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研究成果の概要（和文）：短鎖脂肪酸と多価不飽和脂肪酸の抗線維化作用を明らかにし、最も効果的な組み合わせが酪
酸とドコサヘキサエン酸であることを見出した。ヒト皮膚由来およびケロイド由来線維芽細胞を用いて、線維化促進因
子のα-SMA、TGF-β1、Ⅰ型およびⅢ型コラーゲン発現への抑制効果、細胞増殖の抑制、アポトーシスを促進する作用
を明らかにした。また、病態モデルである炎症性サイトカインあるいは緑膿菌由来LPSによる炎症刺激下、TGF-β1刺激
下においても強い抗線維化および抗炎症作用が確認された。酪酸の作用機序としてヒストンアセチル化の促進、抗線維
化作用を有する脂質メディエーターであるPGE2の産生促進を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We revealed the antifibrogenic effects of short chain fatty acids and polyunsatura
ted fatty acids, and the best combination is butyrate and docosahexaenoic acid among those fatty acids. As
 the mechanisms, we found the inhibitory effects on the expressions of profibrotic factors including alpha
-SMA, TGF-beta1, type I collagen and type III collagen, and the inhibition of cell proliferation, and prom
otion of apoptosis in normal human dermal and keloid fibroblasts. These antifibrogenic effects were also f
ound in the pathological models with addition of proinflammatory cytokines or pseudomonas aeruginosa deriv
ed LPS or TGF-beta1 stimulation. As the key mechanisms of these effects, the production of PGE2, as an ant
ifibrogenic lipid mediator, and the histone acetylation by butyrate were revealed.
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１．研究開始当初の背景 
肥厚性瘢痕やケロイドなどの線維増殖性

病変の治療法として、外科的切除とステロイ
ド剤等が併用されてきたが、再発例が多く、
新たな治療手段の開発が求められる状況に
あった。 
脂肪酸は、炭素鎖が 2-6 の短鎖脂肪酸、8-12

の中鎖脂肪酸、14 以上の長鎖脂肪酸に分けら
れ、我々は短鎖脂肪酸の細胞生物学的効果に
注目し、in vitro の系で、腸粘膜 integrity に及
ぼす効果（Ohata, Usami. Nutrition 2005）、末梢
血単核球のNF-κB活性化抑制を介するTNF-α
産生抑制（Usami. Nutr Res 2008）、好中球
apoptosis 促進による過剰炎症反応の回避
（Aoyama, Usami. Nutrition 2010）、血管内皮細
胞の tight junction 透過性抑制(Miyoshi, Usami. 
Nutrition 2008)を報告してきた（宇佐美眞、 外
科代謝栄養 2010）。しかし、短鎖脂肪酸の皮
膚での線維化抑制作用については未だ詳細
な検討が報告されていなかった。 
他方、必須脂肪酸である多価不飽和脂肪酸

は、細胞膜を構成するリン脂質の構成成分で
あり、n-3 系多価不飽和脂肪酸には炎症反応
調節作用が知られている。我々は in vitro お
よび in vivo の系で、膜脂肪酸組成変化と腸
粘膜 integrity に及ぼす多価不飽和脂肪酸の
効果を報告して来た（Usami. J Parent Enteral 
Nutr 2006, Usami. Clin Nutr 2001, Usami. 
Nutrition 2003）。さらに、脂質が皮膚を構成す
る重要な成分であり、細胞膜の正常機能維持
や免疫に寄与することから、皮膚瘢痕組織で
の細胞膜構成脂質変化を明らかにしてきた
（寺師浩人、PEPARS 2009. Nomura, Terashi. 
Wound Rep Reg 2007）。 
現在まで、短鎖脂肪酸と多価不飽和脂肪酸

を組み合わせた形での皮膚の線維化抑制、炎
症抑制効果を検討したものは無く、これらを
検討することは新しい瘢痕・ケロイド治療に
結びつくと考えられた。 
 
２．研究の目的 
短鎖脂肪酸および多価不飽和脂肪酸添加

の線維増殖性病変抑制効果を明らかにする
ことを目的とした。具体的には、患者の機能
障害や外見的な変化が QOL の低下に繋がる、
肥厚性瘢痕・ケロイド形成抑制効果を検討し
た。 
短鎖脂肪酸による線維化マーカーの抑制

効果と、多価不飽和脂肪酸による抗炎症作用
が培養細胞系で確認されていることから、そ
れぞれの効果及び相乗効果等について正常
ヒト皮膚由来線維芽細胞と、手術時に採取し
た患者由来のケロイド線維芽細胞を用いて
検証した。 
さらに、これらの脂質は、脂質代謝酵素で

ある cyclooxygenase (COX)の発現を促進し、
ケロイド線維芽細胞で発現が低下している
prostaglandin E2 (PGE2)などの生理活性の高い
脂質メディエーターの生成に関わることか
ら、本研究では各々の作用機序の解明も目的

とした。 
 
３．研究の方法 
＜ケロイド由来線維芽細胞の初代培養＞ 
ケロイドを採取するにあたっては、神戸大

学大学院保健学研究科倫理委員会に本研究
内容を申請し、患者の不利益になることがな
いことを十分に口頭で説明し、文書にて患者
より同意を得た。初代培養にて得られた線維
芽細胞は継代数が 6 以下のものを実験に使用
した。また、正常ヒト皮膚由来線維芽細胞は
Clonetics 社より購入し、継代数が 8 以下の
ものを使用した。 
＜短鎖脂肪酸、多価不飽和脂肪酸の添加＞ 
短鎖脂肪酸である、酪酸、プロピオン酸、

