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研究成果の概要（和文）： 
ヒト皮膚修復組織における骨髄由来間葉系前駆細胞Fibrocyteの発現性を皮膚修復肉芽組織
49 例で検討した。Pro-collagen I/CD34 と Pro-collagen I/LSP-1 陽性の血管内 Fibrocyte
は血管外に比べて高度に減少し、血管外のものに比べて各修復期で増減が乏しかった。よっ
て血管内外で Fibrocyte の由来が異なることが示唆された。血管内 Pro-collagen I/CD34
陽性 Fibrocyte は細小動静脈に特異的に増加し、本血管の内皮細胞は CXCL12 発現増
加から CXCR4 陽性の Fibrocyte の分化誘導に関与していると考えられた。線維性皮膚
炎の検体は多くが瘢痕期であり Fibrocyte 検出不能から同病態発生初期の Fibrocyte 発現性
を検討する必要性が判明した。 

 
研究成果の概要（英文）： 

In order to investigate the distributional relationship between circulating and resident fibrocytes 
in relation to vessel formation, double-staining was performed in 49 human skin tissues samples, 
with CD34 or leukocyte-specific protein-1 (LSP-1) plus pro-collagen I. A considerable difference 
in the numbers of fibrocytes between extra- and intra-vascular regions was evident, with 
obviously fewer circulating, than resident fibrocytes. The expression of resident, but not of 
circulating fibrocytes, changed as healing advanced, suggesting that the different cellular 
properties of fibrocytes between extra- and intra-vascular regions. The specific distribution of 
pro-collagen I+/CD34+ circulating fibrocytes was evident in arterioles/venules, with the 
obviously increased expression of CXCL12 in the endothelial cells. Based on the relatively 
specific distribution of circulating fibrocytes within arterioles/venules, CXCL12-positive 
arterioles might provide a microenvironment that promotes CXCR4-mediated fibrocyte 
chemotaxis.  

 
交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

2010 年度 1,300,000 390,000 1,690,000 

2011 年度 1,100,000 330,000 1,430,000 

2012 年度 1,100,000 330,000 1,430,000 

年度 0 0 0 

  年度 0 0 0 

総 計 3,500,000 1,050,000 4,550,000 

 
研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：基礎医学・人体病理学 
キーワード：創傷治癒、間葉系前駆細胞、組織修復、瘢痕、Fibrocyte 
 
１．研究開始当初の背景 線維芽細胞の誘導メカニズムは殆ど解明さ

機関番号：３２６６１ 

研究種目：基盤研究(C) 

研究期間：2010～2012   

課題番号：22590321 

研究課題名（和文）線維性皮膚炎における骨髄由来間葉系前駆細胞の分化異常と過剰瘢痕の 

         形成機序 

研究課題名（英文）Fibrocytes differentiation and fibrosis during the process of 

                  excess scarring in human fibrotic dermatitis                   

研究代表者  

赤坂  喜清（AKASAKA YOSHIKIYO） 

 東邦大学・医学部・教授 

研究者番号：60202511 



れていない。近年骨髄由来の間葉系前駆細胞
Fibrocyteから一部の線維芽細胞が分化し線維化
に関与することが実験的に証明された。よって
修復過程後期で遂行される線維化に血液細胞由
来の Fibrocyte の分化増殖が想定されるが、個々
の修復過程における Fibrocyte の発現誘導機構
は解明されていない。 
 
２．研究の目的 
(1)ヒト正常皮膚の修復過程におけるFibrocyte
の発現性とそのsubtypeを同定し、それぞれの
特異的な発現様式を明らかにする。 
(2) 骨髄からFibrocyteの分化誘導メカニズム
をケモカイン発現性から検討し、皮膚修復期
におけるFibrocyteの微小環境を明らかにする。 
(3) Fibrocyteと線維芽細胞、筋線維芽細胞との
相互関係を解析し、線維芽細胞の分化過程の全
体像を明らかにする。 
(4) ケロイド肥厚性瘢痕においてFibrocyte発現
性を検討し、病態発症における同細胞の役割を
検討する。 
 
