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研究成果の概要（和文）： 
基底膜の主要構成成分の１つであるラミニンは組織構築の維持ばかりでなく、細胞の分化、増

殖の制御、ならびに創傷治癒に関わっている。本研究の目的は皮膚基底膜タンパク質のラミニ

ン５の創傷治癒への関与を分子レベルで解明することである。ラミニン５由来の合成ペプチド

を用い解析を進め、角化細胞遊走刺激効果を証明した。また動物における皮膚創傷の治癒促進

効果も有することを実証した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Laminin-5 (LN332) is a heterotrimeric basement membrane-specific glycoprotein composed 

of α3, β3, and γ2 subunits and involves in biological activities such as keratinocyte 

differentiation, proliferation, as well as a maintenance of stable basement membrane 

structure.  Studies of in vivo wound tissue suggest that LN332 plays a role in 

facilitating cell migration during wound healing.  In this study, we demonstrated that 

a synthetic peptide, PEP75, which contains the syndecan-binding sequence of the laminin 

α3LG4 module, induces keratinocyte migration in in vitro, ex vivo, and in vivo. To 

activate integrin function through syndecans by this synthetic peptide could be a novel 

therapeutic approach for chronic cutaneous wound. 
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１．研究開始当初の背景 

 細胞外マトリックスは組織の構築成分で

あり、いわゆる細胞の住む家を安定に供給す

る。そのことにより細胞外マトリックスは細

胞へ至適な微小環境を提供しその機構維持

に重要な役割を果たしている。皮膚基底膜の

主要構成成分の１つであるラミニン５（LN5）

は皮膚組織維持ならびに表皮細胞の接着、遊

走、増殖、分化などの機能を有する。LN５が

創傷縁で発現を強める事実や、またその生物

学的活性から創傷治癒に対する関与を示唆

されていた。申請者は LN５の機能を分子レベ

ルで解明することを目標に研究を進めてき

た。まず LN5α3 鎖 C-末端球状部分が、細胞

表面のシンデカン受容体を介して細胞接着

活性を示すことを明らかにした。これに続い

て、LN5α3 鎖 C-末端球状部分内の活性中心

の 15 アミノ酸配列を決定した。これを含む

合成ペプチド PEP75は、細胞培養液に添加す

るのみで受容体（シンデカン）に結合し、

p38MAPK から IL-1βの autocrine loop を介

して MMP-1 分泌を誘導することを報告した。

これに引き続き合成活性ペプチド PEP75は培

養表皮細胞に添加するだけで細胞遊走を促

進した。そこで、この in vitroでの活性は、

創傷治癒の場でも「表皮再生」に寄与する可

能性に着眼して、本研究を申請した。 

 

２．研究の目的 

 本研究はラミニン５の創傷治癒への関与

を分子レベルで解明することを目的とする。

そのために申請者が自ら見出した細胞接着

活性を有するペプチド PEP75の添加による細

胞遊走促進の機序解明と in vivo での創傷治

癒促進効果の検討を行う。 

 

（１）ペプチド PEP75の受容体であるシンデ

カンとマトリックス受容体の１つであるイ

ンテグリンに注目して、遊走刺激への経路を

解明する目的を有する。ペプチド PEP75結合

時のシンデカン、インテグリンβ１受容体の

位置的、時間的変化を共焦点顕微鏡で詳細に

検討する。 

（２）その変化を flow cytometry にても確

認する。 

（３）インテグリンβ１の活性への影響を

種々の細胞外マトリックスへの接着性で検

討する。 

（４）最終的には角化細胞遊走刺激効果が動

物での治癒促進効果に結びつくかを検証す

る。 

 

３．研究の方法 

（１～３）in vitroでの細胞遊走機構解明 

① 細胞遊走活性アッセイ 

② シンデカン（量的・質的変化）ならびに

アイソフォーム特異性の同定 

③ インテグリン（量的・質的変化）：種々

の構造依存性抗体を用いた共焦点顕微

鏡、 flow cytometry、ペプチド（PEP75）

添加による種々のマトリックス（コラー

ゲン、フィブロネクチン、ラミニン）へ

の接着活性の検定。 

④ シグナル伝達経路（MAPK, p38MAPK, PI3K, 

Rac）への阻害剤添加による検討：シン

デカンーインテグリンクロストーク、遊

走の阻害実験 

 

（４）in vivo創傷促進効果検討 

① マウス背部皮膚創傷への添加。創傷治癒

経過の検討 

② ウサギ耳介内側皮膚への添加。創傷治癒

経過の検討 

 

４．研究成果 

（１）遊走促進効果の検討： 

① 合成ペプチド PEP75 は金コロイド貪食

法、スクラッチ法、スキャッタリング法

で検討した。 Primary 角化細胞、HaCaT



 

 

細胞の遊走を濃度依存性に刺激するこ

とが判明した。（細胞遊走刺激。図は

PEP75 添加により細胞遊走が刺激されて

いることを示す。上段は、スキャッタリ

ングアッセイ、下段は金コロイド貪食

法） 

 

② 共焦点顕微鏡による解析により、合成ペ

プチド PEP75は細胞表面のシンデカンに

結合し、シンデカンの凝集を引き起こす

ことを示した。その後インテグリンβ１

も細胞表面で凝集し、シンデカンと共存

することを見出した。（凝集誘導：図は、

PEP75 添加により、角化細胞表面の受容

体が凝集し、塊状になることを示してい

る。） 

 

③ インテグリンの凝集は構造変化を伴う

ことを構造依存性抗体による染色を行

い、共焦点顕微鏡により証明した。また

この事実は、細胞を一旦浮遊させ、合成

ペプチド PEP75 と incubation した後、

Flow cytometry によっても確かめた。

（図：Flow cytometry. PEP75により角

化細胞表面のインテグリンの構造変化

が起きていることが判明。） 

 

④ この構造変化はインテグリンβ１の活

性化につながり、種々の細胞外マトリッ

クスに対する接着性を増加させた。 

⑤ この事象に関与するシンデカンを決定

するために SiRNAを用いて、シンデカン

—1 ではなく、シンデカン−4 がこの活性

を担っている受容体であることを示し

た。またアフィニティーカラムを用いて、

インテグリンβ１は結合しないが、シン

デカン-4 がペプチド PEP75 カラムに特

異的結合することを示した。 

⑥ シグナル伝達経路は種々の阻害剤を用

いて検討し、細胞遊走刺激には多くの伝

達経路が関与していることが明らかに

なった。 



 

 

（２）in vivo創傷促進効果検討 

 C57BL マウス背部、ウサギの耳介内側皮膚

に潰瘍を作成し、そこへ合成ラミニン５ペプ

チド PEP75を投与した。特に創傷収縮の起こ

らないウサギ耳介皮膚での検討は、この合成

ペプチド PEP75は主に表皮細胞を遊走させる

ことで再生を促進することを確認した。（創

傷治癒促進。図の上段は PEP75添加によりう

さぎ耳介内側の皮膚潰瘍の治癒を促進させ

ている。下段は表皮再生により促進している

ことを示す病理像。） 

 合成ペプチドは不純物を除くことで純粋

な物質が得られ、また無菌的に合成も可能で

あることから、創傷への局所投与により「表

皮再生」を促進させる潰瘍治療薬の開発への

足がかりになる成果と考える。 

 

 現時点の創傷治癒促進は被覆材、外用剤な

ど市販されているが表皮の再生を刺激する

活性のあるものはほとんど無い。慢性難治性

皮膚潰瘍を治療しうれば、長期入院の患者も

減り、また QOLの向上にも繋がると考えられ

る。 
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