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研究成果の概要（和文）：本研究では創傷部位で特にコンドロイチン硫酸鎖を有するバーシカンに焦点を当てた。その
創傷治癒過程での空間的・時間的発現を免疫組織学的に解析したところ、その一過性（受傷後3-7日）の発現を見出し
た。さらにVer-Creマウスを作成しVer-Cre;ROSA26R マウスでトレース実験を行ったところ、バーシカン産生細胞は5日
前後で最も多くなり、免疫染色の結果と一致を見せた。これらの事実から創傷治癒過程において一過性に出現するマト
リックスは構成成分としての機能以外の役割を担っており、細胞遊走などとの関連の存在を示唆していると考えた。

研究成果の概要（英文）：In this study, we focused on a versican (VCAN), a proteoglycan that has 
chondroitin sulfates chains as glycosaminoglycans. We immunohistochemically found its transient 
expression in the wound during 3-7 days after wounding on the mouse skin. Furthermore, we made 
VCAN-promoter-Cre transgenic mouse and obtained VCAN-Cre;ROSA26R mice. Trace experiments with this moice 
revealed X-gal staining-positive cells were appeared in the wound during 3 to 5 days after wounding. 
Based on these findings, transient presence of VCAN and its producing cells in the wound may have an 
essential role for cell migration other than a role as structural components.

研究分野： 皮膚科学

キーワード： 細胞外マトリックス　創傷治癒　バーシカン　トレース　トランスジェニックマウス

  ２版



１．研究開始当初の背景 

 申請者は、ECM (extracellular matrix)の

１つであるラミニンの合成ペプチドがGAGを

有するシンデカン受容体を介して角化細胞の

遊走を引きおこし、そのシグナルがインテグ

リン凝集を介した機構であることを示した。

すなわちECMにより角化細胞の遊走が刺激さ

れ創傷治癒が促進される分子メカニズムを明

らかにした（Arakiら、Mol Biol Cell, 2009）。 

 さらに正常創傷治癒からの逸脱とされるケ

ロイドにおけるECMを解析し、I型コラーゲン

沈着にはmiR196が関与すること（Kashiyama

ら、JID, 2012）、またバーシカン過剰沈着

（Ikedaら、BBRC, 2009）を明らかにした。引

き続き独自に作成したモデルマウスを用い、

バーシカン沈着抑制によるケロイド治療の可

能性を示した（Yagi ら,JID，2012 in press）。 

 これらの研究の過程で、創傷治癒において

バーシカン発現を免疫染色にて検索したとこ

ろ、マウス背部創傷でバーシカンが著しく発

現が強まっていた。またその発現の時間的経

過をみると一過性に５～７日後（d5-d7）の創

傷に強発現し創閉鎖と共に速やかに消失する

ことを見出した。10日後ではこの部位のバー

シカンはほぼ完全に消失し、毛包周辺と毛乳

頭のみに限局していた。このように創傷に一

致し、かつ一過性に発現する分子には、創傷

治癒に重要な役割を担っている可能性がある

と想定した。 

 バーシカンの細胞遊走活性は、ほとんど解

析されていなかった。しかし、コンドロイチ

ン硫酸鎖を有する分子の過剰発現は脊髄損

傷後の神経細胞遊走を抑制している事が報

告されている（Bradbury ら. Nature 2002）。

このため、バーシカンは従来考えられてきた

ような創傷を「充填する」ECM としての機能

のみならず、「細胞遊走」にも関与している

可能性もあると考えた。 

 

