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研究成果の概要（和文）：本研究では酸化ストレスに応答するメカニズムとして、Ca2+チャネルの一種である
TRPC3に着目し、皮膚線維芽細胞がTRPC3を介して酸化ストレスに感応して酸化ストレス耐性を獲得するメカニズ
ムを解明することを目標としていたが、CRISPR Cas9システムを用いたTRPC3ノックアウト線維芽細胞がうまくで
きなかったため、TRPC3関連のパイロット研究で得ていた機械的刺激時における線維芽細胞と表皮細胞との相互
作用について調査を行った。

研究成果の概要（英文）：In this study, we focused on TRPC3, a type of Ca2+ channel, as a mechanism 
responding to oxidative stress. The goal was to elucidate how skin fibroblasts acquire oxidative 
stress resistance through TRPC3. 
However, since we were unable to successfully create TRPC3 knockout fibroblasts using the CRISPR 
Cas9 system, we conducted an investigation into the interaction between fibroblasts and epithelial 
cells during mechanical stimulation based on preliminary studies related to TRPC3.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
創傷治癒研究は、外傷後の治癒過程を理解し改善するための重要な分野であり、手術後の回復期間の短縮や糖尿
病患者など創傷治癒が困難な慢性創傷の治療改善につながり、社会的な負担の軽減にも繋がる。本研究において
創傷治癒過程においてTRPCイオンチャネルが重要な役割を果たしている可能性が示唆された。

※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 
 
TRP チャネルは，直接的あるいは受容体を介して間接的に種々の生理活性物質や刺激により

活性化される“センサー”タンパク質である． さらに様々なタンパク質と相互作用することで，
自身のイオン流入を細胞内シグナルとして効率的に伝えるシグナル複合体形成の “足場”とし
ても働く．TRP チャネルを刺激するものには機械的伸展刺激や酸化ストレスなどさまざまなも
のがある。 
創傷治癒に影響を与える因子の一つとして酸化ストレスがある。酸化ストレスは組織障害を引

き起こす“悪玉論”で語られることが多いが、酸化ストレスの主体である ROS はシグナル伝達
（ROS/Redox シグナル）にも利用されており、実は生理的に重要な働きも持つ。創部は酸化ス
トレスの大きい部位であるが、創部において生体がいかに酸化ストレスを避けつつ ROS/Redox
シグナルを利用しているかは不明である。 
 本研究では酸化ストレスに応答するメカニズムとして、TRPC3 に着目する。皮膚線維芽細胞
が TRPC3 を介して組織における酸化ストレスに感応し、酸化ストレス耐性を獲得することで組
織修復へ導くメカニズムを解明することを当初の目標とした。 
 
 
 
２．研究の目的 
 
 ROS—TRP—シグナルカスケードの活性化—ストレス耐性の獲得という創傷治癒過程における
TRP の未知の役割の解明により、慢性創傷（褥瘡や下腿潰瘍）や肥厚性瘢痕に対する TRPC 作
動薬/阻害剤などの治療薬の開発が期待される。また、皮膚創部のみならず、他の臓器での線維
性炎症疾患においても同様の機構があるかもしれない。TRP を介した新たな創薬といった多分
野での研究応用に繋がる可能性がある。 
 
 
３．研究の方法 
 レトロウィルスを用いた TRPC3 過剰発現細胞およびそのコントロール細胞は作成しストック
済みであったため本研究ではこれに加えて CRISPR Cas9 システムを用いて TRPC3 ノックアウト
細胞を作成し、各種 assay を行う計画となっていた。 
しかしながら TRPC3 遺伝子をノックアウトするような CRISPR Cas9 システムのパッケージをリ
ポフェクション法で NIH3T3 細胞にトランスフェクションし、その後細胞を限界希釈法を用いて
クローニングした。しかしながらこの TRPC3 ノックアウト線維芽細胞が研究最終年度に至るま
でどうしてもうまくできなかった。 
 このため、最終年度に研究の方向性を修正し、これまでに得ていた創傷治癒における TRPC3 の
役割についての知見について掘り下げて研究を行い、成果を出すことに目標を変更した。具体的
には、TRPC3 関連のパイロット研究で得ていた機械的刺激時における線維芽細胞と表皮細胞との
相互作用について調査を行った。 
 
 
 
４．研究成果 
 
(1) 伸展刺激を加えた HaCaT 細胞からの調整培養液は FPCL の収縮を促進する 
 
皮膚創傷に対する周期的な伸縮は瘢痕収縮を引き起こすことが知ら
れており、線維芽細胞と角化細胞が相互作用して創傷治癒プロセスを
調整すると考えられている。皮膚創傷の微小環境を模倣するために、
分離されたヒト皮膚線維芽細胞をタイプ I コラーゲンマトリックス
に埋め込み、線維芽細胞集合コラーゲン格子（FPCL）を作成した。そ
の後、24 時間の反復的な伸展負荷を受けた角化細胞からの調整培養
液で FPCL を培養した。調整培養液で調整された FPCL は、コントロー
ルの FPCL よりも顕著に収縮が増加した（図 1）。 
 
