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研究成果の概要（和文）：活性化し周囲に浸潤するケロイド線維芽細胞周囲には Tリンパ球が浸

潤している。活性化したケロイド線維芽細胞は 1型コラーゲン産生、TGF-β発現、α-SMA発現

が高まっている。よって、ケロイド線維芽細胞と Tリンパ球の共培養によりケロイド病態の再

現を試みた。結果、T リンパ球の存在下でケロイド線維芽細胞の 1 型コラーゲン産生、TGF-β

発現はむしろ低下する傾向にあった。T リンパ球のサブセットによってはケロイド線維芽細胞

に対して抑制的にはたらく可能性が示唆された。 

 

研究成果の概要（英文）：In a keloid lesion, T lymphocytes are found around activated and 

invasive keloid fibroblasts whose levels of type 1 collagen production, transforming 

growth factor-beta expression and α-SMA expression are very high. So we co-cultured 

keloid fibroblasts with T lymphocytes to establish the keloid in vitro model. But the 

levels of type 1 collagen and transforming growth factor-beta of the keloid fibroblasts 

co-cultured with T lymphocytes tended to rather decrease. Some subset of T lymphocytes 

might suppress keloid fibroblasts. 
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１．研究開始当初の背景 

 ケロイドの発生・拡大機序の解明は、ケロ

イド研究において最も重要な課題であるが、

いまだその核心部分は明らかにされていない。

そこで我々は、拡大傾向にあるケロイド辺縁

部には活動性の高いケロイド線維芽細胞（浸

潤型ケロイド線維芽細胞）が常に維持され、

その維持・増殖には周囲の免疫細胞が重要な

役割を担っているという新しい仮説を提唱し

た。ケロイドに強い炎症を伴うことがあるが、
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この炎症所見はケロイドが周囲皮膚に浸潤拡

大する部位に一致して認められる。事実，組

織学的にケロイド周囲へTリンパ球を中心と

した浸潤が認められている。すなわちケロイ

ドの病勢と炎症症状には強い相関が認められ

る。実際に、我々は免疫組織化学染色によっ

てケロイドの辺縁部あるいは表層部において

α-SMA(α-smooth muscle actin)の産生が亢

進した線維芽細胞が存在することを示した。

この浸潤型ケロイド線維芽細胞が強い細胞運

動性やI型コラーゲンの産生およびTGF-beta

を代表とする各種サイトカインの産生が亢進

した性質を維持しながら周囲に拡大浸潤して

いくことでケロイドが拡大すると考えた。                                                                                       

 以上のことから、かねてよりケロイドの病

態成立およびその持続には、線維芽細胞と周

囲の免疫細胞との相互作用がきわめて重要で

あると推察してきた。言い換えれば、ケロイ

ドの治療には浸潤型ケロイド線維芽細胞と周

囲の免疫細胞の両者の活動性を低下させるこ

とが大切であると考える。 

 これまでのケロイド研究報告は、ケロイド

線維芽細胞のみを対象としたものばかりであ

り、それを取り囲む周囲環境との相互作用を

解明した報告は少ない。ケロイドは腫瘍性お

よび反応性の両側面をもっているが、ケロイ

ドには動物モデルがないなどの研究の障害か

ら反応性疾患としてのケロイド研究はほとん

どなされていない。そこで、ケロイド線維芽

細胞とその周囲に存在する免疫担当細胞との

相互作用を明らかにすることは、本疾患の病

態を解明する大きな突破口となると考えられ

る。そこで、我々はこの仮説を証明するため

正常／ケロイド線維芽細胞と免疫細胞の共培

養モデルを考案するにいたった。 

 

２．研究の目的 

 正常／ケロイド線維芽細胞と免疫細胞の

共培養系を確立し、ケロイドモデルの構築を

試みる。また、線維芽細胞と免疫細胞の相互

作用を明らかにし,ケロイドの成因として免

疫細胞の関与を証明する。 

 

