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研究成果の概要（和文）：HDAC阻害剤がケロイド細胞に及ぼす遺伝子発現の変動を検討した。HDAC阻害剤としてTricho
statin A (TSA)を選択し、マイクロアレイで解析した。その結果、正常真皮線維芽細胞と比較しWnt3Aなどがケロイド
特異的に変動していた。さらに遺伝子カスケード解析で、上流にCREBBP/p300などが関与した可能性を見出した。一方
、細胞外マトリックスを中心にRT－PCRで遺伝子発現を検討し、TSA投与後COL1A2やVersicanなどが低下し、MMP3が増加
することを見出した。以上より、TSAはケロイドの発生抑制をもたらす可能性が示唆されたが、詳細なメカニズム解明
が望まれる。

研究成果の概要（英文）：We examined the gene expressions of keloid cells incubated with HDAC inhibitor in 
vitro. First, we analyzed the influence of gene expressions induced by TSA, which is a kind of HDAC 
inhibitor, by using microarray analysis. As a result, we found numerous genes such as Wnt3A altered 
specificity in keloid cells relative to normal dermal fibroblast. Moreover, by using cascade analysis, 
some transcription factors including CREBBP/p300 were suggested to participate in the gene regulation 
induced by TSA. On the other hand, concerning of extracellular matrix such as COL1A2 and versican, lower 
gene expressions were detected in the TSA treated group compared with control. Meanwhile, we found MMP3 
were highly expressed relative to control. HDAC2 and CREBBP gene expressions were not significantly 
altered. TSA may inhibit the keloid formation, however, precise mechanism examination would be needed.

研究分野：皮膚科学
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１． 研究開始当初の背景 

肥厚性瘢痕やケロイドでは、細胞外マトリック

スの過剰な沈着が生じている。現在のところ、

ステロイド局注や切除など様々な治療に対

して著しく治療抵抗性である。一方で、遺

伝子発現の調節機構としてエピジェネティ

クスに注目が集まっている。中でもヒスト

ン蛋白構造を調節するヒストンジアセチラ

ーゼ(HDAC)は、ヒストン構造を調節する

のみならず、細胞質においても転写因子の

アセチル化を行い、数々の遺伝子の転写を

制御している。HDAC阻害剤は近年種々の

悪性腫瘍への有効性が示され、新たな分子

標的薬として注目されている。 

 

２．研究の目的 

皮膚線維化に関しては、全身性強皮症の線

維芽細胞においてHDAC7の抑制がコラー

ゲンⅠ、Ⅲの産生を低下させ (Arthritis 

Rheum, 2009)、HDAC阻害剤の１つであ

るトリコスタチン A (Trichostatin A; TSA)

は皮膚線維芽細胞の増殖や細胞外マトリッ

クス産生を抑制したとの報告がある

(Matrix Biology, 2010)。以上から過剰な線

維化が生じているケロイド病態の抑制に

HDACが関与する可能性を考慮した。今回、

HDAC 阻害剤、なかでも TSA がケロイド

細胞の細胞外マトリックスに及ぼす遺伝子

変動を検討した。同時に、ケロイド特異的

に変動する線維化に関わる分子を探索する

ことを目的とした。 

 

３．研究の方法 

1) ケロイド組織由来（KL）と正常真皮由

来の線維芽細胞（NF）をサンプルとし、

MTS アッセイを行い細胞毒性の確認を行

った。 

2）マイクロアレイを用い、TSA 投与によ

りケロイド特異的に変動する遺伝子発現を

検討した。 

3）細胞外マトリックスを中心に TSA投与

後の遺伝子発現を RT−PCR を用いて解析

を行った。 

 

