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研究成果の概要（和文）：bFGFによる皮膚瘢痕抑制にmicroRNA (miRNA)の関与を想定し、bFGF投与の線維芽細胞
の網羅的解析からラットmiRNA146b-5pを選定した。miRNA146b-5はラットPDGFRαを標的化してPDGFRαの発現を
抑制する。ラット皮膚潰瘍にmiRNA146b-5投与すると創部の瘢痕面積が減少した。さらにCD81陽性のExosomeを介
してmiRNA146b-5を取り込んだ脂肪組織の線維芽細胞が標的細胞であることが判明した。この過程でmiRNA146b-5
は脂肪組織細胞のPDGFRαの発現抑制し、その線維化能を低下させることで瘢痕を抑制していることが示唆され
た。

研究成果の概要（英文）：We found miRNA146b-5p preferentially upregulated in wound fibroblasts by 
bFGF and identified PDGFRα as a direct target of miRNA146b-5p. miRNA146b-5p  led to markedly 
repressed fibrosis in skin wounds, with decreased  expression of PDGFRα in wounds. These results 
indicate the positive effects of miRNA146b-5p for the suppression of fibrosis, possibly through the 
inhibition of PDGFRα. Notably, we discovered the specific colocalization of the exosome marker CD81
 and miRNA146b-5p in the fibroblastic cells of adipose tissues following mimic transfection. 
Therefore, fibroblastic cells of adipose tissues, which may specifically pick up and contain 
miRNA146b-5p via exosome, may play an important role in the suppression of dermal fibrosis. In this 
process, miRNA146b-5p may inhibit PDGFRα expression in fibro-adipogenic progenitors, which will 
lead to the inhibition of wound fibrosis via the repression of PDGFRα-induced profibrotic 
activities along with myofibroblast transition.

研究分野：組織修復学
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  ２版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
我々はラットの実験系を用いて皮膚傷痕の瘢痕を小さくするmicroRNA146b-5pを世界で初めて明らかにしまし
た。皮膚の傷口は目立たない瘢痕になりますが、ケロイドや肥厚性瘢痕では逆に瘢痕が大きくなります。本研究
ではmicroRNA146b-5pによりラット皮膚傷痕の瘢痕が小さくなる新知見を明らかにしました。本研究の成果は、
microRNA146b-5pが皮膚の傷痕における瘢痕線維化の抑制メカニズムを解明するのみならず、microRNA146b-5pを
直接投与することで傷害臓器で生じる線維化を抑制して線維化臓器における機能不全の予防につながることが期
待されます。

