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研究成果の概要（和文）： 初め、糖尿病で低下するAdiponectinが血清由来Nanoparticleの生成・分解を通じて創部に
おけるCa2+動態について与える影響について調査を試みたが、Adiponectin蛋白の精製に難渋したため、創部のイオン
チャネルについても同時に研究を進めた。
 Transient Receptor Potential チャネルのうちTRPC3が肥厚性瘢痕創部において発現上昇していた。皮膚線維芽細胞
に反復伸展刺激を与えるとTRPC3の発現が上昇した。さらにTRPC3過剰発現線維芽細胞に伸展刺激を与えるとCa2+濃度が
上昇、NFκBがリン酸化されFibronectinの発現が上昇した。

研究成果の概要（英文）： Initially, we tried to investigate how Adiponectin, which is known to be 
decreased in diabetic condition, acts on the local Ca2+ homeostasis in the wounds through Serum-derived 
Nanoparticle formation/degradation. However, it was so difficult to synthesize Adiponectin protein that 
we started to study about ion channels in the wound simultaneously.
 Among Transient Receptor Potential cation channels, TRPC3 was appeared to be up-regulated in the 
hypertrophic scar contracture tissue. When cyclic stretch stimuli were applied to the cutaneous 
fibroblasts, the expression of TRPC3 was elevated. Furthermore, in the TRPC3 overexpressing fibroblasts, 
cyclic stretch stimuli raised cytoplasm Ca2+ concentration , which lead to the phosphorylation of NFκB 
and the up-regulation of FIbronectin.

研究分野：形成外科
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
  
 カルシウムシグナリングとは細胞の機能
を制御するカルシウムイオン（Ca2+）依存性
の情報伝達経路である。細胞質内の Ca2+濃度
は低濃度であり、細胞外とくらべ約 1万倍の
大きな濃度差がある。これらの Ca2+は外界か
らの刺激によって細胞質に流入することに
より細胞内のタンパク質と結合して、その機
能調節を行い、細胞内情報伝達機構を制御す
ることが知られている。 
 血清由来 Nanoparticle(以下 NP)は血清中
の蛋白、核酸などに Ca2+などのイオンが凝集
したものである。その分解・凝集能によって
局所の Ca2+動態を調節することで、線維芽細
胞など創傷治癒過程に関わる細胞のセカン
ドメッセンジャーとしての Ca2+取り込みを
変化させ、創傷治癒に影響を与える可能性が
考えられる。 
 
２．研究の目的 
 当初の計画として、糖尿病で減少する
Adiponectin 蛋白を用いて NP を作成し
（Adiponectin 蛋白はカルシウム結合蛋白と
結合するため NPの coreとなり得る）、皮膚
全層欠損創を作成した糖尿病マウスへの投
与実験を行い、その創傷治癒過程を観察する
ことを目的としていた。しかしながら GST
結合Adiponectin蛋白を用いた大量精製がう
まくいかず、この方法では研究が進まなかっ
た。このため、創傷治癒過程の Ca2+動態とし
てイオンチャネルの研究も同時に進めた。 
 臨床上問題となる創治癒過程の障害とし
て糖尿病性潰瘍などの難治性潰瘍が創治癒
が進行しない病態であるのに対し、肥厚性瘢
痕・拘縮は逆にコラーゲンの分泌や沈着の過
多という創治癒が進行しすぎる病態とされ
ている。Ca2+動態を通じた肥厚性瘢痕・拘縮
のメカニズムの解明はこれら線維性疾患の
病態だけでなく、難治性潰瘍発生メカニズム
についての知見も得ることとなると考えら
れる。 
 肥厚性瘢痕・拘縮は関節などの動きのある
部分に多く発生し、創部にかかる力学的緊張
はこのような瘢痕の増悪因子として知られ
ている。しかしながら、細胞に加わる外的な
力が如何にして細胞内シグナルへ変換され、
瘢痕を生じるのかについてのメカニズムに
ついては多くはわかっていない。 
 Transient Receptor Potential (TRP)チャ
ネルは外部環境情報を感知し、その情報を
Ca2+等のカチオン流入に変換するセンサー
分子である。TRPチャネルが創傷治癒に与え
る影響について調査することにした。 
 
