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研究成果の概要（和文）：本研究では、糖尿病性創傷においてのmiR-21 とTGFβの相互作用を明らかにし，糖尿病性創
傷治癒に対しmiR-21 の役割を評価することにした。マウス繊維芽細胞を用いての実験により、高糖条件でのmiR-21の
発現を調べたところ、TGFβ1によるmiR-21の発現増加が見られた。TGFβ1によるmiR-21の発現増加にはNFｋB転写制御
因子活性を介した反応性酸素生成物（ROS）活性化が必要であることを明らかにした。miR-21が創傷部位への細胞遊走
に必要であるが，糖尿病性マウスから得られた線維芽細胞では発現低下されていることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：This project aimed to investigate the interaction between TGFβ1 and microRNA 
miR-21 in diabetic wounds, and to evaluate the role of miR-21 in diabetic wound healing. Employing mouse 
skin fibroblast cells, we found that TGFβ1 enhances miR-21 expression in hyperglycemic conditions. 
TGFβ1 effect on miR-21 was dependent on NFkB induced ROS generation. MiR-21 was found to promote cell 
migration towards wound area. Analysis of diabetic fibroblast cells revealed that miR-21 was 
downregulated in these cells.

研究分野：医歯薬学

キーワード： 創傷治癒　MicroRNA
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１． 研究開始当初の背景 
 

(1) 難治性創傷の重要な原因の一つとして、
創傷治癒機転の異常が挙げられる。遷延性炎
症期が続き，正常の治癒機転が働かず難治性
になることはよく知られている。細胞レベル
で見ると、線維芽細胞、血管内皮細胞、ケラ
チン細胞の増殖不全、コラーゲン合成低下、
血管新生および再上皮化の遅延が認められ
る。糖尿病における創傷部位では、各種成長
因子の発現低下が観察されている。これらの
成長因子の発現異常は直接に糖尿病性創傷
治癒機転異常に関与していると報告されて
いる。TGFβ１は、創傷部位へ遊走した線維
芽細胞に作用し，コラーゲン合成、沈着を促
進し、新しい ECM の構築に欠かせない制御因
子である。TGFβ1とその受容体は急性創傷に
おいて高発現されるけれども、糖尿病性創傷
を含む難治性創傷において発現がかなり減
少している。 
 
(2) 最近、低分子 RNA である microRNA 
(miRNA)が様々な疾患に関与することが次々
と明らかになってきた。miRNA は１８－２５
塩基からなる低分子 RNA であり、標的 mRNA
の機能を抑制することで，多くの生命現象を
制御している。miRNA の制御異常は、さまざ
まな疾病の病態生理的機序に関係している
と知られている。糖尿病性創傷を含む創傷治
癒機転の異常にどのように関与しているか
は不明であるが、血管新生，細胞遊走，細胞
増殖を調節するmiRNAはいくつか識別されて
おり、miRNA は創傷治癒においても機能的な
役割を持つことが考えられる。最近、我々は
糖尿病性創傷においての miR-21 調節が正常
とは異なり、創傷治癒期に著しい発現低下が
認められることを明らかにした。 
 
 
２． 研究の目的 
 

(1) 幾つかの疾患の病態生理において
miR-21 と TGFβ1 の間の相互作用が報告され
ている。TGFβ1 は肺線維芽細胞で miR-21 発
現を増強し、さらに miR-21 が TGFβ1によっ
て誘発される筋線維芽細胞分化を調節し，肺
線維症を促進するTGFβシグナル経路を増強
したことが報告されている。しかし，糖尿病
性創傷を含む難治性創傷における miR-21 と
TGFβ1 間の相互作用と創傷治癒機転の異常
との関連は未知である。 
 
(2) 最近、我々は糖尿病性創傷においての
miR-21 調節が解除されていることを識別し
た。病態生理学的に miR-21 と TGFβ ファミ
リーの間の機能的相互作用が確立されてい
る。TGFβは創傷治癒について重要な役割を
果たし、糖尿病性創傷において発現が負に制
御されている。 
 

(3)本研究は、糖尿病性創傷において miR-21 
と TGFβファミリーの相互作用を明らかにし，
糖尿病性創傷治癒に対し miR-21 の潜在的役
割を評価する。 
 
 
３． 研究の方法 
 

(1) miRNA 遺伝子発現が糖尿病性マウスと正
常マウスによって異なるため、糖尿病性マウ
スおよび正常マウスから得られた細胞を採
取し検討する必要がある。フローサイトメト
リーを用いて，正常マウス（CD マウス）およ
び 糖 尿 病 マ ウ ス (KKAY ： 非 肥 満 性 ; 
hypoinsulinemic)の皮膚から線維芽細胞を
flow cytometry 法により分離する。分離した
細胞を用いて，in vitro (生体外系)実験を
行う。Realtime PCR 法により miR-21 発現を
比較する。更に，miR-21 前駆物質あるいはア
ンタゴニストを使用し miR-21 発現を過剰お
よびノックダウンした細胞を作る。miR-21 
発現を過剰およびノックダウンした細胞を
使用し scratch assay を用いて細胞遊走への
miR-21 の影響を検討する。 
 
