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研究成果の概要（和文）：脂肪由来間葉系細胞の伸展培養を行い、細胞数、脂肪、骨、筋への分

化誘導による各系統への分化を調べたが、臨床的な細胞治療において、有意義と考えられる傾

向を得ることができなかった。機械的刺激が培養条件下の間葉系細胞に直接的に及ぼす影響は

大きくないと考えられたため、隣接する組織を介して間接的に影響を及ぼしている可能性を考

え、伸展培養下でケラチノサイトにおきる変化を調べた結果、伸展刺激によってケラチノサイ

ト由来エンドセリン１が上昇することを明らかにした（Kurita et al. BBRC 2011）。 
 
研究成果の概要（英文）：We investigated the influences of cyclic stretch on the 
differentiation capacity of adipose-derived adult stem cells, however, no positive data 
are obtained for the clinical use. We consider the possibilities that mechanical stress 
influences mesenchymal tissues through adjacent tissue such as epidermis, therefore we 
investigated the influences of cyclic stretch on keratinocyte, focusing on expression 
levels of cytokines which are known to work on mesenchymal tissue with paracrine fashion. 
As a result, we found keratinocyte-derived endothelin-1 was upregulated with mechanical 
stretch (Kurita et al. BBRC 2011).  
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１．研究開始当初の背景 
 
創傷治癒や組織再建の分野を中心に、骨髄間
葉系幹細胞や、脂肪由来間葉系細胞、など成
人組織中に存在する多能性を有する間葉系
細胞を用いた細胞治療の研究が盛んに行わ
れている。本研究では、当初、培養条件下で
これら間葉系細胞に対して機械的刺激を加
え、細胞の応答およびその分子生物学的メカ
ニズムを調べることにより、再生医療のため

の細胞操作のあたらしい方法を開発するこ
とを目的とした。しかし、脂肪由来間葉系細
胞・皮膚線維芽細胞など間葉系細胞の伸展培
養を行い、細胞数、脂肪、骨、筋への分化誘
導による各系統への分化を調べたが、臨床的
な細胞治療において、有意義と考えられる傾
向を得ることができなかったため、間葉系細
胞に隣接する組織からのパラクライン作用
を介して間葉系細胞に起きる変化を調べる
方向へと研究を転換した。 
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２．研究の目的 
 
脂肪由来間葉系細胞、線維芽細胞を用いて、
伸展培養下での細胞外器質や瘢痕形成関連
サイトカインの発現を調べたが、伸展培養に
よる変化は認められなかったことから、機械
的刺激が培養条件下の間葉系細胞に直接的
に及ぼす影響は大きくないと考えられたた
め、隣接する組織を介して間接的に影響を及
ぼしている可能性を考え、伸展培養下でケラ
チノサイトにおきる変化を調べた。また研究
の基盤情報として、線維芽細胞の部位特異性
について、特に瘢痕形成にかかわる因子の発
現を中心に調べた。 
 
３．研究の方法 
 
初代培養細胞の確立 
形成外科手術中に余剰として廃棄される皮
膚検体を、患者の同意のもと、施設の倫理委
員会の審議、許可を受けたプロトコールにの
っとって採取した。線維芽細胞は、10% Fetal 
calf serum(FCS)を添加した DMEM 培地を基本
培地（Fibroblast growth medium: FGM）と
して、細胞遊走法にて初代培養を行った。ケ
ラチノサイトは、Bovine pituitary extract 
(BPE), Epidermal growth factor を含む無血
清ケラチノサイト培地による無血清培養法
にて、初代培養を確立した。それぞれ passage 
3-6 の細胞を用いて、解析を行った。 
 
伸展培養 
0.05%ブタ由来コラーゲン１でコーティング
した伸展培養用シリコンチャンバーに、
20,000 cells/cm2の密度で細胞を播種した。
24 時間後に、培地交換を行った後、伸展培養
を開始した。伸展刺激には専用の機器（STREX 
ST140, STREX）を用いた。 
 
 
増殖特性の評価 
特に、線維芽細胞の瘢痕形成にかかわる因子
として in vitro での増殖特性の評価を行っ
た。12 well plate に 10,000 cells/well で
細胞を播種(FGM)し、4日ごと 32 日目まで、
培地交換と同時に、細胞数をカウントした。 
 