３．研究の方法 
(1). ヒト肥厚性瘢痕組織における各 TRPC
ホモログの発現につき調査した。また、ヒト
皮膚初代培養線維芽細胞をシリコンチャン
バーに播種し、10回/分、伸展率 20％の機械

的伸展刺激を 24 時間与え、TRPC チャネル
の発現状況を Real Time PCR及び免疫細胞
染色法にて調査した。 
  
(2). TRPCの機能を解析するため、マウス胎
仔皮膚由来線維芽細胞（NIH3T3）に対し、
pMXs-IRES-GFPシステムを用いて TRPC3
過剰発現細胞を作成した 1（図 1）。 

図 1 
 
この細胞を用いて Fibroblast Populated 
Collagen Lattice（FPCL）を作成し、コント
ロール細胞を用いて作成した FPCL と比較
した。FPCL は 8×105個の細胞/500ul で作
製した。また TRPC 作動薬である OAG と
TRPC3阻害剤であるPyr3とを添加しFPCL
の収縮がどのように変化するか観察した。 
  
(3). 創傷治癒過程において創部ではコラー
ゲンなどの細胞外マトリックスや Growth 
Factorなど様々な分子が発現している。なか
でも創部の収縮において重要な働きをする
分子に Fibronectinがある。Fibronectinは細
胞接着分子として知られ、細胞外マトリック
スとしての働きの他、リガンドとしてインテ
グリンと結合し、細胞内シグナルを発生させ
て細胞の移動や分化に関わるとされている２。  
 ヒト初代培養線維芽細胞に伸展刺激を与
えた際に Fibronectinの発現が上昇するかを
Western Blot法で観察した。ヒト肥厚性瘢痕
組織での Fibronectinの発現を免疫組織染色
法で調査した。また、TRPC3 過剰発現細胞
に伸展刺激を与えた際の Fibronectin発現変
化を Real Time PCR法、Western Blot法に
て観察した。また TRPC3阻害剤である Pyr3
添加による影響についても調査した。 
 
(4). Fibronectin 遺伝子の発現は様々な因
子により調節されているが、遺伝子のプロモ
ータ部分にκB結合部分を持つことから、転
写因子 NFκB による調節を受けると考えら
れている。 
 TRPC3 過剰発現線維芽細胞における
Fibronectinの発現にNFκBが影響している
か確認するため NFκB の阻害剤である
Wedelolactone を添加し、細胞を伸展して
Fibronectinの発現変化をWestern Blot法で
確認した。TRPC3 過剰発現細胞を伸展した



際の NFκB や、NFκB の上流にある IκB
のリン酸化についても調査した。更に EMSA 
assay で NFκB とκB 結合部分との結合を
確認した。 
 
(5). TRPC3 過剰発現線維芽細胞の機械的
刺激に対する反応が TRPC3 が直接刺激に反
応して細胞内 Ca2+濃度を変化させるかを観
察した。細胞をシリコンチャンバーに播種し、
Fluo4を添加後、伸展しながら蛍光顕微鏡に
て Live imageを観察した。 
 
(6).  In vivoでの TRPC3過剰発現線維芽細
胞の働きを観察した。TRPC３過剰発現線維
芽細胞をマウスの背部皮膚・皮下に移植し、
10日後に径5mmのバイオプシーパンチを用
いて皮膚全層欠損創を作成し経時的に創治
癒過程を観察した。また創作成後 5,9日目に
創部を採取し、免疫組織学的検討も行った。 
  
