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研究成果の概要（和文）： 
 ヒト検体より採取したケロイドおよび正常皮膚から線維芽細胞を採取し、細胞内カルシウム
イオン濃度を指標として細胞内情報伝達機構の差異を明らかにする事を計画した。特にアデノ
シン三リン酸（ATP）とその受容体のプリン受容体に着目した。その結果、正常線維芽細胞とケ
ロイド線維芽細胞にそれぞれ固有の反応を認めた。また、細胞内骨格（F-actin）と小胞体の蛍
光染色を行ったところ、その密度や配列に差異を認めた。 
研究成果の概要（英文）： 
 The purpose of the research is to determine the difference between intracellular 
signaling of normal fibroblasts and keloid fibroblasts, with emphasis on the responses 
of adenosine triphosphate (ATP) and purinoceptors.  Fibroblasts were isolated from 
keloid and normal skin tissue that were obtained from human skin.  Each cell has the 
specific responses of extracellular ATP.  Fluorescent staining showed that each cell has 
the specific arrangement of cytoskeleton (F-actin) and endoplasmic reticulum density. 
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１．研究開始当初の背景 
 ケロイドは、良性ながらも浸潤・増殖する

皮膚疾患で、その病因は未だ不明な点が多く、

治療は対症療法にとどまっている。ケロイド

組織中のadenosine triphosphate （ATP）濃

度が有意に高いという報告および当研究室

での動物由来線維芽細胞とATPを用いた実験

結果から、細胞外のATPがケロイドや肥厚性

瘢痕の成因に関与している可能性を見出し

た。 

 
 
 

２．研究の目的 
 本研究では、ヒトケロイド線維芽細胞を採

取し、ATPおよび ATP関連物質を作用させ、

細胞内カルシウムイオン濃度([Ca2+]i)の変動

を蛍光色素および共焦点レーザー顕微鏡

（LSM, Zeiss）を用いて観察し、次の点につ

いて検討を行う事を目的とした。 

(1) ヒト正常線維芽細胞とケロイド線維芽

細胞においてATPおよびATP関連物質による

刺激に対する[Ca2+]i の変動機構に差異があ

るか。 

(2) 差異があるとすれば、その差異はどのよ

うな機序によって生じているのか（レセプタ
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ーの発現によるのか、細胞内情報伝達物質の

相違によるのか、細胞内小器官の変化による

のかなど）。 

(3) その差異により生じる細胞活動はどの

ようなものか（分化、分裂・増殖、分泌、細

胞外基質産生、細胞同士の情報伝達など）。 

 