３．研究の方法 

(1)線維芽細胞の分離培養： 

 ケロイド患者、非ケロイド患者より、ケロ

イド組織、正常皮膚組織を採取した。Explant

法により初代培養を行い、実験には主として

第３〜第５継代の細胞を使用した。なお、組

織や血液の採取については当研究機関の医

の倫理委員会の指針に従い、患者より文書に

よる同意を得た。 

(2)Tリンパ球の分離培養： 

 ケロイド患者、非ケロイド患者より末梢血

を採取し、濃度勾配を用いて単核球を分離し

た。単核球より磁気ビーズを用いたネガティ

ブブソーティングにより Tリンパ球を分離し

た。 

(3)病理組織学的、免疫組織学的検討： 

 採取したケロイド組織、正常皮膚組織につ

いて HE染色、免疫染色を行った。α-SMA 陽

性線維芽細胞の有無、浸潤する炎症細胞の有

無など各組織の正常について検討した。 

(4)線維芽細胞、Tリンパ球共培養下での線維

芽細胞の増殖、１型コラーゲン産生、TGF-β

発現、α-SMA発現の検討： 

 共培養の方法は、線維芽細胞と Tリンパ球

の間を 0.4μm micropore membraneで隔て両

者間の接触がなく液性因子のみ往来可能な

間接的共培養と、同一ディッシュ内で線維芽

細胞と Tリンパ球を培養し両者の直接的接触

が可能な直接的共培養とした。培養液は DMEM

とした。細胞増殖は MTSアッセイにて検討し

た。また、ウェスタンブロットやリアルタイ

ム RT- PCRにて１型コラーゲン産生、TGF-β

発現、α-SMA発現を検討した。 

 

４．研究成果 

(1)ケロイドの病理組織学的、免疫組織学的

検討（図１）： 

 辺縁部にα-SMA 陽性の筋線維芽細胞を多

数認めた。ケロイド辺縁に浸潤する炎症細胞

は Tリンパ球（CD3陽性細胞）、マクロファー

ジ、単球、B リンパ球などであった。中でも

T リンパ球（CD3 陽性細胞）はケロイドの炎

症所見が強いほど多く見られた。また、T リ

ンパ球サブセットでは、CD4 陽性 T リンパ球

数がケロイドの病勢により増減する傾向が

あったが、CD8 陽性 T リンパ球数はケロイド

の病勢に関わらずほぼ変化がなかった。 

[図１]ケロイド組織 

上段左：HE染色。ケロイド辺縁部皮下に炎症

細胞の浸潤を認める。 

上段右：α-SMA染色。ケロイド辺縁部に筋線

維芽細胞を多数認める。 

下段左：CD3 染色。T リンパ球の浸潤が明ら

かである。 

下段中央、右：CD4 染色。炎症所見の強いケ

ロイド組織（中央）にて CD4陽性細胞を多数



認める。炎症所見が弱いケロイド組織（右）

では CD4陽性細胞数が減じている。 

 

(2)ケロイド線維芽細胞、正常皮膚線維芽細

胞間の性状比較（図２〜３）： 

 使用するケロイド線維芽細胞、正常皮膚線

維芽細胞間の性状比較を行った。 

 ケロイド線維芽細胞、正常皮膚線維芽細胞

間で細胞増殖率に差はなかった（図２）。 

１型コラーゲン産生、TGF-β発現、α-SMA発

現については、ケロイド線維芽細胞は正常線

皮膚維芽細胞の２倍程度であった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

[図２]MTSアッセイ：細胞数 1000、3000、5000

の条件で 24、48 時間後の細胞増殖率を検討

した。 

[図３]：１型コラーゲン産生、TGF-β発現、

α-SMA 発現をウェスタンブロットやリアル

タイム RT- PCRで検討した。 

 

(3)ケロイド線維芽細胞、正常皮膚線維芽細

胞と MOLT-4 リンパ球共培養下での検討（図

５〜６）： 

 [図４]共培養条件 

 

