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研究成果の概要（和文）： 

自然免疫では樹状細胞上に存在するToll様受容体(Toll-like receptor, TLR)が重要な役割
を担っているが、創傷治癒における役割は解析されていない。そこで TLR シグナル遺伝
子欠損マウスの創傷治癒過程を検討した。Myd88 欠損マウスでは有意な所見が得られなか
ったが、NF-κBを増強するPDLIM2欠損マウスでは創収縮が亢進して創閉鎖が促進した。
分離された線維芽細胞を包埋したコラーゲンゲル収縮も亢進し、TLR シグナルが創傷治癒
に関与していることが示唆された。 
研究成果の概要（英文）： 

Although Toll-like Receptor (TLR) plays an important role in innate immunity, its role in 

wound healing has yet to be analyzed. In the present study, the healing process of dermal 

wounds in TLR knock-out mice was examined.  No significant findings were observed in 

Myd88 KO mice. Meanwhile, PDLIM2 KO mice, which showed exaggerated NF-κB activity, 

demonstrated earlier wound closure due to enhanced wound contraction. Contraction of the 

collagen gel seeded with fibroblasts from KO mice was also enhanced, suggesting the 

involvement of TLR signaling in wound healing. 
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１．研究開始当初の背景 

皮膚の創傷治癒過程では種々の現象が経
時的に観察される。その中で炎症後期に皮膚
欠損局所に集まるマクロファージと、それに
引き続く表皮角化細胞、血管内皮細胞、線維
芽細胞の反応性が最も創傷治癒に重要であ

る。マクロファージ機能の低下は創傷治癒遅
延に直結する。皮膚の修復過程の病態解析は、
新しい皮膚潰瘍治療薬や被覆材の開発だけ
でなく、再生医療やアンチエイジングの研究
にとっても重要である。 

さて、病原性微生物の感染に対する宿主防
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御機構として自然免疫は大きな役割を果た
しているが、なかでも樹状細胞上に存在する
Toll 様受容体(Toll-like receptor, TLR)は病原
性微生物共通の分子パターンを認識してい
る。これまでの研究により、それぞれ特異的
な TLR が同定され、細胞内シグナルについ
ても MyD88、TRIF などのアダプター分子と
NF-B、IRF-3 を介するサイトカイン反応が
報告された。細菌やウイルスなどに対する免
疫応答性については大筋が明らかにされた
といえる。しかし、皮膚疾患における意味づ
けについては乾癬、ざ瘡、疣贅などを除き十
分ではなく、組織修復における血管新生を除
き、創傷治癒過程に及ぼす影響については解
析されていない。創傷治癒過程ではマクロフ
ァージが大きな役割を果たしており、従来か
ら低濃度の細菌死菌や多糖体が肉芽形成を
促進させることが知られており、TLR シグナ
ルの遮断により創傷治癒過程が遅延するこ
とが示唆される。 

私はこれまで、遺伝的糖尿病マウス(db/db) 

が糖尿病状態とマクロファージ機能の低下
により創傷治癒が遅延すること、線維芽細胞
成長因子（bFGF）がこれを回復させること
を報告し、フィブラストの開発に貢献した。
その後も各種細胞成長因子の治癒促進作用
の解析や感染皮膚潰瘍の作製など、創傷治癒
に関する基礎的研究に携わってきた。 また、
研究分担者の齋藤は、形質細胞様樹状細胞に
おける TLR7, 9 刺激による TypeI INF の産
生には Ikkが必須であることを報告した
（Nature 440,949,2006）。また、TLR シグ
ナルに関する種々の遺伝子欠損マウスは理
化学研究所免疫・アレルギー総合科学研セン
ターより供給が可能である。 

以上の情報から、樹状細胞やマクロファー
ジに発現する TLR やそのシグナルが、創傷
治癒や皮膚の修復過程に重要な役割を果た
している可能性が考えられ、TLR シグナルに
関する遺伝子欠損マウスと、それに由来する
培養細胞を使用することにより、この仮説を
証明できるのではないかと考えた。 

 

２．研究の目的 

マクロファージに発現する TLR やそのシ
グナルが、創傷治癒過程で重要な役割を果た
しているかどうかを、種々の TLR シグナル
遺伝子欠損マウスを用いて明らかにする。
TRIF を介するため、野生型マウス、MyD88

