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研究成果の概要（和文）：ケロイド由来線維芽細胞に組換えレンチウイルスを用いてhTERT遺伝子を導入することによ
り、不死化細胞株を作製した。作製した細胞株からsingle cell由来の細胞株をexpandし、コラーゲンtype1遺伝子の発
現を解析することにより、真にケロイドの形質を有していると考えられる細胞株を同定した。今後この細胞株を詳細に
解析することにより、ケロイドの病態が明らかになることが期待される。

研究成果の概要（英文）：We introduced hTERT gene to human keloid-derived fibroblasts and established 48 
immortalized cell lines.
After 20 passages, we identified 5 true keloid fibroblast cell clones which maintained the highest 
collagen type 1 expression.

研究分野：形成外科学

キーワード： ケロイド
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１． 研究開始当初の背景 

 従来は均一な細胞集団と考えられていた

悪性腫瘍が、個々の細胞ごとに遺伝子変異や

エピジェネティック修飾の異なる不均一な

細胞集団であることが明らかになってきて

いる｡線維化疾患であるケロイドを構成する

細胞は、当然不均一な集団であると考えられ

るが、これまでほぼ全てのケロイド研究にお

いて、ケロイド検体より初代培養された線維

芽細胞が、いわゆるケロイド線維芽細胞とし

て使用されており、ケロイドを構成する細胞

集団の不均一性に着目した報告はない。    

 我々は、ケロイドを構成する線維芽細胞は

不均一な集団であるという仮説のもとに、そ

の集団の中からケロイド形質を強く保持し

ている細胞を選択的に抽出・解析することが

できれば、ケロイドの真の病態を明らかにす

ることができると考え、本研究を立案した。 

 

２．研究の目的 

ケロイド検体から初代培養により得られた

ケロイド線維芽細胞は、in vitro での遺伝子

やタンパク質の発現において正常皮膚線維

芽細胞と異なる形質を有することが、多くの

研究で示されている。しかし、この「いわゆ

る」ケロイド線維芽細胞は、大きく分けて以

下の3種類のポピュレーションに分類可能で

あると考える。 

 

 A ケロイドの形成に関与しており、in 

vitro においてもコラーゲン産生量増大など 

ケロイドの形質を維持している線維芽細胞 

 

 B ケロイドの形成に関与していたが、in 

vitro の環境になって皮膚張力や他からのシ

グナルといった in vivo の微小環境が消失す

ることにより、ケロイドの形質を失った線維

芽細胞 

  

 C ケロイドの形成に関与していない正常

な線維芽細胞 

 

 B 細胞は、何らかのシグナル伝達によって

転 写 状 態 が 一 時 的 に 活 性 化

（transcriptional upregulation）していた

のに対し、A 細胞は、エピジェネティックな

修飾によるほぼ不可逆的な転写状態の変化

（epigenetic silencing）によって活性化が

持続していると考えると、 

ケロイドや肥厚性瘢痕における形質の個体

差は、これらの細胞の比率によって全て説明

可能である。すなわち、治療に抵抗性のケロ

イドには細胞 Aが多く、経過観察のみで軽快

するような肥厚性瘢痕はB細胞のみで構成さ

れているのかも知れない。いずれにしろ従来

の方法で示されてきたのはこれら3種類の集

合の結果でしかなく、不均一な細胞集団を解

析するだけではケロイドの真の形質に迫る

ことは難しい。 

 本研究の目的は、hTERT 遺伝子（細胞の形

質を変えることなく不死化可能）の導入によ

る細胞の不死化という手法を用いて、A 細胞

のみで構成される均一な細胞株を分離･解析

することにより、ケロイドの真の原因を突き

止めることである。 

 

３．研究の方法 

 ヒトケロイド由来線維芽細胞とヒト正常

瘢痕由来線維芽細胞の初代培養株それぞれ

10株におけるコラーゲンtype1の遺伝子発現

を qRT-PCR にて解析し、発現の高いケロイド

由来線維芽細胞と低い正常瘢痕由来線維芽

細胞を同定した。 

 理化学研究所よりhTERT遺伝子を搭載した

FLCⅢFm-hTERT vector を購入し、PCR にて

hTERT 遺伝子の cDNA を増幅した。hTERT cDNA

を InFusion Cloning を用いて、レンチウイ

ルス発現ベクターである pLVSIN-Pur vector

に挿入し、pLVSIN-hTERT Rentivirus vector

を作製した。 



 作製した遺伝子組換えレンチウイルス発

現ベクターをケロイド由来線維芽細胞と正

常瘢痕由来線維芽細胞に感染させた後、ピュ

ーロマイシンによる薬剤選択を施行した。生

存した細胞を限界希釈法により各株 48 株ず

つサブクローニングした。継代によって各細

胞株を expand した後に、qRT-PCR にてコラー

ゲン type1 遺伝子の発現を解析した。 

 

４．研究成果 

 ケロイド由来線維芽細胞初代培養株にお

けるコラーゲン type1 の発現は、細胞株によ

って様々であり、正常瘢痕由来線維芽細胞に

おける発現と同等のものから数倍の発現を

有するものまで存在した。また、同一患者由

来の初代培養株からクローニングしたケロ

イド由来線維芽細胞不死化細胞株も、株によ

ってコラーゲンtype1の発現は大きく異なっ

ていた。これらのことから、ケロイドを構成

する線維芽細胞の形質はヘテロであり、ほと

んどの研究において用いられている初代培

養株はケロイドの形質を必ずしも有してい

ない可能性が示唆された。 

 本研究では、最終的に hTERT 遺伝子によっ

て不死化され、継代後もコラーゲン type1 の

高発現を維持しているケロイド由来線維芽

細胞不死化細胞株 5株を確立できた。これら

の細胞株は、真のケロイド形質を有している

と考えられるため、今後の研究に有用である

と考えられた。 
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