２．研究の目的 

 本研究では、創傷時のバーシカンの発現様

式とその機能の解析を行う。それと同時に、

バーシカンの発現を詳細に検討するため、ト

ランスジェニックマウスを用いて産生細胞

をトレースし、その「出現から、消退」まで

を検討する。 

 本研究は ECMの側から創傷治癒過程の分子

メカニズムを明らかにするものであり、新た

な視点からの創傷治癒促進薬開発へ繋がる

と考える。 

（１）マウス背部に創傷を作成し、バーシカ

ン沈着を経時的に免疫染色で解析する。また、

ｍRNA も経時的に回収し、マイクロアレイに

てサイトカインも含めた網羅的な検討を行

う。 

（２）サイトカインのバーシカン発現への影

響を培養細胞で検討する。 

（３）バーシカン機能、とくに細胞遊走活性

を、強制発現、siRNAを利用して検討する。 

（４）バーシカン promoterにて、Creを発現

するトランスジェニックマウスと ROSA26Rマ

ウスと掛け合わせ、それを用いてバーシカン

産生真皮間葉系細胞のトレースを行う。現段

階では１系統ではあるが、バーシカンを発現

した真皮間葉系細胞を同定することに成功

している。 

 

３．研究の方法 

（１） 創傷組織の経時的バーシカンの発

現・沈着 

創傷作成後経時的にサンプルを回収す

る。ｍRNAも回収し、ECM,サイトカイン

などをマイクロアレイにより発現増強

分子のスクリーニングを行う。 

（２） バーシカンの細胞遊走への機能 

バーシカンを強制発現、または siRNAに

てノックダウンさせた細胞を用いて行

う。 

（３） サイトカインのバーシカン産生制御 

マイクロアレイにより創傷に関連する



サイトカインのバーシカン発現への効

果を解析。 

（４） 創傷時出現するバーシカン産生間葉

系細胞のトレース実験 

Ver-Cre;ROSA26Rマウス皮膚に創傷を作

成し X-gal染色にて解析する。 

 本研究課題は研究代表者（宇谷）に加え、

鍬塚助教が研究分担者として研究を行うほ

か、2 人の大学院生と技官３名の研究協力者

で行った。 

平成 25年度 

（１）マウス背部創傷実験  

 １日単位の間隔にてサンプル採取をおこ

ない、バーシカンの免疫組織染色、ｍRNA の

定量を RT-PCR にて行う。抗マウスバーシカ

ン抗体は、その染色条件をすでに決定済みで

ある。 

（２）細胞遊走測定 

 siRNAは、Stealth（Invitrogen）を用いて

細胞遊走の測定を行った。 

（３）線維芽細胞自体の遊走 

 スクラッチアッセイとトランスウエルア

ッセイを用いて検討した。下層にバーシカン

発現抑制もしくは増強細胞を培養する。上層

に、炎症細胞、血管内皮細胞を加え、バーシ

カンの有無による遊走刺激活性を検定した。 

平成 26, 27年度 

 25 年度で判明した事実の再現性の確認と

共に以下を行った。 

（１）バーシカン産生間葉系細胞のトレース

実験 

 Ver-Cre マウスと ROSA26R マウスとを交配

させ、Ver-Cre;ROSA26R マウス皮膚に創傷を

作成する。経時的にサンプルを回収し、X-gal

染色にて、バーシカン産生細胞の増減、分布

様式、残存比率などを解析した。また陽性細

胞に対して免疫組織化学染色を行い、血管内

皮、リンパ球、筋線維芽細胞との比較を行っ

た。 

 

４．研究成果 

（１）マウス背部創傷実験：１日単位の間隔

にてサンプル採取をおこない、バーシカンの

免疫組織染色、ｍRNAの定量を RT-PCRにて行

った。バーシカンは一過性に 5日をピークに

出現することが判明した。 

（２）細胞遊走測定 

 siRNAは、Stealth（Invitrogen）をもちい

正常線維芽細胞においてバーシカンの発現

抑制をウエスタンブロットにて確認できた。

本実験系をもちいて遊走能を測定する予定

である。 

（３）バーシカン産生間葉系細胞のトレース

実験 Ver-Cre マウスと ROSA26R マウスとを

交配させ、Ver-Cre;ROSA26R マウス皮膚に創

傷を作成した。創傷作成後、経時的にサンプ

ルを回収し、X-gal 染色にて、バーシカン産

生細胞の増減、分布様式、残存比率などを解

析した。また陽性細胞に対して免疫組織化学

染色を行い、血管内皮（CD31 染色）、筋線維

芽細胞（aSMA 染色）との比較をしたところ、

これらの細胞とは一致しなかった。 
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