培養上清中の細胞外器質、サイトカイン濃度
の測定 
 
各実験目的に応じた濃度、培養条件下で細胞
を播種、培地を収集した後、培養上清中のサ
イトカイン濃度を ELISA を用いて測定した。 
 
細胞外器質、サイトカイン、マーカーの mRNA
発現解析 

 
各実験目的に応じた濃度、培養条件下で細胞
を播種、規程の条件で細胞を収集した後、カ
ラムを用いる市販のキットを用いて mRNA を
抽出し、逆転写を行った。メーカー作成のプ
ライマーもしくは、サイバーグリーンを用い
たリアルタイム PCR 用に、代表的な因子につ
いてプライマーの最適化を行い、GAPDH、ACTB
を内部標準として mRNA 発現レベルの比較を
行った。 
 
コラーゲンゲル収縮アッセイ 
タイプ 1コラーゲン酸性溶液を用いて、終濃
度 100,000cells/ml, 3.0mg/ml となるように
線維芽細胞、コラーゲン溶液を調整し、12 (も
しくは 24) well plate に 1 (もしくは 0.5) 
ml ずつ播種した。ゲル化を確認した後、実験
目的によっては、サンプル培地を 1cc 追加し
た。4日目にコラーゲンゲルをプレートの側
壁から剥離し、1時間後にゲルの写真撮影を
行い、画像処理によって面積を算出した。 
 
３．研究の結果 
 
データは論文発表目的にまとめた形で示す 
 
伸展刺激が線維芽細胞、ケラチノサイトに対
して及ぼす影響 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
線維芽細胞、ケラチノサイト（図にはないが
脂肪由来細胞も含め）、in vitro 条件下での
周期的伸展刺激によって、細胞は伸展方向に
対して垂直方向に伸びた形をとるように変
化した。 
 
 
周期的伸展刺激が線維芽細胞由来のメラニ
ン原性サイトカイン、瘢痕形成関連因子発現
に対して及ぼす影響 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   
周期的伸展刺激によって線維芽細胞、脂肪由
来細胞由来のメラニン原性サイトカイン、瘢
痕形成関連因子に対して起きる変化を網羅
的に調べた。 
図は４初代培養線維芽細胞ラインに対して
周期的伸展刺激を加えた際のメラニン原性
サイトカインの変化を示すが、これらを含め
て、周期的伸展刺激によって線維芽細胞や脂
肪由来細胞に対して、恒常的な変化は認めら
れなかった。 
 
 
周期的伸展刺激がケラチノサイト由来のメ
ラニン原性サイトカイン発現に対して及ぼ
す影響 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
周期的伸展刺激によってケラチノサイ由来
のパラクライン作用をもつ代表的なサイト
カインに対して起きる変化を網羅的に調べ
た。図は４初代培養ケラチノサイトラインに
対して周期的伸展刺激を加えた際のメラニ
ン原性サイトカインの変化を示す。エンドセ
リン 1のみ、細胞ラインによらず、恒常的に
発現上昇を認める。 
 
 
 
 
 
    
 
同時に採取した培養上清内のエンドセリン 1
濃度を ELISA にて測定した。伸展刺激によっ
て、タンパク質レベルでもエンドセリン 1産
生が上昇していることが示された。 

 
 
 
 
 
     
 
mRNA レベルについて、経時的な変化を確認し
た。周期的伸展開始後、12、24、48 時間のエ
ンドセリン 1発現について示す。24 時間の時
点で、発現量がピークに達していることがわ
かる。 
 
周期的伸展刺激の刺激強度エンドセリン 1発
現の関係 
 
伸展距離とエンドセリン 1発現の関係 
 
 
 
 
 
 
   
 
伸展頻度とエンドセリン 1発現の関係 
 
 
 
 
 
 
   
 
周期的伸展刺激の強度（伸展距離、伸展頻度）
とエンドセリン 1の発現を mRNA、タンパク質
レベルでそれぞれ調べた結果、ケラチノサイ
ト由来のエンドセリン 1発現、産生は、刺激
強度に依存して上昇することがわかった。 
 
周期的伸展刺激とケラチノサイトの増殖、分
化との関連 
 
in vitro 条件下において、一般の細胞と異な
り、ケラチノサイトは容易に分化し、全く異
なった形質を示すことが知られているため、
周期的伸展刺激による増殖と、分化について、
細胞数およびマーカーの mRNA 発現の変化 
についてそれぞれ調べた。 
 
周期的伸展刺激と細胞数との関係 
 
 
 
 
 
   



 

 

 
周期的伸展刺激と分化マーカー発現の関係 
 
 
 
 
 
   
 