３．研究の方法 
(1) ヒト検体よりケロイド線維芽細胞(KF)、

正常線維芽細胞(NF)を分離、培養を行う。 

(2) 細胞の[Ca2+]i 変動をイメージングでき

る標本を作製する。 

(3) 上記で作製した標本を、各種試薬を用い

て刺激し、[Ca2+]i 変動を共焦点レーザー顕微

鏡 （LSM Zeiss）を用いて観察する。 

①線維芽細胞はプリン受容体を有している

ことが知られている。ATPおよびATP関連物

質による刺激に対する[Ca2+]i 変動を観察す

る事で、発現している受容体または優位の受

容体を明らかにするとともに、細胞間での 

[Ca2+]i 変動の伝播（細胞間のカルシウム波）

の特性についても解析を行う。 

②作用させる薬物にはATPおよびATP関連物

質を用い、それぞれどのように線維芽細胞で

反応性が異なるか[Ca2+]iを指標として解析

を行う。ATP関連物質としてα,β-methylene 

ATPとUridine triphosphate (UTP)を用いた。

α,β-methylene ATPはプリン受容体のうち

P2X受容体を特異的に刺激し、UTPはP2Y受

容体を特異的に刺激する事が知られている。 

 プリン受容体は、細胞膜上に存在する受容

体のひとつで、細胞外ATPに反応して様々な

細胞活動を生ずる事が知られている。特に神

経組織（中枢神経、末梢神経）および血管平

滑筋で研究が進んでいる。細胞外ATPは、情

報伝達物質として働いており、autocrine、

paracrineにて細胞に作用し、シナプス電流、

炎症性伝達物質の分泌、gliosis、組織修復

などの細胞活動に関与している事が明らか

となってきている。プリン受容体はその構造

からP2X受容体とP2Y受容体に分かれ、それ

ぞれion channel型、G蛋白結合型に分類さ

れる。P2X受容体は細胞膜を貫通する筒状の

構造をしており、普段は内腔が閉じているが、

ATPが結合すると内腔（channel）が拡大し、

細胞外Ca2+ が細胞内に流入して[Ca2+]i が上

昇する。一方、P2Y受容体は7回膜貫通型の

受容体で、細胞膜の内側に露出した受容体蛋

白にG蛋白が結合している。このG蛋白はIP3 

を生成するphospholipase Cを活性化する。

P2Y受容体に細胞外ATPが結合すると、細胞

内にIP3が生成され、このIP3が細胞内カルシ

ウムストアの膜に存在するIP3受容体に結合

し、貯蔵されていたCa2+ が細胞質へ放出され

て[Ca2+]i が上昇する（模式図参照）。 

 また、細胞内カルシウムストアは、主とし

て小胞体がその役割を担っている事が知ら

れている。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(4) 細胞の形態については細胞内骨格のひ

とつであるF-actinを、細胞内小器官につい

ては細胞内カルシウムストアのひとつであ

る小胞体を、蛍光染色法を用いて観察する。 

 

４．研究成果 

 ケロイドおよびヒト正常線維芽細胞にお

ける細胞内情報伝達系の差異を明らかにす

るため、細胞内カルシウム濃度（[Ca2+]i）変

動をモニターし、反応の相違を観察した。 

 

① ヒト検体より採取したケロイドおよび正

常皮膚の組織標本からprimary cultureにて

線維芽細胞を分離し、継代培養を行った。 

② 線維芽細胞に細胞内カルシウムイオン蛍

光指示薬（fluo-4 AM）を導入し共焦点レー

ザー顕微鏡で観察可能な標本の作製を行っ

た。 

③ ②で作製した標本に、ATPおよびATP関連

物質を作用させ、線維芽細胞の[Ca2+]i 変動の

違いについて観察した。 

 NFおよび KFの両者で、ATP刺激によって

[Ca2+]iの一過性上昇を認めた。ATPは 10
-4 M

の濃度で刺激した。 [Ca2+]i上昇は、KFでよ

り強く認められた。一方、α,β-methylene 

ATP刺激での[Ca2+]i上昇は、NFで認められた

がKFでは認められなかった。UTP刺激による

[Ca2+]i上昇は両者で認められた。いずれも、

10-4 Mの濃度で刺激した。この結果から、NF

ではP2X受容体およびP2Y受容体の両方が発

現し機能しているが、KFではP2X受容体は発

現していないかあるいはP2Y受容体が優位で

あると考えられる。したがって、KFでの

[Ca2+]i 上昇は細胞外 Ca2+流入による情報伝

達系よりも細胞内カルシウムストアからの

Ca2+ 放出に依存していると推測される。 



ATPおよび ATP関連物質の刺激により、細胞

内カルシウム濃度だけでなく、細胞核内でも

カルシウムイオン濃度の上昇が観察された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

④ ③でのKFのATPおよびATP関連物質に対

する[Ca2+]i 変動の特性は、継代を重ねる毎に

減弱した。また、継代を重ねる事によって、

P2X受容体の反応も認めるように変化した。

この事は、ケロイド組織内の線維芽細胞の特

性が細胞を取り巻く環境によって変化しう

る可能性を示唆している。 

⑤ 細胞内骨格（F-actin）および小胞体の蛍

光染色を行い、KFおよび NFで差異を認める

かどうか観察を行った。 

 NFでは、細胞は概ね平坦な形態をしており、

F-actinの配列は細胞内に縦横に走行する配

列をしていたが、KFの形態は殆どが紡錘状で、

F-actinの配列は細胞の長軸方向に走行する

ものであった。また、培養した細胞の細胞数

はKFで少ない印象であった。 

 小胞体の蛍光染色では、NFに対し KFでは

小胞体の蛍光が強く、その密度が高かった。

この事から、KFで小胞体の量が増加している

と予想したが、当該研究期間内に採取できた

ケロイドの症例数が統計学的検定を行える

例数ではなかったため、有意差の検証はでき

なかった。 
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