※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 
 
創傷治癒は、原始人が狩猟で負った傷をいかに治すかということから始まった、太古から継続

している学問である。この創傷治癒は、炎症期、増殖期と瘢痕期が連続的に進行して終了する。

炎症期が消退すると増殖期に移行し、増殖期では増成した肉芽組織細胞が次第に減少し最後に

は瘢痕期に移行する。この連続的に進行する過程では異なる修復細胞の規則正しい発現消失が

繰り返され、最終的に細胞成分が殆ど無い瘢痕が形成される。しかしながら修復細胞の発現消失

による瘢痕形成のメカニズムは未だ不明である。 

創傷治癒に重要なサイトカインが同定され、創傷治癒学は大きく進歩した。サイトカインのう

ち、我々は塩基性線維芽細胞増殖因子（Basic fibroblast growth factor : bFGF）に注目し、動物

実験とヒト臨床治験から bFGF による受傷皮膚の瘢痕抑制を報告してきた。このメカニズムと

して bFGF 投与した皮膚創部から誘導される瘢痕抑制に有効な分子が瘢痕を抑制すると推定し

てきた。近年、bFGFで誘導される瘢痕抑制分子の候補として非翻訳RNAのmicroRNA（miRNA）

が想定されてきた。しかしこれまで bFGF で誘導される瘢痕抑制性のmiRNA は明らかにされて

いない。 

 
２．研究の目的 
 
ラット皮膚創部の肉芽組織由来の線維芽細胞(Wound granulation tissue fibroblast: WGF)に

bFGF を添加して、その網羅的解析から bFGFで誘導されるmiRNA を選定し、その瘢痕抑制効

果を明らかにする。これにより瘢痕抑制に有効な miRNA を同定することで、非翻訳 RNA によ

る新たな瘢痕抑制機構を解明し瘢痕抑制の新規治療法開発の基盤形成に役立てる。具体的には

網羅的解析から選定されたmiRNA の標的遺伝子をバイオファーマテック解析から検討し、これ

と既知の瘢痕線維化分子と比較検討する。標的遺伝子が既知の瘢痕線維化分子と同じ場合には、

ラット皮膚創部におけるmiRNAによる標的遺伝子である瘢痕線維化分子の発現抑制を可視化解

析から検討しmiRNA による標的分子の発現抑制を in vivo で確認する。さらにmiRNA による瘢

痕抑制能を in vivo で証明するため、ラット皮膚創部におけるmiRNA mimic と inhibitor の投与

実験を行う。これにより同定された miRNA の瘢痕抑制効果を in vivo で証明する。さらに投与

したmiRNA mimic と Exosome を共発現する細胞を可視化解析から解析し、Exosome を介して

取り込まれたmiRNAの発現細胞から標的細胞を同定する。以上からこれまで不明だったmiRNA

による標的細胞での標的分子の発現抑制による新たな瘢痕抑制機序を明らかにして、傷害皮膚

で生じる過剰な瘢痕抑制のための新規治療法開発の基盤形成に役立てる。 

 
３．研究の方法 
 
1) 細胞培養 
ラット皮膚創部肉芽組織由来の線維芽細胞（WGF）は、10％ウシ胎児血清（Thermo Fisher 



Scientific）を含むDMEMで維持した。 
2) RNA 単離と qPCR 解析 
miRNeasy Mini Kit（Qiagen）および RNeasy Mini Kit（Qiagen）を用いて組織サンプルお
よび WGF から全 RNA を単離した。miRNA の qPCR は、ABI 7500 システム（Thermo Fisher 
Scientific）と miRCURY LNA SYBR Green PCR Kit（Qiagen）を用いて行った。 
3) miRNA array 
PCR は、miRCURY LNA Universal RT miRNA PCR System (Takara)を用い、miRCURY 
miRNA QC PCR Panel Instruction manual, version 1.0 (Qiagen)に従って実施した。Array 結果
は LightCycler 480 Instrument II でスキャンし、スキャンした画像を Exiqon GenEx ソフトウェ
ア（Vedbaek）を用いてmiRCURY LNA Universal RT miRNA Ready-to-Use PCR パネルのデー
タ解析ガイドで解析した（http://www.exiqon.com/Is/Document/Scientific/Exiqon-data- 
analysis-guide.pdf）。 
4) Luciferase reporter assay 
ラット血小板由来成長因子受容体α（Platelet-derived growth factor receptor α: PDGFRα）
非翻訳（UTR）miRNA 標的配列クローンまたはミスマッチ PDGFRαUTR miRNA 標的配列クロ
ーン(ともに Luciferase 付加)、miR-146b-5p、および pmirGLO Dual-Luciferase miRNA 標的
発現 Vector（Promega）とともに Lipofectamine 3000 (Thermo Fisher Scientific、Carlsbad, 
CA）を用いて WGF にトランスフェクションした。Luciferase 活性は、Dual-Glo Luciferase 
Assay system (Promega)を用いて測定した。 
5) 皮膚創部の解析 
Poloxamer P407/P188（25/4％）ハイドロゲルに 1mg の miR-146b-5p mimic あるいは
inhibitor を滴下して作成した。このmimic および inhibitor 添加ハイドロゲルを創傷に注入した
（1,000 ng/wound）（ラットあたり 4創傷；1群 3～4ラット）。ハイドロゲル投与後 3日目、7
日目、10 日目に創傷部を切除し、組織学的検査と RNA解析のために用いた。 
6) 形態学的解析 
創部の組織切片を作成し、3 人の公平な観察者が、染色した組織切片ごとに 10 フィールドを
ランダムに選択し、DP80 デジタルカメラ（Olympus）を備えた蛍光顕微鏡（BX63）（Olympus）
を用いて選択したそれぞれのフィールドを撮影した。デジタル画像をコンピューター画面上に
表示した後、観察者は陽性細胞や血管を数えて、次いで 80 倍率でフィールドあたりの陽性染色
血管の平均数を算出した。 
7) 免疫組織化学と in situ hybridization（ISH） 
ISH については、脱パラフィンした組織切片を ISH バッファー（Qiagen）とインキューベー
ションし、Double DIG 標識 LNA 146b-5p プローブ（25nM）（Qiagen）で 55℃ 4 時間処理し
た。クエン酸ナトリウムで洗浄後、切片をマウス抗DIG-Biotin（Abcam）、次いでDyLight 650-
結合 NeutrAvidin (Thermo Fisher Scientific)と共に 1 時間反応させた。ISH が終了後、ヤギ抗
PDGFRα（R&D Systems）で反応させ、その後 Alexa 488 標識抗ヤギ IgG（Abcam）と反応さ
せた。最後に切片を VECTASHIELD Mounting Medium (Vector Laboratories)でマウントした。
DP80 デジタルカメラ（Olympus）を装備した蛍光顕微鏡（BX63）（Olympus）を用いて、選択
したフィールドを撮影した。それぞれの波長の蛍光画像をGraphic Converter Universal Binary 
ソフトウェア、バージョン 6.1.2J を用いて合成した後、その画像における二重陽性細胞を観察
した。 

