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研究成果の概要（和文）：難治性の皮膚線維性病変であるケロイドの線維芽細胞で、長鎖ノンコーディングRNA
を網羅的に解析した。細胞外マトリックスを分解する酵素であるマトリックスメタロプロテアーゼ (MMP)-1, 3
の遺伝子発現がケロイドで低下しており、これらの酵素が位置する染色体11q22.2付近にコードされるlncRNAに
絞りこんで解析を行った結果、LINC00900の発現上昇 (5.9倍）が確認された。LINC00900は、線維性疾患におい
て何らかの機能を持つことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Long non-coding RNA was comprehensively analyzed in keloid fibroblasts, 
which are intractable cutaneous fibrotic lesions. The gene expression of matrix metalloproteinase 
(MMP)-1,3, which is an enzyme that degrades extracellular matrix, is decreased in keloids. lncRNA 
encoded near chromosome 11q22.2, where these enzymes are located, was analyzed. The increased 
expression of LINC00900 (5.9-fold) was confirmed. It was suggested that LINC00900 has some function 
in fibrotic diseases.

研究分野： 医学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
lncRNAは、タンパクをコードしないものの、生体の様々なプロセスに関与する。しかし、大部分のlncRNAの機能
は未だ不明である。今回の研究課題で、これまで少なかったケロイド線維芽細胞（継代0代）における遺伝子発
現プロファイルを構築することができた。これにより、ケロイドに関与する機能性lncRNA研究の発展が期待され
る。さらに、他の臓器の線維性疾患における機能性lncRNA研究への応用や、未だ機能が不明であるlncRNAの機能
特定に貢献すると考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
(1) ケロイド・肥厚性瘢痕は、皮膚に生じる炎症性線維性病変である。未だ発生と拡大のメカニ
ズムが不明であり、手術や放射線療法、ステロイドによる治療の有効性は限定的である。異常蓄
積した細胞外マトリックスを効果的に分解させる手段が模索される。核酸送達はターゲットを
確実に絞ることができ、効果も出やすい。研究代表者は、siRNA を利用した抗線維化核酸治療
薬の開発に取り組んできた(Aoki et al. J Invest Dermatol 2014; Aoki et al. Mol Ther-Nucleic 
Acids 2020) 。 
 
(2)  近年、タンパク質をコードしない non-cording RNA のうち約 200 塩基以上の長さを持つ
lncRNA が、転写、翻訳、エピジェネティクスなど生体内の多様なプロセスに関与することが明
らかになりつつある。しかし、大部分の lncRNA の役割は未だ不明である。今後、lncRNA の機
能を明らかにするために、様々な観点からの解析を進めることが望まれ、新たな治療ターゲット
として期待される。 
 
２．研究の目的 
(1) 本研究の目的は、細胞外マトリックス代謝に関与する新たな lncRNA の機能を特定し、ケ
ロイド・肥厚性瘢痕治療の新たなターゲットと戦略を提唱することである。 
 
(2) 具体的なアプローチとして、ケロイド線維芽細胞において、細胞外マトリックス代謝に関
与する分子と相関を示す lncRNA を特定する。ターゲット lncRNA の細胞外マトリックス代謝
におけるメカニズムを明らかにする。ケロイド線維芽細胞を用いてターゲット lncRNA を抑制
し、治療効果を検討する。 
 
３．研究の方法 
(1) 初代線維芽細胞における lncRNA マイクロアレイを用いた網羅的解析 
ヒト正常皮膚およびケロイド組織より初代線維芽細胞を、explant 法にて培養する。継代 0 代で
細胞を回収し、total RNA を分離する(n=3)。マイクロアレイによる遺伝子発現解析を行う。
lncRNA 解析を行う。ケロイド線維芽細胞において、ECM 代謝に関与するコラーゲンタイプ 1、
タイプ 3、matrix metalloprotease(MMP)、tissue inhibitor of metalloprotease(TIMP)などの発
現と、強い相関を示す lncRNA をいくつか抽出する。リアルタイム RT-PCR により検証を行う
(n=4-6)。有意な発現差を確認したものの中から、ターゲット lncRNA を決定する。 
 
(2) ターゲット lncRNA の線維芽細胞におけるメカニズムを in vitro で解析する 
正常皮膚線維芽細胞を培養する。ターゲット lncRNA を発現するプラスミドを構築する。プラ
スミド（コントロールベクター vs ターゲット lncRNA 発現ベクター）を、細胞に導入する。
ECM 代謝関連因子群の mRNA 発現を比較する。 
 
４．研究成果 
(1) ヒト正常皮膚線維芽細胞 (NF) およびケロイド線維芽細胞 (KF) 継代 0 代 (P0) を培養し
た。マイクロアレイ法を用いて、遺伝子発現解析と lncRNA 解析を網羅的に行った (n=2)。細胞
外マトリックス分解酵素であるマトリックスメタロプロテアーゼ (MMP)-1, 3, 7, 10 が発現低
下を示しており、線維化の進行に関与すると考えられた（図 1）。 

図 1 マイクロアレイによるマトリックスメタロプロテアーゼの発現の差 
 
(2) これらのマトリックスメタロプロテアーゼが位置する染色体 11q22.2 付近に位置する
lncRNA に絞りこんで解析を行った。正常皮膚線維芽細胞と比較して、ケロイドで発現変動の大
きい lncRNA を抽出したところ、H19 と LINC00900 がそれぞれ 23 倍、7 倍の発現上昇を示し
た（図 2）。 



図 2 マイクロアレイによる染色体 11 における lnRNA 発現の差 
 
(3) 次に、定量的 RT-PCR によるマイクロアレイ結果の検証を行った（n=9）。MMP について
は、MMP-1 および 3 で、有意な発現低下が確認された。H19 に有意差は認めず、LINC00900
において有意な発現上昇が確認された（図 3、4）。 

図 3 定量的 RT-PCR によるマトリックスメタロプロテアーゼの発現の検証 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4 定量的 RT-PCR による lncRNA の発現の
検証 
 

(4) 次に、LINC00900 全長を PCR にて増幅し、プラスミドベクターpcDNA3.1 に組み込んだ。
ヒト真皮由来正常線維芽細胞（NHDF）に遺伝子導入した。しかし、LINC00900 の過剰発現に
よる MMP の発現制御は確認できなかった（図 5）。 

図 5 LINC00900 の過剰発現と mmp-1, -3 
(5) 今回の研究課題で、初代ケロイド線維芽細胞（継代 0）における遺伝子発現プロファイルを
構築することができた。これにより、線維化に関与する lncRNA 研究の発展が期待される。



LINC00900 の機能の特定には至っておらず、次のステップとして、KF への遺伝子導入実験や
siRNA による抑制実験などにより機能解析を試みる。 
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