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研究成果の概要（和文）：皮膚の創傷治癒過程において、オステオポンチンが欠如している状態

では、肉芽形成、マクロファージの浸潤、細胞外マトリックスの発現が抑制されていた。また

in vitro では、TGF ベータに起因するリン酸化 Smad2 の発現も同様に抑制されていた。オステ

オポンチンが欠如状態では、TGF ベータ/  Smad シグナルが抑制されており、その結果、細胞

外マトリックスの発現が抑制されていることが示唆された。 

 

研究成果の概要（英文）：Lucking OPN suppressed granulation tissue fomation, the 

expression of macrophage and extracellular matrix. Moreover, the expression of phosphor 

Smad2 was reduced in vitro. Loss of osteopontin(OPN), TGF beta / Smad signal was controlled 

during skin wound healing. As a result, it was suggested that the expression of 

extracellular matrix was controlled in a condition of lucking OPN. 
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１．研究開始当初の背景 
救急集中治療領域において皮膚の損傷は防
御機能の破綻し感染リスクが高くなるだけ
でなく、治癒後の瘢痕化が問題となる。瘢痕
収縮により拘縮をきたせば、患者の ADL は低
下する。皮膚の創傷治癒過程における各種サ
イトカイン等の各種メカニズムについての
いくつか報告はあるが、皮膚の瘢痕化のメカ

ニズムの詳細は未だ完全に解明されていな
い。 
 
２．研究の目的 
 今回申請する研究では OPN ノックアウト
（KO）マウスを用いたマウス胎児線維芽細胞
（MEF）の細胞培養実験にて細胞外マトリッ
クス、サイトカインの発現の有無とシグナル
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伝達レベルでの上皮‐間葉系移行の機序解
明について検討する。さらに KO マウスを用
いた皮膚の全層欠損モデルを作成し、細胞培
養モデルの結果をもとに皮膚の創傷治癒過
程における上皮‐間葉系移行制御因子を明
らかにする。それらを利用してシグナル伝達
のレベルでの上皮‐間葉系移行の抑制によ
る皮膚の瘢痕収縮に対する治療方法を開発
する。 
 
３．研究の方法 
(1) 細胞培養実験 
 野生株（C57BL/6）マウス（WT）と KO マウ
スの MEF を用い、TGFβ1 を添加した群と TGF
β1 無添加群を作成し、48 時間培養した後に
mRNA を抽出した。細胞外マトリックス、各種
サイトカインおよび Smad の発現を抽出した
mRNA で Real-time RT-PCR、Western blot に
て調べた。 
 
(2) In vivo 実験 
トレパンとはさみを使用し、OPN KO マウ

スと WT マウスの背中の皮膚を径 5mm に全層
切除し、皮膚全層欠損モデルを作成する。 
肉眼的、組織学、免疫組織化学的検討を行っ
た。 
また,創部を径 5mm に切除し、治癒部分の

mRNA を抽出し、mRNA を抽出した。細胞培養
実験と同様に Real-time RT-PCR および
Western blot にて 、mRNA の発現を検討し
た。 
  
４．研究成果 
(1) 細胞培養実験 
 TGFβ1 添加後の MBF のリン酸化 Smad2、

αSMA、フィブロネクチンの発現は、WT で多
かったが、KO MBF では TGFβ1 添加の有無に
関係なく、ほとんど発現していなかった（図
1a、b、c）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

図 1a  TGFβ1 添加後の MBF のリン酸化
Smad2 の発現 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図 1b  TGFβ1 添加後の MBF のαSMA の発現 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図 1c  TGFβ1添加後の MBF のフィブロネク
チンの発現 
 
 (2) In vivo 実験 
 肉眼的観察では、WT に比べ、KO の創部閉

鎖は遅延した（図 2a、b）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2a 皮膚創部の閉鎖（肉眼的変化） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2b 皮膚創部面積の経時変化 

 

 

 

 



 

 

組織学的変化では、肉芽の厚さは KOで薄く、
肉芽が発達していなかった（図 3a、b、c、d）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 3a 創部辺縁の組織学的変化  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 3b 肉芽の厚さ（創部辺縁） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 3c 創部中心部の組織学的変化  
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 3d 肉芽の厚さ（創部中心部） 
 

 
免疫組織化学的変化では、KO の方が WT よ

りαSMA の発現、マクロファージの浸潤は抑
制されていた（図 4a、b）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 4a 免疫組織化学的変化（αSMA） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 4b 免疫組織化学的変化（マクロフ
ァージ） 
 
 
 
TGFβ１、コラーゲン IaαのｍRNA の発現

は KO で抑制されていた（図 5a、b）。 
 
 
 

 

 

 

 

 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 5a ｍRNA の発現（TGFβ１） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 5b ｍRNA の発現（コラーゲン Ia
α） 
 
 
 以上より、皮膚の創傷治癒において、オス
テオポンチンが欠如している状態では、肉芽
組織の形成と再上皮化が遅延しており、その
原因として、TGFβに関連した線維化が抑制
されていることが示唆された。 
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