欠損マウス、TRIF 欠損マウス、さらに
MyD88/TRIF 重欠損マウスを用いて創傷治
癒実験を行うことにより、全ての TLR シグ
ナルが遮断された状態も検討することがで
きる。 

①これらのマウスの背部皮膚に 6 ｍｍパン
チで全層皮膚欠損創を作製し、経時的に皮膚
組織を採取する。HE 染色標本や凍結標本に

より組織学的に治癒過程を比較検討する。ま
たマイクロアレイや real-time PCR法などに
より、組織中に発現している関連分子の
mRNA 発現を比較する。 

②さらに細かくシグナルの特異性を追求す
るため、これら以外の TLR シグナル遺伝子
欠損マウスを用いて創傷治癒実験を実施す
る。 

③これらのマウスの皮膚欠損創に細菌死菌
や LPS などを濃度別に添加して創傷治癒が
促進するか検討する。 

④野生型マウスや TLR シグナル遺伝子欠損
マウスに、MyD88 および TRIF をウイルス
ベクターpUNO で過剰発現させ、①で示した
創傷治癒実験方法により創傷治癒が促進な
いし抑制されるかを検討する。 

⑤TLR シグナル遺伝子欠損マウスから表皮
角化細胞と線維芽細胞を分離培養し、遊走能、
コラーゲンゲル収縮能、インテグリン・コラ
ーゲン発現量などの創傷治癒パラーメータ
ーに変化があるか、またウイルスベクター
pUNO で MyD88 および TRIF を過剰発現さ
せた時、これらの機能が回復するかどうかを
検討する。 

 

３．研究の方法 

野生型マウス、MyD88欠損マウス、TRIF欠
損マウス、さらに MyD88/TRIF重欠損マウス
は理化学研究所免疫・アレルギー総合科学研
センターの改正恒康チームリーダー（現大阪
大学）などの協力を得る。  
(1) 野生型マウス、MyD88欠損マウス、TRIF
欠損マウス、MyD88/TRIF重欠損マウスの背部
皮膚に 6 ｍｍパンチで全層皮膚欠損創を作
製し、経時的に皮膚組織を採取する。 
①HE染色標本を作製して、再上皮化、肉芽組
織面積、血管新生、コラーゲン量などを定量
的に画像解析する。 
②凍結標本より薄切標本を作製し、共焦点レ
ーザー顕微鏡を用いて MyD88 、TRIF 、TRAF6 、
IRF-3などのTLRシグナルと、VEGF、FGF、PDGF、
TGF-、インテグリン、PA、MMPなど創傷治癒
に関連した分子の発現を特異抗体を用いて
染色する。 
③マイクロアレイ実施後に特定の分子につ
いて real-time PCR法を実施して、組織中に
発現している上記分子の mRNA発現量を比較
する。 
(2) 創傷治癒に差異の認められたマウスの
皮膚欠損創に細菌死菌や LPSなどを濃度別に
添加して創傷治癒が促進するか検討する。 
(3) 野生型マウスや TLRシグナル遺伝子欠損
マウスに、MyD88および TRIFをウイルスベク
ターpUNOで過剰発現させ、①で示した創傷治
癒実験による創傷治癒が変化するかを検討
する。 
(4) TLRシグナル遺伝子欠損マウスの背部皮



 

 

膚から表皮角化細胞と線維芽細胞を分離培
養する 
①表皮角化細胞の遊走能を測定する、②線維
芽細胞を可溶化 type I コラーゲンと混合し
てゲル化させ、このゲル収縮を経時的に測定
する、③インテグリン、フィブロネクチン、
プロコラーゲンの mRNA発現量の変化を定量
的 PCRで測定する。 
(5) ウイルスベクターpUNOで MyD88および
TRIFを表皮角化細胞と線維芽細胞に過剰発
現させた時、(4)の機能が変化するかどうか
を検討する。 
 
４．研究成果 
(1) TLRシグナル遺伝子欠損マウスのうち、
まず TLRの重要なアダプター分子である
Myd88欠損マウスに着目した。しかし、Myd88
欠損マウス背部皮膚を用いた創傷治癒実験
では創傷治癒に関する有意な変化は見いだ
せなかった（negative data）。 
(2)しかし、その検討の過程で NFκbを調節
する遺伝子である PDLIM2が創収縮に重要で
あることを見出した。 

