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研究成果の概要（和文）：ケロイドは慢性炎症性線維化疾患であり、CD4陽性T細胞などの炎症性細胞が病態に大
きく寄与する。CD4陽性T細胞のサブセットの一つである制御性T細胞は炎症・免疫反応を制御し、抗線維化作用
を有する。ケロイド内での炎症制御機構、線維化抑制機構について線維芽細胞ーCD4陽性T細胞共培養モデルを用
いて検証した。制御性T細胞などが主に産生する炎症抑制性サイトカインIL-10は、ケロイド線維芽細胞への直接
的な作用より、CD4陽性T細胞の各サブセット間の相互作用に寄与し、間接的にケロイド線維芽細胞に対して抗炎
症作用、抗線維化作用を示す可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：Keloid is an inflammatory and fibrotic disease. CD4+ T cells have been shown
 to play an important role in regulating inflammation and fibrosis. CD4+ T cells, especially 
regulatory T cells, suppress the inflammatory response and the expression of inflammatory cytokines 
via secreting an anti inflammatory cytokine IL-10. Nevertheless, little is known about the role of 
CD4+ T cells in the pathogenesis of keloid. We therefore investigated the interaction between CD4+ T
 cells and keloid fibroblasts using a coculture system. Our data suggested that IL-10 secreted from 
CD4+ T cells attenuate IL-6 production in keloid fibroblasts. Strategies to activate CD4+ T cells 
secreting IL-10 in keloids might represent a novel approach for the treatment of keloids.

研究分野： ケロイド

キーワード： ケロイド
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１．研究開始当初の背景	 
	 
(1)慢性炎症性線維化疾患としてのケロイド	 	 
	 
	 ケロイドは、線維芽細胞の増殖と細胞外基
質の過剰な増生を主体とした真皮の肥厚で
ある。創傷治癒過程で生じた炎症性シグナル
の持続と線維化の亢進がケロイドの成因と
考えられ、ケロイドは慢性炎症性線維化疾患
と捉えることができる。	 
	 
(2)制御性 T 細胞による炎症・線維化抑制	 	 
	 
	 制御性 T 細胞（Treg）は、CD4 陽性 T 細胞
の一種で、炎症・免疫反応を制御し、抗線維
化作用を有することが明らかとなっている。
我々は以前にケロイド内に浸潤する CD4 陽性
T 細胞中に占める Treg の割合が 10%程度であ
ることを示している。	 
	 
(3)ケロイド共培養モデル	 
	 
	 ケロイドは動物モデルがないため、炎症細
胞とケロイド線維芽細胞との相互作用を検
証することが困難である。我々はケロイド線
維芽細胞—CD4陽性T細胞共培養モデルを確立
しており、より生体に近い条件での検証が可
能である。	 
	 
(4)ケロイドに対する細胞治療を目指して	 
	 
	 生体内には Treg	 などの CD4 陽性 T 細胞の
各サブセットのバランス、相互作用による免
疫・炎症制御機構（免疫バランス）が存在し、
過剰な炎症反応を制御することで線維化が
抑制される。ケロイド内における Treg	 など
の CD4 陽性 T 細胞による炎症制御機構の詳細
を明らかにし、免疫バランスを意図的にコン
トロールする方法が解明できれば、ケロイド
に対する細胞治療の可能性が見出せる。	 
	 
	 
２．研究の目的	 
	 
	 細胞治療の方法として、ケロイド局所で
Treg を増やす、または Treg を活性化し産生
するサイトカインを増やす、という 2 つの考
え方がある。今回の研究では特に炎症抑制性
サイトカイン IL-10 に着目した。IL-10 は
Tregを始めとするCD4陽性 T細胞のサブセッ
トから産生される。生体内での炎症制御機構、
線維化抑制機構の中心となるサイトカイン
と予想し、共培養モデルを用いてより生体に
近い条件で、IL-10 を介した CD4 陽性 T 細胞
による制御機構を検証した。また、今回の研
究では代表的な炎症性サイトカインである
IL-6 を主な評価項目とした。	 
	 