および多価不飽和脂肪酸である DHA、 EPA
を培地に希釈し、線維化抑制に最適な濃度を
検討した。 
＜線維化マーカー発現定量＞ 

Collagen I、Collagen III、α-SMA、TGF-β1
を定量した。mRNA 発現：real time PCR、細
胞内蛋白発現：Western blot、サイトカイン産
生：ELISA 
＜細胞増殖、障害、Apoptosis の解析＞ 
細胞増殖: 細胞数測定、BrdU アッセイ 細
胞障害 : トリパンブルー染色 Apoptosis: 
Flow cytometry 
＜ヒストン脱アセチル化阻害作用の検出＞ 
アセチル化ヒストン H3：ヒストン H3 の蛋白
発現を Western blot にて定量し、短鎖脂肪酸
のヒストン脱アセチル化阻害作用を確認し
た。 
＜脂質メディエーター生成の測定＞ 
 PGE2の生成、および COX-1、COX-2 の発
現を定量した。 
 
４．研究成果 
（１）各脂肪酸の線維化抑制効果の解明 
ヒト皮膚由来線維芽細胞において、

Collagen Ⅰ、 Collagen Ⅲ、 α-SMA、 TGF-β1
の mRNA 発現を定量し、短鎖脂肪酸である酪
酸およびプロピオン酸、多価不飽和脂肪酸で
ある DHA および EPA の線維化抑制効果が確
認された。短鎖脂肪酸では酪酸(1-16mM)、多
価不飽和脂肪酸では DHA(100 μM)が強い線
維化抑制効果を有することが明らかとなっ
た。時間依存性も明らかとなり、添加後 48
時間で強い抑制効果が得られることが確認
された。64 mM 以下の酪酸、100 μM 以下の
DHA では細胞障害性を認めないことが確認
された。0.01-16 mM の酪酸が細胞増殖を抑制
し、特に 1-16 mM で抑制効果が強いことが確
認された。さらに、100 μM の DHA と 16 mM
の酪酸が apoptosis を促進し、酪酸でより効果
が強いことが明らかとなった。1-16 mM の酪
酸が、線維化抑制作用を有す PGE2 の産生を
促進し、その作用は、COX-1 による影響が強
いことが確認された。 
（２）酪酸、DHA の混合添加の有効性確認 
正常線維芽細胞において、酪酸（1-16 mM）



と DHA（100 μM）の混合添加が、酪酸およ
び DHA の単独添加より線維化促進因子であ
る α-SMA、Collagen I、Collagen III、TGF-β1
の mRNA およびタンパク発現を強く抑制す
ることが明らかになった。 
同様の結果が前胸部・耳垂ケロイド由来線

維芽細胞でも確認された。さらに、線維化モ
デルとしての IL-1β/TGF-β1 刺激下ケロイド
線維芽細胞においても、混合添加による強い
抑制効果が認められた。 
細胞増殖性に対する効果については線維

化促進因子と同様の抑制効果が認められた。
apoptosis については、IL-1β による炎症刺激
下、および非炎症刺激下において、酪酸・DHA
の混合添加により強く促進された。 
また、非炎症刺激下とは異なり、IL-1β に

よる炎症刺激下では、PGE2 産生が著増し、
DHA が COX 発現非依存的にその産生を強く
抑制した。脂肪酸解析より、DHA 添加によっ
て細胞膜組成脂質の DHA 含有率の上昇、ア
ラキドン酸含有率の減少が確認され、DHA と
酪酸の混合添加では EPA の含有率が上昇す
ることが見出され、酪酸が多価不飽和脂肪酸
の代謝変動を生じる作用が示唆された。さら
に、western blotting により、酪酸によるヒス
トンアセチル化の用量依存性が明らかにな
り、酪酸による HDAC inhibitor 作用がケロイ
ド線維芽細胞においても確認された。 
（３）病態モデルに対する効果と機序解明 
感染による肥厚性瘢痕病態モデルとして

緑膿菌由来 lipopolysaccharide 添加下皮膚線維
芽細胞の実験系を新たに確立し、酪酸および
DHA、またこれらの併用による抗炎症作用
（炎症性サイトカイン IL-6 発現抑制）を明
らかにした。抗線維化作用についてはこれま
でと同様に添加後 48 時間に認められた。一
方、抗炎症作用については、酪酸は添加直後
（3 時間後）から効果を示し、酪酸と DHA の
併用は添加直後および 48 時間後において強
い効果を示した。 
酪酸、DHA による apoptosis 促進の機序を

解明するために、デスレセプター経路のアポ
トーシス促進因子である Fas、ミトコンドリ
ア経路の促進因子の Bax および抑制因子の
Bcl-2、また過剰発現によりケロイド線維芽細
胞にアポトーシス耐性をもたらす IGF-1R に
対する影響を解析した。酪酸は Bcl-2 と
IGF-1R 発現を抑制し、それに伴いアポトーシ
スを強く促進した。一方、角化細胞において
酪酸による発現上昇が報告されている Fas に
ついては、本研究では酪酸により有意に抑制
された。このことから、角化細胞と線維化細
胞では、酪酸によるアポトーシスへの作用機
序が異なることが明らかになった。DHA は
Bcl-2 発現を有意に抑制したが、有意なアポ
トーシス促進は得られなかった。酪酸と DHA
の混合添加では、アポトーシスおよびその関
連因子において、酪酸の効果が増強された。
これらのことから、DHA は酪酸のアポトーシ
ス促進作用を高めることが示唆された。 
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