 



 
４．研究成果 
 

1) miRNA146b-5p の選定 

bFGF 投与した WGF を PCR で網羅的に解析したところ、bFGF 投与後 48 時間目と 96 時間
目でともに発現上昇するラット miRNA146b-5p を選定した。WGF のノーザンブロット解析か
ら、bFGF 処理後 96 時間までmiRNA146b-5p の発現増加が確認された。また bFGFを投与した
ラット皮膚創部では、投与後 3 日および 5 日目で miRNA146b-5p の発現増加が PCR で確認で
きた。 よってラットmiRNA146b-5p は bFGF 投与したラット皮膚創部で誘導されるmiRNA で
あることが判明した。 

ラット皮膚創部における miRNA146b-5p の発現細胞を蛋白と miRNA の二重染色から検討し
た。miRNA146b-5p は prolyl 4-hydroxylase (P4H) 陽性の線維芽細胞で発現していたが、α-
smooth muscle actin（αSMA）陽性の筋線維芽細胞では発現してなかった。よって bFGF投与
皮膚創部では幼弱な線維芽細胞にmiRNA146b-5p が誘導されることが判明した。 

2) miRNA146b-5p の標的分子 

ヒト造血細胞においてヒト PDGFRα がヒト miRNA146b-5p の標的分子であるとの報告か
ら、ラット PDGFRα がラット miRNA146b-5p の標的分子であると仮定して解析した。バイオ
インフォーマティック検索から、PDGFRα 3′-UTR に miRNA146b-5p の結合部位の候補を２
ヶ所選定した。両部位におけるmiRNA146b-5p によるルシフェラーゼ活性低下を認めたことか
ら、miRNA146b-5p が PDGFRαを標的分子として発現抑制することが確認された。 

WGF におけるラット miRNA146b-5p inhibitor あるいは mimic の投与実験から、ラット
miRNA146b-5p はラット PDGFRα タンパク質の発現抑制することが確認された。ラット皮膚
創部におけるmiRNA146b-5p と標的 PDGFRαとの関係を可視化解析から検討した。PDGFRα
陽性細胞ではmiRNA146b-5p の発現が無く、逆に PDGFRβ陽性細胞にはmiRNA146b-5p の発
現が認められた。よってラット皮膚創部において PDGFRα は miRNA146b-5p の標的分子と考
えられた。PDGFRαを過剰に発現する遺伝子改変マウスでは多くの臓器において線維化が促進
されることが報告されている。したがって miRNA146b-5p は標的分子 PDGFRα の発現抑制か
ら PDGFRαで促進される皮膚の瘢痕線維化を抑制すると考えられた。 

