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研究成果の概要（和文）：①創傷治癒時の再上皮化の観察、評価。TSK-KOマウスではWTマウスに比べ、再上皮化
がみられる5日目以降、再上皮化のスピードが有意差をもって遅いことが判明した。Real time PCRにて、TSK-KO
マウスでは、Wnt5やShhの下流分子であるGli1,PTCH1など再上皮化に関わるシグナル伝達分子の発現量が優位に
低下していることが判明した。
②創傷治癒時の線維化の観察、評価。TSK-KOマウスではWTマウスに比べ、創傷5,7,10日目のHE染色にて肉芽増生
が少なく、またα-SMA（筋線維芽細胞のマーカー）の発現低下が認められた。

研究成果の概要（英文）：1 Observation and evaluation of re-epithelialization during wound healing.It
 was revealed that the speed of re-epithelialization was significantly slower in TSK-KO mice after 
day 5 compared to WT mice. Real time PCR revealed that in TSK-KO mice, the expression levels of 
signal transduction molecules involved in re-epithelialization such as Gli1 and PTCH1, which are 
downstream molecules of Shh, and Wnt5 were significantly reduced.
2 Observation and evaluation of fibrosis during wound healing.In TSK-KO mice, compared with WT mice,
 HE staining at day 5, 7 and 10 of the wound showed less granulation growth, and decreased 
expression of α-SMA (a marker for myofibroblasts) was observed.

研究分野： 皮膚科学

キーワード： Tsukushi　Wound healing
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研究成果の学術的意義や社会的意義
皮膚創傷治癒過程は、①炎症期、②細胞増殖期、③成熟期（組織再構築期）の連鎖反応により、創閉鎖が完結す
る。その間、好中球、マクロファージ、線維芽細胞、筋線維芽細胞といった複数の細胞が出現し、放出するサイ
トカインや増殖因子が複雑に関与している。申請者は、マウスの創傷治癒時にTsukushiが再生表皮や筋線維芽細
胞にも発現しており、創傷治癒に重要な働きをしているのではないかと考えた。今回、TSK-KOマウスを用いた研
究でTsukushiが再上皮化や肉芽増生に貢献しているこが示された。このことは、臨床的に重症熱傷や潰瘍後搬
痕、ケロイドなどの治療に再生医療の面から新たなヒントを与えると考えられる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
皮膚の創傷治癒は、非常にダイナミックな過程であり、細胞外マトリックス(ECM)、液

性因子、周辺の細胞群や炎症性細胞が複雑に関与する（Eming et al,2007）。創傷治癒は、
一般に炎症期・増殖期・成熟期の 3 つの段階に分けられている（Gurtner et al,2008）。炎
症期においては、受傷 12～24 時間目で好中球が浸潤し、細菌・異物の除去に働いた後に、
受傷 3～7 日目で大半の好中球はアポトーシスとなる。その後、マクロファージが遊走し、
貪食作用を発揮し、TGF-b、IL-6 といったサイトカインや細胞増殖因子を放出することに
より、表皮細胞、線維芽細胞、血管内皮細胞を活性化させ、次に続く増殖期を誘導する。
増殖期（受傷 3,4 日～2 週間）では、毛細血管が新生し、線維芽細胞はコラーゲンなどの
細胞外基質を合成し、肉芽形成が起こる。その後、筋線維芽細胞により創収縮が起こる。
成熟期においては、創辺縁から表皮細胞が移動し、再上皮化がおこる。結合組織内では、
ゆっくりと細胞外マトリックスの再編成が行われ、耐久性のある組織に変わる。 
しかしながら、各時相間のスイッチング制御機構に関しては、傷治癒に反映される上で

極めて重要な研究テーマであるにも関わらず、依然不明な点が多い。また、これらの過程
で、コラーゲンなどの基質を分解するマトリックス・メタロプロテアーゼ（MMPs）とそ
の活性を抑制する tissue inhibitor of metaroprotease(TIMP)のバランスが崩れると、過剰
な線維化を引き起こすことが知られている。さらに、近年、創傷治癒における線維化と上
皮間葉転換（epitelial-mesencymal transition;EMT）の関係性が指摘されており、その中
心的役割である筋線維芽細胞の制御も重要な課題となっている。創傷治癒過程の増殖期か
ら成熟期においての、Tsukushi の機能を解明することは、これらのプロセスの基盤となる
分子調節機構に対する知見を提供する。 