	 
３．研究の方法	 

	 
（1）検体の採取	 
	 	 
	 ケロイド患者よりケロイド組織、末梢血を
採取した。Explant 法により線維芽細胞を初
代培養した。末梢血より濃度勾配を用いて単
核球を分離した後、磁気ビーズを用いたネガ
ティブソーテイングにより単核球から CD4 陽
性 T細胞を分離した。検体の採取については、
当研究機関の倫理委員会の指針に従い、患者
より文書による同意を得た上で実施した。	 
	 
(2)CD4 陽性 T 細胞の活性化	 
	 
	 24-well プレートに 3×105個／well の CD4
陽性	 T 細胞を播種し、well に固相化した抗
CD3抗体	 10	 μg/ml、抗CD28抗体	 2	 μg/ml、
IL-2	 100	 IU/ml で刺激した。培養液は、
Roswell	 Park	 Memorial	 Institute	 medium
（RPMI）1640＋10%FBS（fetal	 bovine	 serum）	 
0.5	 ml/well とした。7 日目に新たな well に
3×105 個／well となるように細胞を移動し、
前述と同量の抗 CD3 抗体、抗 CD28 抗体、IL-2
で細胞を再刺激した。8 日目に抗 CD3 抗体を
固相化していない新たな well に培養液ごと
細胞を移動した。3×105個／well を保つよう
に 10 日目、12 日目に培養液を追加、または
細胞を分割した。IL-2 は well 内の培養液の
総量に対して100	 IU/mlとなるよう10日目、
12 日目に追加した。14 日目に細胞を回収し
た。	 
	 本プロトコールで得られる CD4 陽性 T 細胞
の純度は 95%以上であり、CD4 陽性 T 細胞中
に占めるTregの割合は15%程度である。また、
CD4 陽性 T 細胞から 50	 pg/ml/well 以上の
IL-10 が産生されることを確認している。	 
	 
(3)IL-10 のケロイド線維芽細胞に対する効
果	 
	 
	 ケロイド線維芽細胞	 3×104 個を 12-well
プレートに播種した。培養液はダルベッコ改
変イーグル培地（DMEM）＋10%FBS とした。48
時間後に 100	 ng/ml の IL-10 を well に添加
した。添加後 96 時間で線維芽細胞及び培養
上清を回収した。	 
	 
(4)-1	 共培養モデル（図 1）	 
	 
	 セルカルチャーインサートを用いた間接
共培養を行った（図 1）。共培養に使用する細
胞の組み合わせは、同一個体由来のケロイド
線維芽細胞と CD4 陽性 T 細胞とした。	 
	 共培養のプロトコールは以下の通りであ
る。ケロイド線維芽細胞 3×104個を 12-well
プレートに播種した。培養液は RPMI	 1640＋
10%FBS	 1.5	 ml/well とした。48 時間後に RPMI	 
1640＋10%FBS	 0.5	 ml を入れたセルカルチャ
ーインサートを各 well に設置し、上段 well
（セルカルチャーインサート内）に活性化し



た CD4 陽性 T 細胞 3×105 個及び IL-2	 100	 
IU/ml を播種、添加した。Control 群（非共
培養群）は CD4 陽性 T 細胞を含まない培養液
と IL-2 の添加を行った。共培養後 96 時間で
線維芽細胞及び培養上清を回収した。	 
	 
	 	 	 	 	 	 

	 	 	 	 図 1：共培養モデル模式図．	 
	 
	 
	 
(4)-2	 抗 IL-10 抗体の添加	 
	 
	 共培養開始時（CD4 陽性 T 細胞播種時）に
抗 IL-10 抗体 8×10-3または 5×10-2μg/ml を
well に添加した。	 
	 
(5)mRNA 解析	 
	 
	 回収した線維芽細胞からスピンカラム法
で RNA を抽出し、逆転写反応で cDNA を合成
した。Real	 time	 PCR にて IL-6 の mRNA 発現
をΔΔCT 法で解析した。内在性コントロール
はhypoxanthine	 phosphoribosyltransferase	 
（HPRT）とした。	 
	 