 
３．研究の方法 
(1)材料：正常皮膚修復組織の蒐集は東邦大学医
学部倫理委員会の承認で実施された。 
① 皮膚組織：正常皮膚の肉芽組織や瘢痕組織
は治療目的で外科切除された非病変部の組織か
ら蒐集した。東邦大学において 2007年から 2009
年まで 49 名の患者からインフォームドコンセ
ントを得た後に採取された非病変部の皮膚組織
を用いた。 
採取部位としては頭部(3 例)、顔面(8 例)、耳(2
例)、頸部(5 例)、腋窩(5 例)、胸部(11 例)、背部
(4 例)、腹部(1 例)、臀部(4 例)、腕(3 例)、足(3
例)。採取した組織は Hematoxylin-eosin 染色を行
い、修復期の組織学的に判定した。 
② 修復期分類：正常創傷治癒過程の組織分類に
基づき炎症期、炎症/増殖期、増殖期、組織再改
築期、瘢痕期に分類した。1 つの切片に１ある
いは 2 個の治癒期を含むもののみを使用した。
検索切片は全部で 147 個であり、炎症期が 15
領域、炎症/増殖期が 47領域、増殖期が 32領域、
組織再改築期が 38 領域、瘢痕期が 15 領域であ
った。α-SMA 免疫染色陽性の血管平滑筋の有無
により毛細血管、細小動脈と動脈に分類した。 
(2)蛍光染色：Pro-collagen I/CD34, Pro-collagen 
I/LSP-1 と CD34/LSP-1 の蛍光二重染色で
Fibrocyte を同定した。 一次抗体は Pro-collagen I, 
CD34 と  LSP-1 抗 体 (SantaCruz, California, 
U.S.A.)。 Biotin 化抗マウス, ウサギとヤギ二次
抗体は DAKO (Glostrup, Denmark)。 Avidin 化
fluorescein isothiocyanate (FITC) と Texas red は
VECTOR (Burlingame, California, U.S.A.)社のも
の を 使 用 し た 。 核 染 後 AX80 microscope 
(Olympus, Tokyo, Japan)で観察した。 共発現の
判定は GraphicConverter Universal Binary 6.1.2J 

software (Lemke Software GmbH, Peine, 
Germany)で判定した。 
(3) 免疫染色：上記の二重染色に α-SMA 免
疫染色を加えた三重染色を施行し Fibrocyte
と血管との組織学的相互関係を判定した。具
体的には Pro-collagenI/CD34/α-SMA, 
Pro-collagen I/LSP-1/α-SMA と
CD34/LSP-1/α-SMA の一次抗体で反応後、二
次抗体と反応させ, その後 Permablue/AP 
(Diagnostic Biosystems, Pleasanton, California, 
U.S.A) と Vulcan Fast Red Chromogen kit 2 
(Biocare Medical, Concord, California, U.S.A)
で発色させた。 その後 α-SMA 抗体を一昼
夜反応させた二次抗体と反応させ、 その後
DAB (DAKO)で発色させた. 毛細血管、細小
動脈と動脈におけるケモカイン陽性細胞を
検討するため CXCL12 (LIFESPAN 
BIOSCIENCES, Seattle, Washington, 
U.S.A.)/α-SMA, 6Ckine (R&D systems, 
Minneapolis, Minnesota, U.S.A.)/α-SMA, and 
MCP-1 (R&D systems)/α-SMA の組み合わせ
で二重染色を施行した。 

(4) 組織学的判定: 血管外 Fibrocyte の発現頻
度は、倍率 80 倍で 8 視野観察した組織の陽
性細胞数を総細胞数で割った値にした。なお
総細胞数の判定には DAPI 染色陽性の核を
Adobe Photoshop Element 7.0 で色素変化後
Image J 1.41 に取り込み陽性細胞を算定した。
また血管内 Fibrocyte の発現頻度は、倍率 80
倍で 8視野観察したCD34陽性や α-SMA陽性
血管内の陽性細胞数を血管数で割ることで
算定した。また Pro-collagen I/CD34, 
Pro-collagen I/LSP-1 と CD34/LSP-1 陽性の血
管内 Infiltrating fibrocyteの局在する毛細血管、
細小動脈と動脈の数をそれぞれの組織型の
血管総数で割って判定した。ケモカイン陽性
血管の発現頻度は CXCL12, 6Ckine, MCP-1 陽
性の内皮細胞が発現する毛細血管、細小動脈
と動脈を組織別に判定し、それぞれの組織別
の血管総数で割った。 
 
4. 研究成果 
(1) Fibrocyte の 発 現 特 異 性 : 血 管 外
Pro-collagen I/CD34 陽性細胞は炎症/増殖期で
最も増加し、組織再改築期や瘢痕期より有意
に増加していた。血管外 Pro-collagen I/LSP-1
陽性細胞も炎症/増殖期で最も増加し、増殖期
や瘢痕期より有意に増加していた。血管外
CD34/LSP-1 陽性細胞も炎症/増殖期で最も増
加し、増殖期や瘢痕期より有意に増加してい
た。しかし血管内の Pro-collagen I/CD34 およ
びPro-collagen I/LSP-1陽性のFibrocyteは瘢痕
期以外では同反応性を示す血管外 Fibrocyte
に比して発現頻度が高度に減少し、その頻度
は各期において増減が乏しく有意差はなか
った (図 1)。 