Tsukushi は我々の研究グループがニワトリ胚のレンズを用いたシ
グナルシークエンストラップ法を行い、単離してきた分泌型蛋白質で
あり、その発現パターンが土筆に似ていることからその名が命名され
た（図１）。これまで Tsukushi が分泌型の small leucine-rich repeat プ
ロテオグリカンファミリーの一員であり、重要なシグナルカスケード
を制御していることを報告している (Hocking et al., 1998; Schaefer 
and lozzo, 2008; Merline et al., 2009)。アフリカツメガエル胚を用いた
mRNA 微量注入法や生化学的解析では、Tsukushi が新しいタイプの
BMPアンタゴニストであることが明らかになった（Ohta et al, 2004）。
さらに Transforming growth factor b （TGF-b）ファミリーに属する
Vg1 と相互作用して、原始線条とオーガナイザーの形成に関与することを見出した（Ohta 
et al, 2006）し、Wnt 受容体である Frizzled に細胞外で直接結合して、Wnt シグナリング
を阻害する機能を持つことが明らかとなった（Ohta et al, 2011）。このように、Tsukushi
は細胞外領域において様々なシグナル伝達経路に属する分子群と特異的に結合し、これら
“シグナル経路の相互連絡を仲介する鍵分子”であるといえる。皮膚においても、TGF-b 
1 の活性化を調節することで毛周期中の細胞分化を制御することを示した（Niimori et al., 
Developmental Biology, 2012; 研究業績欄-発表論文 1） 
  
２．研究の目的 
皮膚創傷治癒過程は、①炎症期、②細胞増殖期、③成熟期（組織再構築期）の、3 時相に
大別され、正常ではこれらの連鎖反応により、創閉鎖がスムーズに完結する。その間に、
好中球、マクロファージ、線維芽細胞、筋線維芽細胞といった複数の細胞が出現し、これ
らの放出するサイトカイン、増殖因子が複雑に関与し、治癒過程を制御している。先行研
究により申請者は、マウスの創傷治癒時に Tsukushi がマクロファージから分泌され、TGF
－b1 やサイトカインを調節し創傷治癒に関与することを明らかにした。また、Tsukushi
は、再生表皮や筋線維芽細胞、新生血管および組織再構築期における線維組織にも発現し
ており、創傷治癒過程全体を通して創傷治癒に重要な働きをしているのではないかと考え
た。本申請は、Tsukushi の機能を明らかにし、将来の創傷再生医療に役立つ分子メカニズ
ムを解明することを目的とする。 
 

３．研究の方法 
①Tsukushi KO マウスを用いた創傷治癒時の再上皮化の観察、評価。 

図1

ニワトリ初期胚におけるTsukushiの発現
パターンが土筆に似ていることから命名さ
れた。



②Tsukushi KO マウスを用いた創傷治癒時の線維化の観察、評価。 
 
４．研究成果 
①WTマウスに比べ、TSK-KO マウスにおいて、再上皮化がみられる 5日目以降、肉眼的および組
織学的に再上皮化のスピードが有意差をもって遅いことが判明した。Real time PCR にて、WT
に比べ TSK-KO マウスでは、Wnt5 や Shh の下流分子である Gli1,PTCH1 など再上皮化に関わるシ
グナル伝達分子の発現量が優位に低下していることが判明した。 
②TSK-KO マウスでは WT マウスに比べ、創傷 5,7,10 日目の創部切片作成後の HE 染色にて肉芽
増生が乏しく、またα-SMA（筋線維芽細胞のマーカー）の発現低下が認められた。 
 以上より、Tsukushi は、再上皮化に関与する Wnt や Shh などのシグナル伝達分子を正に制御
している可能性が考えられた。肉芽増生に関しては、準備実験（Real time PCR）では TSK-KO
マウスで TGF－β、IL-6、STAT3 が増加していたが、今回の結果は、TGF-βの肉芽増生効果より
も、過剰な炎症による抑制がおこったことが推測される。 
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