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研究成果の概要（和文）：TGF-β、機械的伸展刺激、ET-1などの刺激がヒト皮膚線維芽細胞の筋線維芽細胞への
分化を促進すると同時に、細胞骨格制御因子の1つであるRhoAを活性させることが判明した。また、その分化促
進がROCKを阻害することにより、抑制されたことから、ヒト皮膚線維芽細胞の分化にはRhoA/ROCK経路を介して
いることも確認された。よって、RhoAのような細胞骨格制御因子の活性をコントルールすることができれば、難
治性皮膚潰瘍の治癒を促進させたり、あるいはケロイドのような過剰瘢痕を抑制したりするなど、異常な創傷治
癒過程を正常化できる可能性が示唆され、今後さらなる研究により臨床への応用が期待される。

研究成果の概要（英文）：When the skin is wounded, repair processes start immediately, resulting in 
scar formation. Excess scar formation sometimes occurs consequent to skin injury that causes 
abnormal wound healing, which is known as hypertrophic scars and keloids. These are characterized by
 substantial deposition of collagen in the dermis. Such excessive collagen production by fibroblasts
 and myofibroblasts is known to play a major role in scar formation, and differentiation of 
fibroblasts into myofibroblasts is the most important process in wound healing. However, the 
mechanism is not yet fully understood. We found that TGF-β, mechanical stress, and endothelin-1 
could promote differentiation of skin fibroblasts. In addition, such differentiation induced by TGF-
β, mechanical stress, and endothelin-1 was mediated through RhoA/ROCK pathway. Therefore, it was 
suggested that targeting to cytoskeletal regulators like RhoA can lead to invention of a new therapy
 for abnormal wound healing.
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１．研究開始当初の背景 
（1） 皮膚の創傷治癒において皮膚線維芽細
胞は中核となる細胞である。皮膚に創を生じ
ると線維芽細胞は筋線維芽細胞に分化し創
収縮の力源となり創閉鎖に貢献する。皮膚線
維芽細胞は創閉鎖にはなくてはならない存
在であるが、一方、皮膚線維芽細胞が機能し
すぎた場合、過度の線維化を生じ、ケロイ
ド・肥厚性瘢痕形成という難治性皮膚病変を
形成する。皮膚線維芽細胞は創傷治癒におい
て、前半の創閉鎖の段階では促進的に働き、
後半の瘢痕形成の段階では抑制的に働くの
が臨床現場では理想である。 
 
（2）もし、皮膚線維芽細胞の機能を自由に
コントロールできれば、褥瘡や糖尿病性足潰
瘍などの皮膚潰瘍では筋線維芽細胞へ分化
させ創閉鎖を促進することができ、逆にすで
に閉鎖した創ではアポトーシスを促すこと
によりケロイド・肥厚性瘢痕形成を抑制でき
る可能性がある。そして我々はそれを可能に
するには言わば線維芽細胞の“スイッチ”とな
る因子を発見することが重要と考えている。
その“スイッチ”の発見には分化や遊走、アポ
トーシスなどの網羅的解析が必須であるが、
我々はその“スイッチ”の候補として細胞骨格
制御因子である Rho ファミリー低分子量 G
蛋白質（以下 Rhoファミリー）に着目してき
た。 
 
（3）過去のさまざまな報告から、皮膚線維
芽細胞においても Rhoファミリーが遊走、分
化、アポトーシスに深く関与している可能性
は高いと予測されるが、現状では皮膚におい
ての Rho ファミリーに関する研究はそれほ
どなされていない。皮膚線維芽細胞と Rho
ファミリーの創傷治癒における機構を解明
できれば、難治性皮膚潰瘍やケロイド・肥厚
性瘢痕の治療にも役立てると考える。 
 
