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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、ケロイド患者の真皮由来線維芽細胞からiPS細胞を樹立し、線維芽
細胞へと分化誘導することで、ケロイド線維芽細胞の特性を有する細胞を作製し、発生メカニズム及び疾患病態
を明らかにすることである。しかしながら、研究を通じ、ケロイド患者由来線維芽細胞から、iPS細胞を樹立す
ることはできず、結果として、ケロイド線維芽細胞からiPS細胞を効率的に樹立し、線維芽細胞へと分化させる
手法確立までに至らなかった。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was to establish iPS cells from dermal derived 
fibroblasts of keloid patients and induce differentiation into keloid fibroblasts to investigate 
mechanisms of development and disease pathology of keloid. 
Through this study, however, iPS cells were not established from keloid patient-derived fibroblasts,
 and as a result, establishment of a method to efficiently establish iPS cells from keloid 
fibroblasts and to differentiate into fibroblasts could not be established.

研究分野：医歯薬学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
ケロイドとは、外傷や手術、時にはニキビ
や虫刺され、BCG 接種のような軽微な刺激
がきっかけとなり、皮膚真皮網状層内におけ
る硝子化した膠原線維の蓄積、血管や神経線
維の増勢によって増殖性に大きく盛り上が
る疾患で、一般的には炎症を伴った瘢痕と捉
えられている。しかしながら同一の性質を有
する肥厚性瘢痕とは臨床像が大きく異なり、
ケロイドにおいては元々存在していた創傷
部位を超えて発赤浸潤傾向を示し、あたかも
悪性腫瘍が増殖するかのごとく周辺の健常
皮膚まで拡大し、耐え難い痛みや掻痒感など
の臨床症状を有するなど、罹患患者の生活の
質を著しく低下させる難治性疾患である。そ
してその傾向は患者が高齢となっても継続
することも多い。疫学的にも黒色人種、つい
で黄色人種の順で有色人種に発生率が高い
と言われており、黄色人種である我々日本人
にとっても根本的な治療手段の開発が望ま
れるところである。 
このように炎症性良性疾患でありながら
臨床的には悪性腫瘍的性質を有するケロイ
ドの根本的治療法は、長年にわたる研究の蓄
積があるにも関わらずいまだ確立されてい
ない。現状ではアレルギー薬の一つであり、
局所の肥満細胞からの脱顆粒を抑制する効
果のあるトラニラストの内服療法、抗炎症作
用を有するステロイド軟膏の外用や ODT 治
療、あるいはケロイド組織内への直接ステロ
イド注入投与、シリコンシートなどによる保
湿や物理的な圧迫療法などの保存的治療に
加え、隆起したケロイド組織とその周辺に認
められる発赤浸潤部位を含めた外科的切除
手術やそれと併用することでケロイドの局
所再発を有意に抑制することが知られてい
る電子線照射治療などが開発されてきて、一
定の治療成績を得るようにはなっているも
のの、いずれの手法においても根治させるに
は未だ難渋しているのが実情である。これら
以外にも 5-FU軟膏、液体窒素療法なども報
告されているがエビデンスを得るには至っ
ていない。 
ケロイドの発生原因としてはこれまでに
もいくつかの因子が報告されており、遺伝因
子としては日本人におけるゲノム上の一塩
基多型（single nucleotide polymorphysms: 
SNPs）の異常が報告されている。また
transforming growth factor-β（TGF-β）や
interleukin-6（IL-6）などの線維化疾患、炎
症性疾患で発現する遺伝子・タンパク質、活
性化されるシグナル伝達系の多くが確認さ
れる。更には全身因子としては妊娠、高血圧
などの要因、血中サイトカインの変化などに
よって瘢痕の炎症が増強するとも言われて
いる。局所因子としては創部にかかる物理的
緊張がその成因に深く関与していると言わ
れており、近年の細胞内機械シグナル伝達経
路（mechanosignaling pathway）に関する
基礎研究によっても立証され始めている。ま

