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研究成果の概要（和文）：デュピュイトラン拘縮（Dupuytren’s disease: DD）の病態は現在も不明であるが、
筋線維芽細胞は病態の中心的役割を担うと考えられている。本研究の目的はDDにおける線維化促進因子である
thrombinとTGF-βの役割と、これらを抑制するargatrobanとantagomir-21投与による筋線維芽細胞分化への影響
を検討することである。DD拘縮索から単離した培養細胞を用いて実験し、thrombinとTGF-βの投与により筋線維
芽細胞のマーカーであるαSMA発現は有意に増大したが、argatrobanとantagonist-21の投与により発現増大は有
意に抑制された。

研究成果の概要（英文）：Dupuytren’s Disease (DD) is a disease which cause permanent contracture of 
the fingers due to contraction of the palmar fascia. Although the pathophysiology is unclear, the 
myofibroblast is likely to play central roles in the progression of this disease. We aimed to 
determine expression of α-smooth muscle actin (αSMA), a marker of myofibroblast in the 
administration of thrombin and TGF-beta, and to analyze the effect of argatroban and antagmir-21 in 
the fibroblasts from the DD fascia including the nodules and the fibrous cords. The expression of α
SMA was significantly upregulated by administration of thrombin and TGF-beta in the fibroblast from 
both nodules and cords of the DD fascia. In addition, the cell proliferation and migration were 
significantly increased by administration of thrombin and TGF-beta the fibroblasts from fibrous cord
 of DD. The administration of the argatroban and antagomir-21 significantly downregulated αSMA’s 
expression. 

研究分野：整形外科

キーワード： デュピュイトラン拘縮　筋線維芽細胞　マイクロリボ核酸　トロンビン

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究において、デュピュイトラン拘縮（Dupuytren’s disease: DD）の拘縮索においてmiR-21の高発現が示さ
れた。miR-21は発現の増大により病態に関与する特殊なマイクロRNAであることが示されている。また線維化促
進因子であるthrombinの抑制により筋線維芽細胞分化の抑制が示され、同様にantagomir-21の投与も筋線維芽細
胞への分化を抑制した。これらの投与がDDにおける細胞レベルでの新規の治療となる可能性が示された。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 
デュピュイトラン拘縮（Dupuytren’s disease: DD）は手掌腱膜の肥厚と短縮から手指屈曲位を
呈する原因不明の疾患である。DDの治療は肥厚した腱膜（デュピュイトラン拘縮索）に対する