２．研究の目的 
細胞が正常に機能するためには、細胞が必要
なときに必要とされる場所に移動したり、分
裂したり、アポトーシスしたりすることが重
要である。その時々に細胞はうまくその骨格
を変化させ形を変えていくのだが、それを調
整するのが細胞骨格制御因子である。なかで
も Rho ファミリーは癌の転移や発生期の神
経細胞移動・軸索伸展退縮などに大きく関与
し以前より注目されてきた。そして、近年、
肺や心臓・腎臓に存在する線維芽細胞におい
て Rho ファミリーが細胞分化に関与し臓器
線維化などを起こすことが明らかとなって
きた。一方、皮膚においても線維芽細胞が、
創収縮や瘢痕形成（線維化に近い）に大きな
役割を担っている。だとすれば、Rhoファミ
リーが皮膚線維芽細胞においても創閉鎖や
瘢痕形成といったといった創傷治癒全体に
大きく関与する可能性があり、我々はその分
子機構を解明したい。 

３．研究の方法 
以下のさまざまな刺激について、皮膚線維芽
細胞の筋線維芽細胞への分化に関与するか
どうか、および、そこに Rhoファミリーが関
与するかについて研究を行った。細胞は購入
できる汎用性ヒト皮膚線維芽細胞を用いた
通常の培養細胞実験系を用いた。各刺激によ
る筋線維芽細胞への分化については、そのマ
ーカーである α-SMAの発現変化をウエスタ
ンブロッティングなどにて解析した。Rho
ファミリーについてはその中でも代表的な
RhoA 蛋白の活性化をプルダウンアッセイに
て測定した。 
 
（1) Transforming growth factor-β(TGF-β) 
TGF-β が皮膚線維芽細胞を筋線維芽細胞に
分化させることはよく知られている。その下
流の因子としては smadファミリーが知られ
ているが、別の細胞では TGF-β の系に Rho
ファミリーも関与することが示唆されてい
る。そこで、我々はリコンビナント TGF-β
をヒト皮膚線維芽細胞に加えて、過去の報告
通りに筋線維芽細胞への分化が促進される
かの確認およびRhoA活性への影響について
実験を行った。 
 
（2）機械的伸展刺激 
われわれは臨床現場においてケロイドや肥
厚性瘢痕といった過剰な瘢痕を治療するが、
それらは引っ張りの力（メカニカルストレ
ス）が加わる部位（肩や前胸部など）に生じ
る傾向がある。そこで、創傷治癒過程におい
て機械的刺激が何らかの役割を果たしてお
り、そこに RhoAも関与しているのではない
かと推測し、ヒト皮膚線維芽細胞に機械的伸
展刺激を加えた時の変化を分析することと
した。細胞への機械的刺激にはストレックス
社製の培養細胞伸展システムを用いた。ヒト
皮膚線維芽細胞をタイプⅠコラーゲンにて
コーティングした専用シリコンチャンバー
上に培養し伸展刺激を加え、筋線維芽細胞へ
の分化および RhoA 活性の変化を測定した。
伸展条件は、ヒトの呼吸回数を想定して 1分
間に 10往復、伸展率 15％という設定で継続
的に行った。 
 
（3）エンドセリン-1：Endothelin-1（ET-1） 
ET-1は強力な血管収縮剤であるだけでなく、
創傷治癒反応を介して様々な臓器の線維化
に関与することが報告されているが、皮膚の
創傷治癒に関する報告は未だ少ない。そこに
着目し、ヒト皮膚線維芽細胞に ET-1 刺激を
加えた時の変化を測定した。また、ET 受容
体拮抗薬の Bosentanや RhoAの下流である
Rhoキナーゼ（ROCK）阻害剤の Y-27632を
同時に投与した時の違いについても解析を
行い、ET-1 による変化が ET 受容体や
RhoA/ROCKを介しているかも分析した。 
 
 