（2）miR-21 発現への TGFβ1の効果: TGFβ
1 の過剰発現およびノックダウン細胞におけ
る miR-21 の発現量を調べることにより、TGF
β1が miR-21 発現に与える影響を知る。ゲノ
ムから転写された miRNA 前駆体（primary 
miRNA ；Pri-miRNA)は dicer と drosha とい
う RNA分解酵素により段階的にプロセシング
をうけて precursor miRNA (pre-miRNA)と成
熟 miRNA (mature miRNA)となる。それぞれ特
異的なプローブを用いた Realtime PCR 法お
よびCHIP法によりどちらの段階でmiR-21 遺
伝子が TGFβ１による発現誘導をうけている
ることが明らかにする。更に、TGFβ1が SMAD
蛋白質等を介して標的遺伝子を制御する可
能性があるので，SMAD 蛋白質の役割を RNA-
免疫沈澱法により検定する。 
 
（3）miR-21 遺伝子のプロモーター領域には
転 写 制 御 因 子 で あ る
AP-1,PU.1,C/EBP,SP-1,NF-1, SRF,p53, NFkB 
などの結合部位がある。miR-21 プロモータ
ー中にあるどちらの転写御製因子が TGFβ1
に よ る 活 性 化 さ れ る か は EMSA 
（Electrophoretic Mobility Shift Assay）
により明らかにする。EMSA 方法ではそれぞれ
転写御製因子のオリゴを用いて細胞核内の
活動を調べる。このことでどちらの転写御製
因子を介してTGFβ1によるmiR-21 発現制御
を受けていることが明らかになる。 
 
 
４． 研究成果 
（1）マウス繊維芽細胞を用いての実験によ
り、高糖条件での miR-21 の発現を調べたと
こ ろ 、 TGFβ1 に よ る miR-21(primary, 



precursor, mature 段階での）発現増加が見
られた。TGFβ1による miR-21 発現増加が NF
ｋB の抑制物質又は抗酸化剤により抑制され
た。細胞内へ NFｋB遺伝子導入して見たとこ
ろ NFｋB 実態 miR-21 の発現を誘導すること
が確認された。更に，細胞内 ROS 活性化が必
要であることが分かった。NFｋBが TGFβ1に
よる活性化され、細胞内 ROS 活性を起し
miR-21 の発現を誘導することが明らかにな
った。 
（2）通常の場合 NFｋB 蛋白質複合体の p65
サブユニットは抑制蛋白質である IkBa と結
合していて不活性状態ままである。TGFβ1刺
激により IkBa が分解され p65 サブユニット
が細胞質から核へ移動される。核内で NFkB
が標的遺伝子のプロモーター領域に存在す
る結合配列と結合して標的遺伝子の転写を
引き起こす。MiR-21 遺伝子にも NFkB の結合
配列が存在しており，NFｋB による遺伝子転
写は可能である。TGFβ1刺激によりNFｋBp65
が miR-21 遺伝子に結合することが CHIP 法に
より確認された。 
（3）TGFβ1が SMAD 蛋白質等（SMAD2, 3, 4）
を介して標的遺伝子の発現を制御する。SMAD
蛋白質 2，3，4が細胞質から核内へ移動され
る。Primary miR-21 mRNA トランスクリプト
に SMAD 蛋白質の結合配列が存在しておる。
TGFβ1 刺激により NFｋB 活性化を介して
SMAD2，3，4が Pri-miR-21 と結合されること
が RNA-IP（RNA-免疫沈澱）法により検討され
た。 
（4）正常マウスおよび糖尿病性マウスの皮
膚から線維芽細胞をflowcytometry法により
分解した。RealTime PCR 法で遺伝子発現パタ
ーンを調べたところ糖尿病性マウスから得
られた繊維芽細胞においての miR-21 遺伝子
が下方制御されていることが確認された。
MiR-21 前駆物質あるいはアンタゴニストを
使用し miR-21 発現を過剰およびノックダウ
ンした細胞を作った。Scratch assay 法にｙ
り細胞層に傷付け創傷部位への細胞遊走を
検討した。MiR-21 が細胞遊走に重要であるこ
とが確認された。 
（5）まとめに，NFｋB介しての TGFβシグナ
ル経路が miR-21 発現におよぼす影響を知る
ことができた。創傷部位への細胞遊走に
miR-21 が必要であることを知ることができ
た。 
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