４．研究成果 

1) MTS アッセイ 

KL ならびに NF を 4サンプルずつ培養し、TSA

の濃度を振り分け (0μM, 0.6μM, 1.2μM, 

2,0μM)、それぞれ TSA と 1 日、2 日、3 日、

7日反応させた。その後、CellTiter 96® AQueous 

One Solution Cell Proliferation Assay 

(Promega 社)のプロトコールに従い、各 well

の 490nm 吸光度を測定し、生細胞数のカウン

トを行った。TSA では KL,NF いずれも 1.2μM

以上の濃度で反応させると有意に生細胞数

が低下するため、0.6μMが妥当と判断し、48

時間反応すると KL で有意に生細胞数が低下

したため、反応時間は 24 時間が妥当と判断

した。 

 

2) マイクロアレイによる遺伝子発現の検証 

KL と NF を培養し、TSA を 0.6μM、24 時間反

応させた。その後 RNA を精製採取し、マイク

ロアレイを行った。Gene spring による解析

の結果、ケロイドで特異的に増加している遺

伝子を検証した。その中には過去に皮膚の線

維化に関与すると報告された IGF-1 や Wnt3A

などが含まれていた。一方で、減少している

遺伝子には主に細胞増殖を調節する遺伝子

が含まれていた。続いて、上流の転写因子を

図 1  MTS アッセイによる TSA の細胞毒性 



探索解析するため、Cytosolutions 社に委託

し遺伝子カスケード解析を行った。その結果、

CREB Binding protein (CBP)や Evi1, CEBP

などの転写因子がケロイド特異的にTSAの影

響を受けて変動した可能性が示唆された。 

 

図 2 ケロイド特異的に TSA の影響をうけ発現

が変動した遺伝子群 

 

3) 細胞外マトリックスを中心に TSA 投与後

の遺伝子発現を検証；RT-PCR 

COL1A2 や Versican などケロイドで増加して

いる遺伝子を中心に細胞外マトリックスの

変動にTSAがどのような影響をおよぼすのか

検討した。また、HDAC２についても発現を検

証した。HDAC2 は以前の検証にて肥厚性瘢痕

組織あるいはケロイド組織にて発現が上昇

したが報告されており（J Invest Derma, 

2012）、当施設においても発現が増加してい

ることを確認した（data not shown）。加え

て、マイクロアレイで探索した CBP について

も検証を行った。KL、NF いずれもサンプル数

を 4 サンプルとし培養後、TSA 投与群と TSA

非投与群を設け RNA を採取し、RT−PCR を行っ

た。各遺伝子について TSA 非投与の群の遺伝

子発現を 1.0 とし、TSA 投与群の遺伝子発現

を相対的に評価した。その結果、ケロイドで

発現が増加しているとされる COL1A2、

VersicanはTSAの投与により発現が低下する

ことがわかった。逆に、MMP1 や MMP3 におい

てはTSAの投与により発現が増加することが

わかった。しかし、COL1A2、Versican、MMP3

は NF においても発現の変動がみられ、KL 特

異的ではなかった。一方で、HDAC2 と CBP に

ついてはほぼ変動はみられなかった。 

図 3 RT-PCR での各遺伝子の発現、−は TSA

非投与群、＋は TSA 投与群 

 

考察 

今回 HDAC 阻害剤である TSA の投与により KL

特異的に遺伝子が多数変動する可能性を見

出した。なかでも、Wnt に関してはケロイド

の病態への関与が示唆されており(Int J Med 

Sci, 2013)、今後の詳細な検討が必要と考え

る。一方で、上流の転写因子として候補にな

った Evi1、CBP は線維化との関連がいわれて

いる。とりわけ CBP についてはケロイドを合

併する Rubinstein-Taybi 症候群の原因遺伝

子とされているため、今後の詳細な検討が望

まれる。また、RT-PCR を用いた検討では、TSA

によって細胞外マトリックスの発現が低下

することが示唆された。その際、MMP1 と MMP3

の発現が増加していることから、TSA はこれ

らの発現を介して細胞外マトリックスの増



加を抑える可能性がある。しかし KL 特異的

ではないため、今後濃度や投与方法などを検

証し、最終的にはケロイド発生の抑制に役立

てることを目指してゆきたい。 
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