3) miRNA146b-5p の標的細胞 

ラットmiRNA146b-5p の瘢痕抑制能を in vivo で検証するため、同miRNA のラット皮膚創
部への投与実験を行った。ラット皮膚潰瘍にmiRNA146b-5p mimic を投与すると 7日目で開
放創面積の有意な減少を認めた。逆に inhibitor 投与では 10 日目で開放創面積の有意な増加を
認めたので、miRNA146b-5p による創閉鎖の促進能が確認された。miRNA146b-5 投与による
皮膚潰瘍の瘢痕線維化を検討すると、mimic 投与により 10 日目の瘢痕線維化の有意な減少が
確認された。逆に inhibitor 投与では 10 日目の瘢痕線維化が有意に増加した。よって
miRNA146b-5p は皮膚創部の瘢痕線維化を抑制することが判明した。 

miRNA146b-5p の標的細胞を検討した。mimic 投与した皮膚創部では皮下脂肪組織に
Exosome マーカーCD81 と miRNA146b-5p が発現しており、これ以外の組織では CD81 の発現
はなかった。さらに Exosome マーカーCD81 と miRNA146b-5p の二重染色から、皮下脂肪組織
の間質細胞に CD81 と miRNA146b-5p の共発現が認められた。さらに miRNA146b-5p の発現



性は FSP1 陽性または P4H 陽性の脂肪組織の線維芽細胞に認められたが、S100 陽性の脂肪細
胞には認められなかった。 

4) miRNA146b-5p による新たな瘢痕抑制機序 

皮膚脂肪組織の線維芽細胞における Exosome marker CD81 と miRNA146b-5p が共発現する
ことから miRNA146b-5p は CD81 陽性 Exosome を介してこの線維芽細胞に取り込まれたと考
えられた。したがってmiRNA146b-5p の主要な標的細胞は皮下脂肪の線維芽細胞と考えられた。
また皮膚創部の CD68 陽性マクロファージにも両者の分子の共発現が認められた。最近の報告
では間葉系幹細胞の骨形成遺伝子の発現増強には単球由来の Exosome の関与が報告された。し
たがって、CD68 陽性マクロファージはmiRNA146b-5p を含む CD81 陽性 Exosome を遊離し、
この Exosome を皮下脂肪組織の線維芽細胞は取り込んだと考えられる。最終的にはこの
Exosome 由来の miRNA146b-5p が皮下脂肪の線維芽細胞に取り込まれ、これが脂肪組織の細
胞に発現する PDGFRαの発現抑制に関与していることが示唆された。 
これまで皮膚創部では PDGFRαが脂肪前駆細胞に発現することが報告されている。骨格筋線
維化では PDGFRαが線維芽細胞と脂肪細胞の前駆細胞に発現することも報告されている。また
マウス皮膚創部では脂肪細胞由来の細胞が筋線維芽細胞に分化して瘢痕線維化を促進すること
が報告されている。また心臓リモデリングにおいてmiRNA146b-5p は線維芽細胞から筋線維芽
細胞への分化を抑制することが報告されている。これらの知見を総合的に考慮して、
miRNA146b-5p は、線維芽細胞と脂肪細胞の前駆細胞において発現する PDGFRα の発現を抑
制し、これらの細胞から筋線維芽細胞への分化を抑制していると考えられる。この筋線維芽細胞
の分化抑制から瘢痕線維化が抑制され、最終的に皮膚創部の瘢痕線維化が抑制されていると考
えられる。 
内臓脂肪症候群(Metabolic syndrome)の脂肪組織では、筋線維芽細胞への分化が障害されて
おり、侵襲を受けると脂肪組織の修復遅延が示されている。この過程でmiRNA146b-5p 投与は
この脂肪組織の瘢痕線維化を直接制御することで同症候群の脂肪組織の修復異常の回復に関与
することが示唆された。 
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