 
(2) 血管特異性 : 組織別血管における血管内
Fibrocyte の分布を α-SMA との三重染色で判定
した。血管内 Pro-collagen I/CD34 と CD34/LSP-1
陽性の血管内 Fibrocyte は毛細血管に比べて細
小動静脈では有意に増加していた。Pro-collagen 
I/LSP-1 陽性の Fibrocyte でも同様な変化がみら

れたが、有意差はなかった。したがって血管内
Pro-collagen I/CD34とCD34/LSP-1陽性の血管内
Fibrocyteは細小動静脈に特異的に発現すること
が示唆された。 
(3) ケモカインの発現性: 血管組織別における
ケモカインの発現性を検討した。血管内皮細胞
は CXCL12 と 6Ckine のみ発現がみられたが、
MCP-1 の発現は認められなかった。CXCL12 陽
性の毛細血管は組織改築期で減少したが同じ反
応を示す細小動静脈は増加傾向を示し、この細
小動静脈は同陽性の毛細血管や動脈に比して
1.59 から 1.26 倍増加した。CXCL12 のリガンド
である CXCR4 は細小動静脈内の CD34 陽性細
胞で発現が確認されCXCL12陽性の細小動静脈
では Fibrocyte が CXCR4 発現から誘導されるこ
とが示唆された。6Ckine は毛細血管で増加して

いたが発現頻度は全体的に低かった (図 2)。 
(4) 考察 
① 二重染色で同定される血管内 Fibrocyte
は血管外のものに比べて明らかに少なく、血
管内外で Fibrocyteの発現頻度が全く異なる
ことが判明した。血管外 Fibrocyte は修復過
程で増減し炎症増殖期で最も増加した。しか
し血管内 Fibrocyteは増減が乏しく, 同じ反応
性を示す Fibrocyte は血管内外でその由来が
異なることを示唆した。血管外 Fibrocyte は血
管内から侵入し筋線維芽細胞に分化する以
外に別の Phenotype から誘導される可能性が
他の研究から示唆された。ここでは成熟
Fibrocyte が 形 質 転 換 し (Reprogrammed 
fibrocyte)、これが再び成熟した Fibrocyte や線
維芽細胞に分化することが実験的に証明さ
れている。したがって今回検出された血管外
Fibrocyte の集団には成熟 Fibrocyte 以外に血
管外の微小環境により形質転換し Reprogam
された Fibrocyte も含まれ、全体としての血管
外 Fibrocyte 数が血管内より高度に増加して
いる可能性が示唆された。 
② 線維化のピークを示す組織再改築期以前
の炎症／増殖期で pro-collagen I/LSP-1 陽性の
血管外 Fibrocyte がピークを示した。したがっ
て同陽性 Fibrocyte は治癒過程が進行すると
Fibroblast や Myofibroblast に分化して修復組
織の線維化に寄与していると考えられた。 
③ 動脈や毛細血管と比較して細小動静脈で
Pro-collagen I/CD34, Pro-collagen I/LSP-1 陽性
の血管内 Fibrocyte が有意に増加していた。こ
の有意な増加から同血管では骨髄細胞から
血管内 Fibrocyte への分化誘導に重要な役割
を果していると考えられた。今回は細小動静
脈の内皮細胞でCXCL12発現増加が判明した。
CXCR4 陽性細胞の遊走には CXCL12 の発現
が重要である。したがって CXCL12 の発現増
加する細小動静脈では CXCR4 陽性の血管内
Fibrocyte の分化誘導を促進していると考え
られた。今後肉芽組織の細小動静脈における
内皮細胞と Fibrocyte 間における CXCR4 と
CXCL12 を介した細胞間相互作用の解析は病
的な創傷治癒による難治性潰瘍や肥厚性瘢
痕・ケロイドの病態機序の解明に今後貢献す
ると考えられた。 
④ 線維性皮膚炎である肥厚性瘢痕・ケロイ
ドの検体は多くが瘢痕期であり Fibrocyte
検出不能から同病態発生初期の組織におけ
る Fibrocyte 発現性を検討する必要性が判
明した。 
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