外科的切除か、コラゲナーゼ（Collagenase clostridium histolyticum：CCH）注射が行われる
（現在本邦では用いることはできない）。手術では DD拘縮索を切除する際に神経・血管束を損
傷する危険性があるが、CCH注射は、簡便で手技に伴うリスクが少なく、短期では手術に匹敵
する治療効果が示されている［1,2］。しかしどちらの治療法も再発は深刻な問題で、これは手術
による DD 拘縮索の全切除でも比較的高い頻度で生じ、注射治療ではさらに高い再発率が報告
されている。実際に CCH注射で治療された 623指において 5年で 47%の再発が報告され［3］、
長期の観察では更なる再発率の増加が考えられ、再発の克服は DD 治療における次の課題であ
る。 
しかし DD では再発機序はもちろんのこと、病態機序も不明であるために病態に則した治療が
困難である。その中で、拘縮索の結節部で同定された筋線維芽細胞は DD の主因と考えられて
いる。筋線維芽細胞は細胞内アクチン線維に富む特殊な線維芽細胞で、平滑筋細胞と線維芽細胞
の両者の特徴をもち、強い収縮力を発生する。これにより手掌腱膜が短縮して手指屈曲位に陥る
と考えられている。そのため理論的には筋線維芽細胞活性の抑止が本疾患の強力な治療につな
がると考えられる。一方、完成された線維化病変は不可逆的であり、DDを含めて多くの線維化
疾患は臨床症状を呈してから気付かれるために、その時点でのコントロールは困難である。そこ
で組織が線維化に至る前に、細胞レベルでの線維芽細胞から筋線維芽細胞への分化の抑止が必
要である。さらに近年では筋線維芽細胞から線維芽細胞へ逆分化できることも明らかとなった
［4］。筋線維芽細胞は DD以外にも、肺線維症、肝硬変、虚血性心疾患後の線維化などの重要臓
器での線維化病変でも病因の主役と考えられており、細胞レベルでの可逆性変化は大変重要な
発見であった。DDの再発では初回治療後の定期的 follow-upにより病態が完成する前に、すな
わち細胞レベルでの線維芽細胞から筋線維芽細胞への分化が、両方向性に制御可能な時に治療
できる可能性がある。もし早期に再発を発見した時に有効な治療方法があれば、手機能向上と幸
福に還元できると考えられる。さらに筋線維芽細胞への分化制御の方法を確立することは他の
線維化疾患にも有用となる可能性があり、本研究の結果が医療の発展に貢献するものと信じる。 
 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は DD における線維芽細胞と筋線維芽細胞の分化を調節する因子を見出し、その
調節因子を制御する方法を獲得することである。 
遺伝子レベルでの主要な調節因子にマイクロリボ核酸（miRNA）があり、DD でも重要な役割
を担っていると考えた。miRNAはmRNAの 3’UTRsに結合して遺伝子発現抑制機構（RNAサ
イレンシング）を発揮し、細胞機能の生物学的
活性を調節する。現在、ヒトゲノムには 1000
以上の miRNA がコードされていると考えら
れており、様々な疾患の病態解明から治療開発
まで飛躍的に進歩している。これまでに DDの
miRNA 研究は 3 編のみ［5-7］で、これらは
DD の切除腱膜全体と手根管症候群などの手
掌腱膜（正常組織）とを比較している。しかし
1000以上の miRNAの array解析では結果の
解釈が非常に困難で、過去の報告では発現差の
あるmiRNAは非常に多く認めたが、病態に関
与するものを絞り込めていない。そこで私たち
は再発の key となる組織を“束部” （線維芽細
胞で構成される組織）に定めて、同じ拘縮索の
結節部（筋線維芽細胞が豊富な組織）と比較検
討することを考えた。予備実験として三重大学
医学部附属病院倫理委員会の承認（承認番号：
2355）のもと、miRNA array解析（資金：委
任経理金）を束部、結節部、また手根管症候群
の手掌腱膜（各 n=3）で行った。その結果、3
群間で有意差があったのは 30遺伝子のみで、
結節部と束部で 2倍以上の差を認めたものは 5
遺伝子のみに絞り込むことができた（図 1）。
さらにmiRNAは遺伝子発現を抑制的に機能 図 1．DD拘縮索のマイクロ RNAのアレイ解析 



