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研究成果の概要（和文）： 

(1) 免疫組織科学を用いたケロイド組織内のケモカイン CXCL12 の同定 

(2) PMA (Phorbol 12-myristate 13-acetate)を用いたマウス皮膚炎症モデルの作成 

(3) ヒト fibrocyte の分離とマウスへの移入 

 

研究成果の概要（英文）： 

(1)  Identification of chemokine (CXCL12) in human keloid tissue using 

immunohistochemistry 

(2) Development of a mouse dermal inflammation model using PMA 

(3) Isolation of human fibrocyte and transfer of human fibrocytes to mice 
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１．研究開始当初の背景 

1994 年、Bucala らが血中に存在する骨髄

由来の間葉系細胞が創傷治癒の過程で組織

に 浸 潤 す る こ と を 示 し 、 こ の 細 胞 を

fibrocyte と名付けた（Bucala R, Mol Med. 

1994）。 fibrocyte は、組織中に浸潤し

myofibroblast 様の細胞に分化する。また、

各種の細胞外基質やサイトカインを放出す

ることなどから、創傷治癒、肺線維症、喘息

における気道の線維化など各種疾患への関

与が指摘されている（Moore B. B, Am. J. 

Respir. Cell. Mol. Biol.2006., Nihlberg K, 

Respir. Res. 2006., 

Mehrad B, Biochem. Biophy. Res. Commun. 

2007）。また、fibrocyte は細胞表面には CCR3, 

CXCR4, CCR5,CCR7 などのケモカインレセプ

ターを発現しており、特にリガンドであるケ

モカイン（CXCL12,MCP-1, SLC1 など）によ

って局所に誘導されることが報告されてい

る(Robet M, J. Clin. Invest.2007)。この

中で CXCR4（レセプター）と CXCL12（ケモカ

イン）のペアは CXCR4 – CXCL12 axis と呼ば

れ、肺の線維化に重要な因子であることが最

近の研究で報告された(Phillips R.J, J. 

Clin.Invest. 2007)。 

われわれは、皮膚の組織修復の過程で最初

にケモカインに誘導された fibrocyte が局

所に定着し、そこで myofibroblast 様の細胞

に分化し、その細胞が産生するサイトカイン

などの生理活性物質が trigger となり、局所

の皮膚線維芽細胞のケロイド線維芽細胞へ

の分化が促進されるという可能性を考え，ケ

ロイド線維芽細胞の起源として、骨髄由来の

間葉系細胞である fibrocyte がその鍵をに

ぎる細胞であるという仮説を提唱した。 

 

２．研究の目的 

われわれは、拡大傾向にあるケロイド辺縁

部あるいは表層部にはα -SMA(α -smooth 

muscle actin)の産生が亢進した線維芽細胞

が存在することをすでに証明している。その

活動性の高いケロイド線維芽細胞を浸潤型

ケロイド線維芽細胞と名付け、この浸潤型ケ

ロイド線維芽細胞が常に維持され、その維

持・増殖には周囲の免疫細胞が重要な役割を

担っていると考えた。そして浸潤型ケロイド

線維芽細胞の起源を探求することがケロイ

ドの成因を明らかにすると推論した。そこ 

で浸潤型ケロイド線維芽細胞は正常皮膚線

維芽細胞が単純に myofibroblast 様に変異

し た 細 胞 だ け で は な く 、 骨 髄 由 来 の

fibrocyte が関与していると考えた。本研究

は、ケロイド組織内の fibrocyte の存在を証

明し、fibrocyte の誘導に重要なケモカイン

の同定およびその作用機序について詳細に

研究することを目的としている。 

 

３．研究の方法 

(1)ケロイド組織内でのケモカインの同定 

 

しかしながら，染色でケモカインを同定し

たとしても，fibrocyte がケモカインにより

局所に誘導されることの証明にはならない。

そのため実際にケモカインに対して

fibrocyte が誘導，遊走することを示す必要

性がある。このため以下の実験を計画した。 



 

(2)マウスの背部皮膚に炎症性物質（PMA）を

注入することで皮膚炎症モデルを作成 

 

 炎症を起こした皮膚から RNAを抽出し，

RT-qRCRを用いてケモカイン・ケモカインレ

セプターの発現を評価する。 

 

(3) マウスの背部皮膚に皮膚欠損創を作成

した創傷モデルを作成し，ヒト血液より分離

した fibrocyte をモデルマウスへ移入する。 

 

 (2)，(3)により，背部の創傷あるいは炎症

によって発現したケモカインに対する

fibrocyte の局所への遊走を免疫組織化学，

FACS等で評価する。 

 

４．研究成果 

(1)免疫組織科学を用いたケロイド組織内の

ケモカイン CXCL12 の同定 

 

抗ヒト CXCL12抗体と HistoGreen を用いて

ケモカイン CXCL12 を染色したところ，ケロ

イド組織内に一部残存している腺管構造を

中心に染色した部位を認めた。これにより，

実際にケロイド組織内にケモカイン CXCL12

が発現していることが確認された。以下に実

際の免疫組織化学で得られた画像（弱拡）を

供覧する。 

 

(2)PMA (Phorbol 12-myristate 13-acetate)

をマウス背部皮膚へ注入した後，皮膚より

RNA を抽出した。RT-PCR を用いて CXCL12 に

対応するケモカインレセプターCXCR4 の発現

を確認したところ，以下のごとく，PMA 注射

群において値の上昇が認められた。（HPRT：

内在性コントロール，PC：ポジティブコント

ロール，マウスリンパ球，NC：ネガティブコ

ントロール） 

 

 

(3)ヒト fibrocyteの分離は Bucalaの方法に

準じて行った（Bucala R, Mol Med. 1994）。 



培養された fibrocyte（紡錘形，弱拡大） 

 

分離した細胞を蛍光色素で染色し，(2)で

作成した皮膚炎症マウスへ移入することで，

fibrocyte が局所へ移行するのを免疫組織化

学で評価することを検討した。 

 

実際に蛍光色素で fibrocyte を染色し，移

入を行ったが，適切な評価を行うことは困難

であった。 

これについては大きく以下の 2つの理由が

考えられた。 

①fibrocyte の生存率 

もともと継代が困難な細胞であり，培養さ

れた fibrocyteを剥離して移入する際の細胞

の死亡率が高い。 

②マウスの肺におけるトラッピング 

fibrocyte を血管内に移入した場合に肺を

通過する場合は非常に多くの細胞がトラッ

プされてしまうため創部局所への移行率が

低い。 
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