４．研究成果 
(1).ヒトの肥厚性瘢痕組織から mRNA を抽出
し、Real Time PCR にて各 TRPC ホモログの発
現状況を観察したところ、各 TRPC ホモログ
のうち TRPC3 の発現が上昇していた。免疫組
織学的検討でも肥厚性瘢痕組織ではTRPC3蛋
白の発現が上昇していた。ヒト初代培養線維
芽細胞に伸展刺激を加えると mRNA, 蛋白レ
ベルいずれでも TRPC3 の発現上昇を認めた。
すなわち、ヒトの創部においても関節などの
反復する機械的刺激が加わる部位では、線維
芽細胞においてTRPC3の発現が上昇している
と考えられた。 
 
(2). TRPC3 過剰発現細胞を用いて作成した
FPCL はコントロール細胞を用いて作成した
ものに比べて有意に収縮した。この収縮は
TRPC 作動薬である OAG の添加で濃度依存性
に増強し、ブロッカーである Pyr3 の添加で
減弱した。このことから TRPC3 は創部の収縮
に関与すると考えられた。 
 
(3). ヒト皮膚線維芽細胞に反復する伸展
刺激を与えると、Fibronectin 蛋白の発現が
上昇していた。肥厚性瘢痕組織においても
Fibronectin 蛋白の発現が増強していた。
TRPC3 過剰発現線維芽細胞に同様の伸展刺激
を与えると、コントロール細胞、伸展してい
ない場合と比べて、Fibronectin の発現が、
mRNA レベル、蛋白レベルで上昇しており、こ
の Fibronectin 発現の上昇は Pyr3 を添加す
ると阻害された。これらのことから、
Fibronectin は皮膚線維芽細胞で機械的刺激
により発現が上昇すること、機械的刺激に対
する反応には TRPC3 が関与することが（反復
する刺激により促進される）肥厚性瘢痕形成
メカニズムと関わる可能性が示唆された。 
 
(4). NFκB 阻害剤である Wedelolactone の
添加により、TRPC3 過剰発現線維芽細胞に伸

展刺激を与えた際の Fibronectine の発現上
昇が阻害された。実際にこれらの細胞への伸
展刺激では 15分まで時間依存性に NFkB のリ
ン酸化が促進され、また Pyr3 濃度異存性に
リン酸化が抑制された。NFκB の上流シグナ
ルである IκBも同様に Pyr3 添加でリン酸化
が抑制された。免疫細胞染色では TRPC3 過剰
発現細胞において伸展刺激に対してリン酸
化 NFκBの核内移行が促進されていた。EMSA
では TRPC3過剰発現細胞に伸展刺激を与えた
際にゲルシフトが強く見られ、これは
Unlabeled Probe で阻害された。また伸展時
に Pyr3 を添加しても阻害されていた。この
ことからTRPC3過剰発現細胞の伸展刺激に対
する反応としてのFibronectin発現上昇には
転写因子としてのNFκBを介した経路が関与
すると強く示唆された。 
 
(5). TRPC3 過剰発現線維芽細胞に反復する
伸展刺激を与えると即座に細胞質内 Ca2+の濃
度が上昇した。コントロール細胞や、TRPC3
過剰発現細胞でも伸展位を持続させた場合
にはこの濃度上昇は見られなかった。このこ
とから TRPC3 は伸展刺激を直接感知し、細胞
質内 Ca2+の濃度を調節することで細胞への機
械的刺激を細胞内シグナルへと変換させる
ことが示された。 
 
(6). TRPC3 過剰発現細胞を移植された創部
はコントロールと比べ創収縮が促進した。免
疫組織学的にはFibronectin発現の亢進がみ
られた。 
 
 以上より、関節といった繰り返される緊張
が加わる部位において創部肥厚性瘢痕が生
じやすいメカニズムとして以下のものが考
えられた。 
 反復する機械的刺激により皮膚創部にお
ける線維芽細胞の TRPC3 の発現が亢進する。
TRPC3 は機械的刺激を直接感知しチャネルを
開き Ca イオンを流入させる。細胞内 Ca2+濃度
が上昇することで NFκBが活性化され、創部
での Fibronectin 蛋白の発現が増加する。結
果として創部の瘢痕や拘縮が促進される（図
2）。 
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