するため、結節部で発現の低い遺伝子に注目すると miR-204の一つであった。また高発現の遺
伝子を文献的に検討すると、miR-21は一般のmiRNAとは異なり、むしろ高発現で疾患を促進
する特殊なmiRNAであることが分かり、心血管系疾患への関与や antagomir（拮抗遺伝子）の
投与による間質の線維化抑制や心機能改善が報告されている［8］。 
以上のことから本研究では、まずmiR-21の発現と局在を評価し、次に DD拘縮由来の細胞を用
いて拘縮索の朿部の線維芽細胞が筋線維芽細胞へ分化することを示して、その後に培養細胞に
対するmiRNAの影響を検討する。 
 
 
３．研究の方法 
切除標本におけるmiR-21発現と局在の検討 
DDの手術で切除した拘縮索（n=5）を真っすぐとなるように（図 2）
10%ホルムアルデヒドで固定後に、バラフィン包埋して 4μmに薄切
した標本を用いた。LNATM probeを用いて、55℃で hybridizeし、
画像解析ソフトを用いて細胞数をカウントし、陽性細胞の割合を算
出した。 
培養細胞を用いた筋線維芽細胞分化の検討 
細胞培養：手術で切除された拘縮索を肉眼的に結節部から 3mm 大
の部分と、束部では 1cm 長の部位を切り出して（図 2）、それを
mincing 後にコラゲナーゼを用いて処理して細胞を単離する。
Confluent後に継代し、3代目を冷凍保存して、5代目までを用いた。 
Western blotting: 培養細胞を RIPA bufferを用いて蛋白を抽出し、
SDS-PAGE 用 15％グラジエントゲルを用いて電気泳動し、筋線維
芽細胞のマーカーとして抗 α-SMA抗体を用いた。得られたバンドを
画像解析ソフトにて半定量的に評価した。 
Thrombin投与による影響 
薬剤：thrombinは 1U/ml、argatroban は 10μMを用いた。 
筋線維芽細胞の分化：上記で作成した培養細胞を 100m2 シャーレに 1.0×106 個で培養し、
80%confluent の状態で 24 時間の starvation 後に薬剤を投与し、24 時間後に上記のごとく
western blottingで α-SMA発現を評価した。 
細胞増殖能：MTS assayを用いた。96ウェルプレートに各ウェルに 1.5×104個の細胞を撒き、
thrombin、aragatrobanの添加した 48時間後細胞数を測定した。 
細胞遊走能：100m2シャーレに 1.0×106個を培養し、yellow tipを用いて 3ヵ所にスクラッチ
刺激を行い、24時間後の画像を用いて画像解析ソフトを用いて評価した。 
マイクロ RNA治療の効果検討 
核酸治療の効果検討：上記で作成した培養細胞を用いて、100m2シャーレに 1.0×106個で培養
し、80%confluent の状態で 24 時間の starvation 後に、miR-21 の antagomir を 20nM で
transfectionし、さらに 24時間後に TGF-β（2ng/ml）で筋線維芽細胞を分化促進後に 48時間
で western blotting で α-SMA 発現を評価した。未処置のコントロール群と、antgomir-21 の
transfectionの有無の 3群で比較検討した。 
 
４．研究成果 
切除標本における in situ hybridization において miR-21発現は細胞質に認めており、結節部
では平均 81.3%（1559.0/1917.7個）の細胞が陽性で、束部では 15.9%（28.0/176.3個）のみが
陽性であった（図 3）。 

DD 細胞は、まず蛍光免疫染色で筋線維芽細胞（MF）の発現を検討し、結節部由来細胞では全
細胞の 11.3%に、束部由来細胞では 4.6%で α-SMA 陽性細胞を認めた。次に多くの臓器で線維
化促進が示されているトロンビンの効果を検討した。Western blottingでは α-SMA発現は結節
部では thrombin 1U/mlの投与で約 3.6倍、束部では 6.39倍に各々有意に発現が増大した。さ
らに thrombinの拮抗薬である argatrobanの投与にて、α-SMA発現が抑制され、その抑制は結

図 2．DD拘縮索 

図 3．In situ hybridization 



節部では有意であった。またMTS assay、スクラッチ assayでも thrombin添加により増殖能、
遊走能の有意な上昇を認めた。さらに argatrobanの投与はそれら有意に抑制することを確認し
た（図 4）。 
 

先行実験の miRNA の array 解析から同定した miR-21 は miRNA のオンラインデータベース
において、TGF-betaの target scoreが 98/100で、TGF-betaに関連した作用が考えられる。In 
vitro にて DD 拘縮細胞に TGF-beta 投与を行い（n=5）、24 時間で α-SMA 発現を Western 
blottingで確認したところ、束部由来細胞では約 11倍、結節部由来細胞でも約 8倍と有意に増
大した。miR-21の antagomir（拮抗遺伝子）導入により、α-SMA発現は結節部でコントロール
の約 6倍、束部では約 5倍まで有意に抑制した（図 5）。 

 
本研究の結果から、DD における筋線維芽細胞の分化に線維化促進因子として示されている
thrombin と TGF-β が大きく関与することが再認識された。さらに thrombin の拮抗薬である
argatrobanの投与と、miR-21の antagomirの transfectionが筋線維芽細胞分化を抑制しうる
ことを示し、本疾患に対する新たな治療方法の可能性を見出した。 
 
 
（参考文献）1) Hirata H, et al. J Hand Surg Eur. Vol. 2016; 2) Hurst C, et al. N Engl J Med. 
2009; 3) Peimer A et al. J Hand Surg Am. 2015; 4) Yang X, et al. Eur J Pharmacol. 2014; 5) 
Mosakhani N, et al. Mod Pathol. 2010; 6) Riester S, et al. BMC Med Genomics. 2015; 7) Satish 
L, et al. BMC Med Genomics. 2012; 8) Thum T et al. Nature. 2008 

図 4．Western blottingによる thrombin投与後の α-SMA発現の検討 

図 5．Western blottingによる TGF-β投与と angagomir-21後の α-SMA発現の検討 
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