 
 
 
 

図 1 



（2） エンドセリン-1 は TRPC3 過剰発現 FPCL の収縮を促進する 
 
角化細胞は周期的な伸縮に反応してエンドセリン-1 を生成しま
す 1。TRPC チャネルがエンドセリン受容体と結合し、外部からの
エンドセリンによる刺激でカルシウム流入を誘発するため、エン
ドセリン-1はTRPC3チャネルを介して線維芽細胞に影響を与える
可能性があると考えられた。以前作成された TRPC3 過剰発現線維
芽細胞 2とコントロール線維芽細胞にエンドセリン-1 を添加する
と、TRPC3 過剰発現線維芽細胞の FPCL の収縮率が増加した。さら
に、この収縮効果は TRPC3 特異的阻害剤（Pyr3）とエンドセリン
拮抗剤（PD142893）の添加によって減少した（図 2）。 
 
 
 
 
 
（3） 人間の肥厚性瘢痕組織における TRPC3 およびエンドセリン受容体 Bの発現が増加する 
 
以前の研究 2 では、人間の肥厚性瘢痕組織における TRPC3 の発現
が通常の皮膚と比べて増加していた。肥厚性瘢痕組織におけるエ
ンドセリン受容体の発現レベルも増加しているかどうかを調べる
ために、手術で切除されたヒトの肥厚性瘢痕サンプルを調査した。
人間の肥厚性瘢痕および隣接する正常皮膚組織を切除し、エンド
セリン受容体 A（EDNRA）および B（EDNRB）の発現レベルを免疫組
織化学を用いて調査した。EDNRB の発現レベルは人間の肥厚性瘢
痕組織で増加していたが、EDNRA の発現は通常の皮膚とほとんど
変化はなかった（図 3）。 
 
 
 
 
 
（4）ヒト線維芽細胞では周期的な伸縮により TRPC3 および EDNRB の発現が増加する 
 
肥厚性瘢痕は、創傷が繰り返し伸縮されるエリアで発生する傾向がある。以前の研究 2では、線
維芽細胞の周期的な伸縮が TRPC3 の発現を増加させていた。今回、線維芽細胞の周期的な伸縮が
エンドセリン受容体の発現も増加させるかどうかを調査した。ヒト初代培養線維芽細胞を、24 時
間にわたって 1分間に 10 サイクルの頻度で繰り返し伸縮し、その後リアルタイム PCR および免
疫組織化学分析を行った。細胞の周期的な伸縮は EDNRB の mRNA 発現を増加させ＝たが、EDNRA
の発現には顕著な効果がなかった。この結果は、反 EDNRA および EDNRB 抗体を使用した免疫組織
化学によっても確認した（図 3）。 
 
 
 
(5) TRPC3 過剰発現線維芽細胞における周期的な伸縮は NFATc4 を活性化する 

 
TRPC3 は calcineurin/NFATc 経路を通じて機械的ストレス変換因
子として機能すると考えられている。したがって、TRPC3 過剰発
現線維芽細胞において伸縮刺激がNFATcをより活性化するかどう
かを分析した。Western Blot 分析によって周期的な伸縮が TRPC3
過剰発現線維芽細胞において NFATc4 の産生を引き起こすことを
示した（図 4）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
(6) 伸縮された線維芽細胞における NFATc4 はエンドセリン-1 を介して活性化される 

 
エンドセリン-1 の効果が TPRC3 を介して媒介されるかどうかをテストするために、人間の初代
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図 4 



線維芽細胞を伸ばし、エンドセリン-1 を添加した。エンドセリン-1 の添加により、伸ばされた
線維芽細胞において NFATc4 がアップレギュレートされることが示された（図 4）。 
 
(7) TRPC3 過剰発現線維芽細胞の移植は創傷収縮を加速する 

 
TRPC3 の創傷治癒における効果を、マウス皮膚創傷モデルを使用して調査した。TRPC3 過剰発現
線維芽細胞をマウスの背部皮下に移植した。移植後 10 日目、6mm パンチバイオプシーを使用し
て皮膚全層欠損創を作成した。最初の 24 時間後の創傷閉鎖率は、TRPC 過剰発現線維芽細胞を移
植されたマウスでは、コントロールマウスおよび生理食塩水で移植されたマウスに比べて著し
く速く、7 日目までに、TRPC3 過剰発現線維芽細胞で移植されたマウスはコントロールよりも早
く治癒した（図 5）。 
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