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研究成果の概要（和文）：HGF（hepatocyte growth factor、肝細胞増殖因子）は肝などの臓器

で TGF-β（transforming growth factor-β）に拮抗し線維化を抑制する作用を持つ。HGFはケ

ロイド線維芽細胞においても TGF-βに拮抗し I型コラーゲン mRNA発現を抑制した。HGFが TGF-

βに拮抗する機序の一つとして、TGF-βが受容体に結合して以降の細胞内伝達系を阻害する可

能性が考えられた。 

 
研究成果の概要（英文）：HGF (hepatocyte growth factor) and TGF-β(transforming growth 
factor-β) often act antagonistically each other. For example, TGF-β accelerates liver 
fibrosis, whereas HGF prevents its progression. In our study, HGF suppressed type I 
collagen mRNA expression in keloid fibroblasts. HGF is suggested to repress TGF-β signal 
transduction pathway. 
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１．研究開始当初の背景 

  
 近年、ケロイドを肺・肝・腎などの多臓器
と同様に線維化疾患の一つとして解釈する
考え方がある。いずれの臓器も TGF-βの働き
によるコラーゲン産生の増加が線維化の本
体である。TGF-βが受容体に結合後、活性化
された Smad3が核内に移動し I型コラーゲン
の転写が促進され、コラーゲン合成が増加す
る。 
 また、TGF-βは各臓器固有の線維芽細胞や
上皮細胞などをα-SMA（α-smooth muscle 
actin）陽性の筋線維芽細胞に分化させる。
線維化の維持には TGF-βによって分化、活性
化した筋線維芽細胞が関与していると考え
られる。ケロイドにおいても筋線維芽細胞の

病態への関与は明らかである。 
 HGF は肝線維症マウスの肝星細胞において
Smad3を核外に移動することで TGF-βの働き
を抑制していることが既に明らかとなって
いる。また HGFはラット肺胞上皮細胞におい
て、Smad7 の活性化によって TGF-β/Smad3経
路を遮断すること、筋線維芽細胞への分化を
抑制することが明らかになっている。 
 よって、HGF はケロイド由来の皮膚線維芽
細胞においても同様に TGF-βに拮抗し、線維
化の進行を抑制する可能性がある。 
 
２．研究の目的 

  
 ケロイド線維芽細胞においても HGFが TGF-
βに拮抗しコラーゲン産生を抑制すること、
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筋線維芽細胞への分化を抑制すること、HGF
の TGF-β抑制効果が Smad3を標的としたもの
であること等を証明することが本研究の目
的である。 
 

３．研究の方法 

 
（1）線維芽細胞の培養 
  
 ケロイド患者、正常人（非ケロイド患者）
よりケロイド組織、正常皮膚組織を採取した。
Explant 法により初代培養を行い、第 3〜5 継
代の細胞を実験に使用した。組織の採取につ
いては患者より文書による同意を得た上で
実施し、当研究機関の倫理委員会の指針に従
った。 
 
（2）線維芽細胞の TGF-β、HGF による刺激 
  
 ①細胞増殖率： 
 正常及びケロイド線維芽細胞を 96 wellプ
レートに 3.0×103個／well 播種した。培養液
は 10%FBS（fetal bovine serum）＋DMEM
（Dulbecco's modified Eagle's medium）
とした。播種後 24 時間で HGFを 20 ng/ml 添
加した。添加後 24、48時間の細胞増殖率を
MTSアッセイで評価した。    
  
 ②mRNA 発現： 
 正常及びケロイド線維芽細胞を 6 well プ
レートに 3.0×104個／well 播種した。培養液
は 10%FBS＋DMEMとした。48 時間後に培養液
を 1%FBS＋DMEM に交換し、24 時間の
starvation を行った。培養液中に TGF-β 5 
ng/ml、HGF 10-40 ng/ml を単独または同時に
添加し刺激した。刺激後 96 時間で線維芽細
胞を回収し、I 型コラーゲン、TGF-β、α-SMA
の mRNA発現を real time PCR で評価した。 
 

（3）HGF による TGF-β拮抗機序の検証 
  
 培養した線維芽細胞を TGF-βや HGFで刺激
した。刺激後の Smad3 の細胞内局在をウェス
タンブロットや細胞染色で評価した。 
 
 ①ウェスタンブロット：ケロイド線維芽細
胞を 150 mm プレートに 2.5×105播種した。
培養液は 10%FBS＋DMEM とした。96 時間後に
培養液を 1%FBS＋DMEM に交換し 24時間の
starvation を行った。培養液中に TGF-β 5 
ng/ml、HGF 40 ng/ml を単独または同時に添
加し刺激した。刺激後 30分で細胞から核タ
ンパク、細胞質タンパクを抽出し、ウェスタ
ンブロットでリン酸化され活性化した Smad3
（pSmad3）の発現を評価した。 
 

②細胞染色：chamber slide にケロイド線維
芽細胞を 3×103播種した。培養液は 10%FBS
＋DMEMとした。細胞の十分な増殖、安定を確
認した後、TGF-β 10 ng/ml、HGF 40 ng/ml
を添加した。添加後 1時間で免疫細胞染色を
行い、Smad3 の細胞内での局在を評価した。 
 
４．研究成果 
 
（1）HGF のケロイド線維芽細胞抑制効果 
 
①細胞増殖（図 1）：MTSアッセイでは、control
群と HGF 20 ng/ml 投与群とで 24、48 時間後
の細胞増殖率に差はなかった。HGF によるケ
ロイド線維芽細胞増殖抑制効果、筋線維芽細
胞アポトーシス誘導効果は明らかとならな
かった。HGF の濃度、培養液中の FBS に含ま
れるサイトカインの影響も考えられるため、
今後も検証が必要である。 