たケロイドの発症に関連する 4 つの 遺伝領
域（3番染色体 FOXL2、15番染色体NEDD4, 
1番及び 3番染色体上の２つの遺伝領域）が
発見され（Nat Genet, 2010）、ケロイドの発
生機序の解明が進みつつある。 
しかしながらケロイドの研究が進まない
最も大きな理由の一つが、ケロイドはヒトに
しかできないという点である。DNA が
98.5％ヒトと相同であるとされるサルでさえ
も見つかっていない。マウス、ラットなどの
げっ歯類においても自然発生あるいは人為
的な作成が困難であるため、動物実験モデル
が存在しない。その結果として有効な治療手
段の開発の妨げとなっている。 
京都大学 iPS細胞研究所長の山中伸弥博士
によって発見・開発された人工多能性幹細胞
（induced Pluripotent Stem Cells: iPS 細
胞）は自家由来あるいは他家由来を問わず、
多くの難治性疾患に対する再生医療学的ア
プローチの際に極めて有用で、既に我が国に
おいても網膜色素変性症治療目的に iPS細胞
より作成された網膜色素上皮細胞シート移
植が実施され良好な結果を得ているところ
である。このような再生医療に役立つだけで
なく、疾患特異的 iPS細胞を用いて疾患の発
生メカニズムや原因となる因子の特定を行
い、この過程で生じる異常経過を明らかにす
ることで病状を未然に防ぐ、あるいは症状の
進行を遅らせるなどの治療開発、更にはこれ
らが発展して創薬研究への道が開かれるな
ど、疾患特異的 iPS細胞を用いた医学研究の
発展には大いに期待が高まっている。 
そこで申請者は、動物実験が困難なケロイ
ド研究を前進させるため、ケロイド患者自身
から獲得した細胞から iPS細胞を樹立し線維
芽細胞へ分化させてケロイド線維芽細胞を
作製する着想に至った。そしてそのケロイド
患者由来 iPS細胞から線維芽細胞への分化誘
導の過程において、非ケロイド患者由来線維
芽細胞と異なる分子生物学的特性を見出す
ことにより、これまでとは全く異なるケロイ
ドの治療方法の開発あるいは創薬研究の一
助となるのではと考えた。 
 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、ケロイド患者から直接得
られる線維芽細胞を用いて、一旦 iPS 細胞を
樹立し、この iPS 細胞を再度皮膚線維芽細胞
へと分化誘導させる過程において、非ケロイ
ド患者皮膚線維芽細胞由来iPS細胞から分化
誘導された正常皮膚線維芽細胞と比較して
どのような遺伝子発現の変化を来すのか、分
子生物学的にどの段階でどのような相違を
来してくるのかについて、分化の比較的初期
の段階で発見することにより、ケロイド発生
のメカニズムおよびエピジェネティクス制
御を介した疾患病態の解明に取り組む。 
そして、これらの分子生物学的特性を解明
することが、ケロイドの発生を未然に防ぐこ



と、すなわちケロイド発生の予防に直接的に
結びつく可能性があり、さらにケロイド患者
の根治的治療にもつながると考え、将来の新
たな創薬の開発に結び付けることを最終ゴ
ールと捉える。 

 
研究計画当初のマイルストーン 

 
 
３．研究の方法 
当初予定していた研究の方法は以下のと
おりである。 
(1) ケロイド患者由来真皮線維芽細胞からの
iPS 細胞の樹立 
 ケロイド患者の同意のもと、摘出検体にわ
ずかに付着した正常真皮およびケロイド組
織由来真皮を獲得しexplant法によって得ら
れた真皮線維芽細胞を回収しiPS細胞の樹立
実験に供することとした。また比較実験を目
的として、同様の手法により、もしくは既に
セルラインとして確立されている非ケロイ
ド患者由来真皮線維芽細胞も同様に用いて
iPS 細胞の作製を計画した。iPS 細胞の樹立
方法はエピソーマルベクターを用いたヒト
iPS 細胞樹立方法（京都大学 iPS 細胞研究所、
Ver.1、2011年4月4日））を参考とし、OCT3/4、
SOX2、KLF4、L-MYC、LIN28 、p53-shRNA 発
現用エピソーマルベクターを使用し、オンフ
ィーダー培養を実施することとした。具体的
方法として、Electroporation により、ケロ
イド患者由来真皮線維芽細胞にプラスミド
を導入し、培養 7日後にフィーダー細胞上で
の培養を開始、フィーダー細胞上での培養開
始約 3～4 週間後、肉眼で確認できるコロニ
ーを剥がし、小塊に崩した後、オンフィーダ
ーで培養を継続することとした。 
 