４．研究成果 
（1) TGF-β刺激に対する反応 
①細胞骨格制御因子 RhoAの変化について 
24時間の FBS starve処理後、ヒト皮膚線維
芽細胞に TGF-β（10ng/ml）を加えたものと
何も加えないものを作成、10分後にそれぞれ
の細胞タンパク質を回収し、プルダウンアッ
セイを行った。 
その結果、TGF-β刺激により RhoAは活性化
されることが確認された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
②筋線維芽細胞への分化（α-SMA）について 
FBS starve 処理後、ヒト皮膚線維芽細胞に
TGF-β（10ng/ml）を加えた場合と何も加え
ない場合について、24時間後に細胞タンパク
質を回収し、ウエスタンブロッティングによ
る解析を行った。インターナルコントロール
としては GAPDHを用いた。 
その結果、TGF-β を加えることによって
α-SMA発現は有意に増加しており、過去の報
告通りであることが確認された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（2) 機械的伸展刺激に対する反応 
①細胞骨格制御因子 RhoAの変化について 
ヒト皮膚線維芽細胞をコラーゲンコーティ
ングした専用シリコンチャンバー上に培養
し、FBS starve 処理後、機械的伸展刺激を
10分加えた後、RhoAの活性をプルダウンア
ッセイにて解析した。 
その結果、機械的伸展刺激により RhoAの活
性は有意に増加することが判明した。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
②筋線維芽細胞への分化（α-SMA）について 
同様にコラーゲンコーティングした専用シ
リコンチャンバー上に培養し、FBS starve
処理後、機械的伸展刺激を 24 時間加えた後
に細胞タンパク質を回収し、ウエスタンブロ
ッティングによる解析を行った。ポジティブ
コントロールとして TGF-βを用いた。 
その結果、機械的刺激により α-SMA の発現
は有意に増加し、筋線維芽細胞への分化が促
進されることが判明した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



（3) ET-1刺激に対する反応 
①細胞骨格制御因子 RhoAの変化について 
FBS starve 処理後、ヒト皮膚線維芽細胞に
ET-1（100nM）を単独投与したものと、ET-1
と同時にその受容体拮抗薬である Bosentan
（10 μM）を投与したものおよび何も投与し
ていないものについて、24時間後に細胞タン
パク質を回収し、RhoA の活性化をプルダウ
ンアッセイにて測定した。 
その結果、ET-1 投与により RhoA は活性化
され、かつそれは Bosentanの同時投与によ
り抑制されていた。すなわち、ヒト皮膚線維
細胞において ET-1 は ET 受容体を介して
RhoAを活性させることが判明した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
②筋線維芽細胞への分化（α-SMA）について 
同様に、FBS starve処理後、ヒト皮膚線維芽
細胞に ET-1（100nM）を単独投与したもの
と、ET-1と同時に Bosentan（10 μM）を投
与したもの、さらに ET-1と同時に ROCK阻
害剤である Y27632（10 μmol/L）を投与した
ものについて、24時間後に細胞タンパク質を
回収し、ウエスタンブロッティングにて測定
した。 
その結果、ET-1投与により α-SMAの発現は
有意に増加し、かつ Bosentanや Y27632の
同時投与により、その発現増加は抑制されて
いた。このことから、ヒト皮膚線維芽細胞に
おいて ET-1 は ET 受容体を介して、さらに
RhoA/ROCK 経路を介して筋線維芽細胞へ
の分化を促進することが判明した。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
以上の研究結果から、TGF-β、機械的伸展刺
激、ET-1などの刺激がヒト皮膚線維芽細胞の
筋線維芽細胞への分化を促進すると同時に、
細胞骨格制御因子の 1つであるRhoAを活性
させることが判明した。また、その分化促進
が ROCK を阻害することにより、抑制され
たことから、ヒト皮膚線維芽細胞の分化には
RhoA/ROCK 経路を介していることも確認
された。よって、RhoA のような細胞骨格制
御因子の活性をコントルールすることがで
きれば、難治性皮膚潰瘍の治癒を促進させた
り、あるいはケロイドのような過剰瘢痕を抑
制したりするなど、異常な創傷治癒過程を正
常化できる可能性が示唆され、今後さらなる
研究により臨床への応用が期待される。 
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