図１：MTSアッセイ、N=5、mean±SEM 
 
②I 型コラーゲン（図 2）：HGF の単独刺激で
ケロイド線維芽細胞の I 型コラーゲン mRNA
発現が抑制された。また、TGF-β刺激によっ
て亢進した I 型コラーゲン mRNA 発現は、同
時に添加した HGFの濃度に依存して抑制され
る傾向が見られた。 
 

図 2：Real time PCR、N=5、mean±SEM 
 
 
 
 
 
 



 
 ③TGF-β（図 3）：TGF-β刺激によって亢進
したケロイド線維芽細胞の TGF-β mRNA発現
は、同時に添加した HGF の濃度を増加しても
抑制されなかった。 
 

 
 図 3：Real time PCR、N=5、mean±SEM 
 
 ④α-SMA（図 4）：HGF の単独刺激でケロイ
ド線維芽細胞のα-SMA mRNA 発現は抑制され
なかった。また、TGF-β刺激によって亢進し
たα-SMA mRNA 発現は、同時に添加した HGF
の濃度を 40 ng/ml にしたところ抑制された
が、control 群の水準にまでは抑制されなか
った。 

  図 4：Real time PCR、N=5、mean±SEM 
 
（2）HGFの TGF-β拮抗機序 
 
 ①ウェスタンブロット（図 5）：TGF-β刺激
によってケロイド線維芽細胞核内の pSmad3
が増加するが、TGF-β、HGF の同時刺激では
pSmad3 の発現は核内で低下し細胞質内で増
加する像が得られた。 
  
 
 
 
 
 
 

図 5:刺激後のケロイド線維芽細胞の核タン
パクおよび細胞質タンパクのウェスタンブ
ロット 
 
②細胞染色（図 6）：TGF-β刺激によりケロイ
ド線維芽細胞内の Smad3が核内により多く分
布する像が得られた。一方で、HGF の刺激で
核内の Smad3が減少する像が得られた。 

図 6：ケロイド線維芽細胞 Smad3 細胞染色、
左から control、TGF-β添加群、HGF添加群 
 
（3）得られた成果の意義： 
 
 本研究は他臓器において線維化を抑制す
る作用を示している HGFをケロイド皮膚線維
芽細胞に応用したこと、HGF の作用機序の詳
細について検討を加えたことに意義がある。
同時に、ケロイド病態の詳細の解明につなが
る知見が得られたこともまた大きな意義で
ある。 
 他臓器における HGFの線維化抑制の機序と
して、TGF-βに拮抗し、コラーゲン産生の抑
制、筋線維芽細胞への分化の抑制、筋線維芽
細胞のアポトーシスの促進、TGF-β産生の抑
制等の作用が既に示されている。今回の我々
の研究結果では HGFがケロイド線維芽細胞に
おいても I型コラーゲン産生を抑制する可能
性を示すことができた。また、高濃度の HGF
であれば筋線維芽細胞への分化を抑制でき
る可能性があると考えられた。一方、筋線維
芽細胞のアポトーシスの促進、TGF-β産生の
抑制、といった効果は明らかではなかった。 
 HGFのケロイド線維芽細胞における TGF-β
に対する分子生物学的拮抗機序は、TGF-βが
受容体に結合して以降の細胞内伝達系のブ
ロックと考えられた。TGF-βが受容体に結合
すると Smad3が活性化し核内に移行し、コラ
ーゲン転写が促進される。HGF はケロイド線
維芽細胞において Smad3の核内以降を抑制し、
コラーゲン産生を低下させる可能性が示唆
された。しかし、同時に著明な筋線維芽細胞
への分化抑制が生じなかったため、更なる検
証、解析が必要である。TGF-βが Smad3を活



性化して以降のコラーゲン産生と筋線維芽
細胞分化を促進する機序が、それぞれ何らか
の特異性を有するか、あるいは別の経路に依
存するか現時点では不明である。それぞれの
遺伝子の転写領域などの分子生物学的機序
が関与する可能性がある。 
 HGF のケロイド線維芽細胞に対する抗線維
化作用を示すことができたため、HGF の実際
の臨床応用も期待される。臨床応用に向けて
は、依然として課題があり、使用方法、濃度、
時期等を検討しなければならないといえる。
今回の結果では HGF はケロイド線維芽細胞
のコラーゲン産生を低下させたが、筋線維芽
細胞への分化抑制は低く、TGF-β産生抑制や
筋線維芽細胞のアポトーシス誘導抑制の効
果は認めなかった。すなわち、TGF-β活性が
高まり筋線維芽細胞へ分化し一旦ケロイド
として病態が確立した段階での HGF 投与は、
ケロイド線維芽細胞を消失させるには至ら
ず、より高濃度の投与を必要とすることが予
想される。筋線維芽細胞に分化しケロイドと
しての病態を確立する前に予防的に投与す
る方が、効果が大きいと推察される。肝星細
胞においては、TGF-βの刺激によって筋線維
芽細胞に分化する過程で、HGF の作用部位で
ある c-Met 受容体の発現が一時的に亢進し
HGF 感受性が高まるとの報告がある。ケロイ
ド成立過程で皮膚線維芽細胞にも同様の現
象が生じていれば、HGF をケロイド成立過程
で投与する方が有利となると考えられる。 
 よって、今後継続して検討していくべき課
題として、TGF-βによる筋線維芽細胞への分
化の詳細な機序の解明、ケロイド成立過程で
の皮膚線維芽細胞の HGF感受性の時期的な差
異の解明などを予定している。 
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