(2) 樹立された iPS 細胞の線維芽細胞への分
化誘導 
これまでにiPS細胞を線維芽細胞へと分化
誘導するための確立された方法はなく、間葉
系幹細胞から線維芽細胞への分化誘導を試
みる方法として CTGF(Connective Tissue 
Growth Factor)や bFGF (basic fibroblast 
growth factor)が関与しているとの報告があ
る(J Clin Invest, 2010, Int J Exp Pathol, 
2014)。従ってこれらを参考にしながら得ら
れたケロイド患者真皮線維芽細胞由来iPS細
胞ならびに非ケロイド患者真皮線維芽細胞

由来 iPS 細胞を分化誘導し、ケロイドの発症
に関連すると考えられている遺伝領域（3 番
染色体 FOXL2、15 番染色体 NEDD4, 1 番及び 3
番染色体上の 2 つの遺伝領域）の発現を
RT-PCR を用いて解析するなどして裏付ける
こととした。 
 
(3) iPS 細胞より分化誘導された線維芽細胞
に対する病態解析 
ケロイド患者真皮線維芽細胞由来 iPS 細胞
から分化誘導させた線維芽細胞がケロイド
の疾患病態の解析に資する細胞かどうかを
評価するため、エピジェネティクス分化制御
の解析を行い、ケロイド線維芽細胞及び健常
人由来線維芽細胞と比較解析することとし
た。具体的手法として、ケロイド患者真皮線
維芽細胞由来iPS細胞ならびに非ケロイド患
者真皮線維芽細胞由来iPS細胞から分化誘導
させた線維芽細胞、ケロイド線維芽細胞及び
健常人由来線維芽細胞それぞれからメチル
化 DNA を濃縮し、得られた DNA を鋳型とし、
リアルタイム PCR を実施する。さらにマイク
ロアレイ解析として、濃縮物の whole genome 
amplification を行い、定法に従いラベリン
グする。コントロールとして濃縮前の断片化
ゲノムを同様の手法にてラベリングする。そ
の後、濃縮前／後のラベリングした DNA を
DNA チップ上で競合ハイブリさせる。データ
解析により、これまでに報告されているケロ
イド関連遺伝子の発現量を比較評価すると
ともに、ケロイドに関わる新規遺伝子群の候
補探索につなげていく。 
 
 
４．研究成果 
(1)ケロイド患者由来真皮線維芽細胞からの
iPS 細胞の樹立 
研究開始後より当初の予測に反し、ケロイ
ド治療を受ける患者数が十分に集まらず、中
には感染を併発しているなど研究検体とし
て供与するには相応しくないものも含まれ
たことから、やむを得ず途中で方針転換し、
市販のケロイド線維芽細胞を入手して研究
を進めることとした。また比較のための非ケ
ロイド患者由来真皮線維芽細胞は、既に当研
究室が保有しているものを使用することに
した。 
前述したエピソーマルベクターを用いた
ヒトiPS細胞樹立プロトコールに従う形で樹
立を進めたのだが、フィーダー細胞上での培
養において安定したiPS細胞様コロニーの作
成が困難であった。そのため標準プロトコー
ルに微修正をかけ、Electroporation による
プラスミド導入時における種々の段階での
細胞インキュベート時間の増加・短縮や各種
溶液の新規作り変えなど試行錯誤を繰り返
した。しかしながらそれでもコロニー形成効
率を上げるには至らなかった。 
一方でごく僅かながらに形成を認めたケ
ロイド患者真皮線維芽細胞由来iPS細胞様コ



ロニーを回収し小塊となるまで崩して培養
増殖を試みたものの、その後における均質な
iPS 細胞様の形態を再現することは極めて困
難であった。この段階においても標準プロト
コールに若干の改変を加え、コロニー塊の回
収のタイミングや小塊とする際の崩し方の
程度などを微修正したが、改善に乏しく、結
果的にケロイド線維芽細胞を用いたiPS細胞
の樹立には至らなかった。 
そこで、iPS 細胞の樹立手法の変更が必要
と考え、ウィルスベクターを用いた手法を検
討したが、研究期間内に代替手法を用いた実
験計画を着手するまでには至らなかった。 
従って iPS 細胞樹立後に計画をしていた
(2)樹立された iPS 細胞の線維芽細胞への分
化誘導実験、ならびに(3)iPS 細胞より分化誘
導された線維芽細胞に対する病態解析につ
いては残念ながら着手することが出来なか
った。 
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