 先に、10%FBS+DMEM 下で正常ヒト皮膚線維

芽細胞 NHDF と非ケロイド患者由来末梢血単

核球の 48 時間共培養を試行し、線維芽細胞

の１型コラーゲン産生、TGF-β発現、α-SMA

発現をリアルタイム RT- PCRで検討した。結

果、非共培養群と比較して共培養群では３項

目いずれも低下する傾向にあった。同条件で

ケロイド線維芽細胞とケロイド患者由来末

梢血単核球との 48 時間共培養を行ったとこ

ろ、前述の NHDF-非ケロイド患者由来末梢血

単核球と比較してコラーゲン産生抑制の度

合いが低い傾向があった。 

 これらを参考に、図４条件下で Tリンパ球

を MOLT-4（Tリンパ球系白血病細胞）で一定

とし共培養を行い、ケロイド線維芽細胞、正

常皮膚線維芽細胞の細胞増殖率、α-SMA発現

の変化を検討した。MOLT-4との共培養下でケ

ロイド線維芽細胞、正常皮膚線維芽細胞とも

に減じることなく増加傾向を示したが、両者

間での有意差はなかった。α-SMA発現は共培

養群では条件によっては低下することがあ

った。 

[図５]MTSアッセイ 

[図６]ウェスタンブロット：化学発光検出法

にて蛍光検出し、画像解析ソフトにより解析 

 

(4) ケロイド線維芽細胞、正常皮膚線維芽細

胞と個体の一致した Tリンパ球共培養下での

検討（図７）： 

 図４共培養条件下でケロイド線維芽細胞、

正常皮膚線維芽細胞と個体の一致した Tリン

パ球を共培養し線維芽細胞の１型コラーゲ

ン産生、TGF-β発現、α-SMA発現をリアルタ

イム RT- PCRで検討した。ケロイド線維芽細



胞において１型コラーゲン産生、TGF-β発現

が低下する傾向が見られたが、α-SMAについ

ては変化がなかった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

[図７]リアルタイム RT−PCR 

 

(5)得られた成果の意義： 

 本研究は他臓器の線維芽細胞では報告の

ある線維芽細胞と Tリンパ球との共培養をケ

ロイド線維芽細胞に対して行ったこと、また

これによりケロイド病態モデルの構築を試

みたことに大きな意義がある。 

 当初の仮説として Tリンパ球との相互作用

でケロイド線維芽細胞がより活性化される

結果を予想していたが、今回の結果では Tリ

ンパ球はケロイド線維芽細胞に対してむし

ろ抑制的に作用する傾向があった。T リンパ

球との共培養下でケロイド線維芽細胞が細

胞数を減らすことなく１型コラーゲン産生、

TGF-β発現、α-SMA 発現が低下することは、

T リンパ球のサイトカインによる作用がケロ

イド線維芽細胞の性状に変化を及ぼしうる

ことを示唆する。 

 T リンパ球がケロイド線維芽細胞に対して

抑制的に作用する可能性については更なる

検討を要する。ケロイドの病勢によって浸潤

する T リンパ球の組成に差があるため、T リ

ンパ球のサブセットによってはケロイド線

維芽細胞に与える作用が異なる可能性があ

る。他臓器の線維芽細胞については、CD4 陽

性 Tリンパ球によってコラーゲン産生を増加

するという報告がなされている。T リンパ球

のサブセットによってケロイド線維芽細胞

に対して促進的にはたらくもの、抑制的には

たらくものがあるとすれば、線維芽細胞周囲

に浸潤する Tリンパ球サブセットの比率等の

線維芽細胞を取り巻く環境によってケロイ

ドの病勢が決定されるとも考えられる。 

 今後の課題としては、CD4、CD8陽性細胞と

の共培養や、CD4 陽性細胞についてもさらに

Th1、Th2、Th17などによる作用の違いを検討

する必要がある。これらの Tリンパ球が局所

で活性化する状態を再現することによりケ

ロイド病態モデルの確立を目指す。  

 また、一方で Tリンパ球による TGF-βに拮

抗するようなサイトカイン産生の有無など

の検証も必要である。ケロイド線維芽細胞に

対する抑制効果を持つサイトカインを同定

し活性を高めることができれば、ケロイド治

療に応用することも可能ではないかと考え

られる。 
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