(6)タンパク解析	 
	 
	 培養上清中の IL-6 を chemiluminescent	 
enzyme	 immunoassay	 (CLEIA)法で測定した。	 
	 
(7)統計解析	 
	 
	 対応のある t検定、多重比較検定を行った。	 
	 
	 
４．研究成果	 
	 
(1)IL-10 のケロイド線維芽細胞に対する効
果（図 2）	 
	 
	 ケロイド線維芽細胞単独培養下に IL-10 を
添加した後のケロイド線維芽細胞の IL-6	 
mRNA 発現(図 2 上)及び培養上清中の IL-6（図
2 下）は、IL-10 非添加群（control 群）と差
がなかった。IL-10 のケロイド線維芽細胞に
対する直接的な抗炎症効果（IL-6 抑制効果）
は明らかではなかった。	 
	 
	 
	 
	 

	 
図 2：IL-10 添加後のケロイド線維芽細胞の
IL-6	 mRNA 発現（上）及び培養上清中の IL-6
量（下）．N=3、Mean±SEM．	 
	 
	 
	 
(2)共培養モデルにおける抗 IL-10 抗体の効
果（図 3）	 

	 
図 3：共培養条件における抗 IL-10 抗体添加
後のケロイド線維芽細胞の IL-6	 mRNA 発現
（上）及び培養上清中の IL-6 量（下）．N=3、
Mean±SEM．mRNA 解析時の抗 IL-10 抗体添加
量は 8×10-3μg/ml とした．	 
	 
	 
	 ケロイド線維芽細胞と CD4 陽性 T 細胞を共
培養すると、我々の過去の報告通りにケロイ
ド線維芽細胞の IL-6	 mRNA 発現（図 3 上）及



び培養上清中の IL-6（図 3 下）が増加する。	 
	 共培養条件下に抗 IL-10 抗体を添加すると、
ケロイド線維芽細胞の IL-6	 mRNA 発現及び培
養上清中の IL-6 がより増加する傾向が見ら
れた。培養上清中の IL-6 は抗 IL-10 抗体の
濃度依存性に増加する傾向があった。	 
	 Control 群に抗 IL-10 抗体を添加した群、
すなわち、線維芽細胞単独培養に抗 IL-10 抗
体を添加した条件に相当する群では、IL-6	 
mRNA 発現、培養上清中の IL-6 は control 群
と差がなかった。抗 IL-10 抗体は線維芽細胞
に対して直接的に作用していないといえる。	 
	 
(3)得られた成果の意義	 
	 
	 IL-10 はケロイド線維芽細胞単独培養条件
下では抗炎症作用を示さなかった。IL-10 は
ケロイド線維芽細胞に直接的には作用しな
いと考えられた。	 
	 しかし、共培養モデルに抗 IL-10 抗体を添
加すると、ケロイド線維芽細胞の IL-6 産生
亢進傾向が見られることから、CD4 陽性 T 細
胞から産生される IL-10 はケロイド線維芽細
胞に対して炎症を抑制する方向に作用して
いることがわかる。IL-10 の作用機序として、
CD4 陽性 T 細胞間のバランスを調節し、間接
的にケロイド線維芽細胞に作用する機序が
想定される。	 
	 本来、生体内では IL-10 を介した CD4 陽性
T 細胞による炎症制御機構が存在するが、ケ
ロイド内では IL-6 などの炎症性サイトカイ
ンが高発現しているため炎症制御機構が十
分に機能していない可能性がある。今後、
IL-10 を介した CD4 陽性 T 細胞による炎症制
御機構を強化する方法を検討することで、ケ
ロイドに対する細胞治療の実現に近づくこ
とができると考えられた。	 
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