TLRを介した細胞内シグナルの一部は細胞
質に存在する NF-κBに到達して炎症を誘発
する。PDLIM2は NFκbのユビキチン化に関連
した遺伝子であり、NFκbを分解に導くこと
により炎症を終焉させる重要な役割を果た
し、PDLIM2欠損マウスでは炎症性サイトカイ
ンの異常産生が起こることが知られている。 

 
①まず、PDLIM2遺伝子欠損マウスを用いた全
層皮膚欠損モデルにおいて、野生型マウスに
比較して創収縮が亢進して創面積が縮小す
ることを確認した。病理組織学的な検討では、
再上皮化や肉芽形成には差異が認められな
かった。 
②次に、PDLIM2遺伝子欠損マウスと野生型マ
ウスの線維芽細胞を採取してコラーゲンゲ
ルを作製し、創収縮実験を行った。その結果、
PDLIM2遺伝子欠損マウス由来線維芽細胞で
は TGFや FCS刺激で、より強いゲル収縮を認
めた。これらの実験は終了しているが、外部
機関との共同研究の一部であるため図表を
使っての記述はできない。論文の投稿準備中
である。 
(3)さらに TRIF欠損マウスと MyD88/TRIF重
複欠損マウスについて実験を予定したが、繁
殖の関係で動物の供給が十分でなく、実験結
果を得ることができなかった。 
 
(4)TLRの実験とは別に、正常マウス背部皮内
にブレオマイシン（BLM）50g/日を 1ヶ月間
反復注射することにより皮膚硬化を誘導し、
創傷治癒遅延モデルを作製した。このモデル
を用いて、その成因の解明と治癒促進薬の探
索を試みた。 

①このモデルの背部皮膚硬化部位に直径 6mm
の全層皮膚欠損創を作製し、正常マウス皮膚
欠損創と創閉鎖を比較した。その結果、皮膚
硬化マウスでは創閉鎖が有意に遅延した。組
織学的には、正常マウスでは血管新生が著明
であり、皮膚硬化マウスでは筋線維芽細胞の
増加と線維化が著明であった。これらのモデ
ルから組織を採取して total RNA を抽出し、
TGF1, Coll A1, SMA, VEGFの mRNA発現を
比較したところ、皮膚硬化マウス皮膚では有
意に Coll A1の発現が低下していた。 
②皮膚硬化マウスを用いた創傷治癒遅延モ
デルに bFGFを投与して創傷治癒改善効果を
検討した。bFGF（1.0g/cm2）を創作製後に
単回投与して被覆すると、対照群に比較して
統計学的有意差はないものの、創閉鎖が促進
された。（下記論文②として一部発表済み。
現在英文論文作成中） 
 
(5) ヒトケロイド由来の線維芽細胞を分離
培養し、TGF、CTGF、SMAの mRNAの発現を
測定するとともに、細胞をコラーゲンゲル内
に包埋してゲル収縮実験を行った。この系に
線維化を抑制する作用が知られているピル
フェニドン(pirfenidone)を添加して皮膚硬
化抑制作用を検討した。 
①ケロイド由来の線維芽細胞では TGF、CTGF、
SMAの mRNA発現が亢進していた。また、強
いゲル収縮能を示し、TGF刺激で収縮力が増
加した。 
②ピルフェニドンはコラーゲンゲル収縮を
抑制した。また、ピルフェニドン前処置によ
り TGF1依存性のゲル収縮や線維芽細胞の
SMA遺伝子発現は抑制された。（現在英文論
文作成中） 
 
(6)さらに 3番目の実験として、創傷治癒過
程における fibroblast growth factor (FGF) 
-7ファミリー蛋白、特に FGF-22の局在につ
いて検討した。 
①ヘアレスマウス(hr/hr)背部の全層皮膚欠
損創の FGF-22局在を組織学的に検討したと
ころ、FGF-22 は創縁部の再上皮化表皮上層
に限局していた。この分布は p-p38の局在と
類似していた。これらの結果から FGF-22が
再生上皮の分化や遊走表皮の制御に関与し
ている可能性が示唆された。（下記論文①と
して一部発表済み。現在英文論文作成中） 
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