結果として、図に示すように、周期的伸展刺
激は、本研究条件下においては、細胞数、分
化マーカーの発現に対して有意な影響を与
えていなかった。 
 
以上の検討結果より、周期的伸展刺激はケラ
チノサイトの増殖、分化には影響を与えるこ
となく、エンドセリン１の機能的な発現上昇
を来たすということが明らかにされた。その
他の代表的なメラニン原性サイトカイン発
現に対する影響が認められなかったことと
併せて、物理的刺激を誘因とする色素沈着と
の病態生理におけるケラチノサイト由来エ
ンドセリン１の役割を示唆する知見として、
論文報告した（Kurita et al. BBRC 2011）。 
 
 
一方、エンドセリン１は肺高血圧症や、強皮
症など、組織の線維化を主たる特徴とするい
くつかの病態において、病態生理の中心的役
割を果たすことが知られている。また、臨床
的には、物理的な刺激が創傷治癒過程におけ
る瘢痕形成に大きな影響を与えることは明
らかであるにもかかわらず、物理刺激と、過
剰瘢痕形成との直接的な関連を示す分子生
物学的な知見は明瞭に理解されていない。 
そこで、間葉系細胞自体に対する直接的な伸
展刺激が、瘢痕形成関連因子の発現に影響を
与えなかったという事実と考えあわせて、物
理刺激が、瘢痕形成を促進過程においては、
隣接する上皮成分、ケラチノサイトを介する
経路が主要な役割を果たしているのではな
いかと考えるにいたった。 
 
周期的伸展刺激とケラチノサイト、線維芽細
胞および瘢痕形成との関連を総合的に検討
するために、周期的伸展刺激負荷を行ったケ
ラチノサイト、線維芽細胞の培養上清が、線
維芽細胞含有コラーゲンゲルの収縮に対し
て及ぼす影響を調べた。 
 
なお、コラーゲンゲル収縮アッセイに関して
は、基礎的情報としてこれを調べ、線維芽細
胞の部位特異性との関連性について報告を
行っている（Kaminishi-Tanikawa A, Kurita 
M (correspondence), et al. JPSHS, in 
press）。 
 

周期的伸展刺激負荷の有無による、ケラチノ
サイト、皮膚線維芽細胞培養上清の線維芽細
胞含有コラーゲンゲルの収縮に対する影響 
 
コラーゲンゲルに対する伸展刺激あり、なし
でのケラチノサイト培養上清負荷の影響 

 

コラーゲンゲルに対する伸展刺激あり、なし

での線維芽細胞培養上清負荷の影響 

 

 
結果的に、線維芽細胞含有コラーゲンゲルに
対して、ケラチノサイトの培養上清は収縮を
促す作用を有しており、伸展刺激の負荷は、
その作用に対して促進的に働くこと、線維芽
細胞の培養上清はコラーゲンゲルの収縮に
対して有意な作用をもたず、伸展刺激の負荷
もこれに影響を及ぼさないことが明らかに
なった。 
 
すなわち、物理的刺激と、皮膚組織との関連
で見た場合、ケラチノサイトは物理的刺激に
対して、瘢痕形成傾向の活性化につながる反
応を示すのに対して、線維芽細胞は、そうい
った傾向を示さないということがわかった。 
 
エンドセリン１の受容体拮抗薬を用いた阻
害実験によると、伸展刺激負荷の有無による
コラーゲンゲル収縮能の変化の多くの部分
はケラチノサイト由来エンドセリン 1によっ
ていることがわかった。 



 

 

今後、エンドセリン１を介した上皮間葉相互
作用をターゲットとして、ケロイド、肥厚性
瘢痕の有用な治療方法の開発が見込まれる
と考えている。 
 
＊補遺 
生理食塩水による希釈が線維芽細胞、ケラチ
ノサイトに対するエタノールの細胞毒性に
与える影響の検討 
 
上記主研究と平行して、細胞増殖アッセイで
ある MTTアッセイの最適化と並行して線維芽
細胞、ケラチノサイトに対するエタノールの
毒性についても実験的検討を行った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   
 
結果として、MTT アッセイの最適化を行った
とともに、エタノールによる線維芽細胞、ケ
ラチノサイトに対する細胞毒性は、希釈によ
る影響を強く受けており、細胞種類によらず
10%程度まで希釈することができれば細胞毒
性が失われるという知見を得たため、これを
関連研究の部分的データとして論文報告し
た (Ihara A, Kurita M 
(correspondence),Dermatologic Surgery, 
in press)。 
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