desmin 陰性、α-SMA お
よび vimentin陽性であり、筋線維芽細胞に
分化していた。さらに同時に対照とする細胞
（ヒト血管内皮前駆細胞, ヒト骨髄由来幹
細胞、ヒト皮膚線維芽細胞、口腔粘膜線維芽
細胞）をそれぞれ カルチャーインサート上
で培養し、共培養が可能であることを確認し
た。この条件下で TUNEL 染色を行ったが、各
対照細胞で筋線維芽細胞のアポトーシスは
認めなかった。 
 
(3)ゲル培養を用いた収縮評価 
 コラーゲンゲル中で培養した筋線維芽細
胞と対照細胞との共培養では、各群における
コラーゲンゲル収縮に有意差を認めなかっ
た。 
 
 

 
(4) 瘢痕モデルを利用した細胞注入による
拘縮改善評価  
 ヌードマウスの
皮膚欠損は２週間
ほどで完全に上皮
化した。２週間後
の標本では PKH26

にて標識化された  図２ 創作成2週間後 
筋線維芽細胞が     の標本。赤が筋線 
確認可能であった    維芽細胞 
（図２）。         
完全に上皮化した後に、瘢痕部に対照細胞を
注入し、標本を作製した。全ての群で筋線維
芽細胞は確認されたが、TUNEL染色では陽性
細胞が確認できず、いずれの群でも筋線維芽
細胞のアポトーシスは認めなかった。 
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