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研究成果の概要（和文）：①皮膚線維芽細胞を硬度可変ディッシュ上で培養し、機械的刺激に対する細胞の知覚・変換
因子であるYAPの細胞内分布を観察した結果、硬いディッシュ上ではYAPが核内移行を起こし、軟らかいディッシュ上で
はYAPが細胞質に存在することを示した。
②ヒト検体を用いた免疫組織化学染色により、ケロイドにおいてYAPの核内移行が高発現していることを示した。
③硬いディッシュ上における培養条件において、ケロイド由来線維芽細胞の方が白色瘢痕由来線維芽細胞・正常皮膚由
来線維芽細胞よりも細胞外基質の遺伝子発現が高かった。

研究成果の概要（英文）：① We assayed subcellular localization of YAP, which was recently identified as a 
sensor and a mediator of mechanical signals, in human dermal fibroblasts grown on collagen-type 1 
coated-hydrogels on varying stiffness, and confirmed YAP was nuclear on hard substrates but became 
predominantly cytoplasmic on soft substrates.
② We identified nuclear translocation of YAP in human keloids but not normal white scars and nomad skins 
with immunohistochemical staining.
③ Gene expressions of extracellular matrix on hard substrates were higher in keloid-derived fibroblasts 
than white scar-derived fibroblasts and normal skin-derived fibroblasts.

研究分野：形成外科学

キーワード： メカノトランスダクション
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１． 研究開始当初の背景 

 生体や細胞において機械刺激が化

学信号に変換される｢メカノトランス

ダクション｣は、ズリ応力 (血管内皮

細胞)、伸展刺激 (肺/腱線維芽細胞)、

圧力 (骨･軟骨)など、様々な力学的刺

激によって引き起こされる。近年、細

胞の足場の硬度によって、細胞の形質

や分化の方向が大きく変化すること

が報告されている｡ 

 ケロイド･肥厚性瘢痕が皮膚の緊張

が強い部位に発生しやすいことから、

皮膚伸展刺激によるメカノトランス

ダクションが瘢痕形成に関与してい

ることは明らかであるが、細胞外基質

の硬度が瘢痕･ケロイドに及ぼす影響

に関しては報告がない。しかし、がん

関連線維芽細胞 (CAFs: 

Cancer-associated fibrolblasts)で

は、細胞外基質の硬さの positive 

feedback に よ り 細 胞 外 基 質 が

remodeling され、CAFs の形質が維持

されているという直近の報告から、瘢

痕･ケロイドでも同様の現象が起きて

いる可能性が大いにあると考えられ

た。 

 

２．研究の目的 

 本研究の目的は、細胞外基質の硬度

が瘢痕･ケロイドの病態に関与してい

るという仮説のもとに、細胞の足場の

硬度が線維芽細胞に与える影響につ

いて分子生物学的な解析を行うこと

である。具体的には、正常皮膚･ケロ

イド由来線維芽細胞をそれぞれ硬度

の異なる細胞外基質上で培養し、遺伝

子発現量の変化を解析することによ

り硬度感受性の遺伝子を同定する。ま

た、近年細胞内のメカノトランスデュ

ーサーとして同定された YAP の細胞

内局在を、硬度可変ディッシュ上の培

養細胞とケロイド・白色瘢痕・正常皮

膚において観察する。 

 

３．研究の方法 

 ヒト検体の初代培養より得たケロ

イド由来皮膚線維芽細胞（以下KeF）

と白色瘢痕由来皮膚線維芽細胞（以下

WSF）それぞれ10株ずつを研究に用い

た。まず予備実験として、Ⅰ型コラー

ゲンにてコーティングされた硬度可

変ハイドロゲルディッシュにおける

皮膚線維芽細胞の培養条件を検討し

た。0.5, 1, 5, 10, 50kPaのディッシ

ュ上にてKeFとWSFを培養して、播種す

る細胞数と培養期間を決定した。 

 続いて、KeFとWSFをそれぞれ硬度

2kPaと50kPaのハイドロゲル上で1週

間培養した後、RNAを抽出し、qRT-PCR

にてⅠ型コラーゲンの遺伝子発現を

解析した。しかし、KeFとWSFにおける

遺伝子発現に一定の傾向を認めるこ

とが出来なかった。そこで、用いてい

るKeFとWSFを通常のディッシュ上に

て継代した上で、Ⅰ型コラーゲンの遺

伝子発現をqRT-PCRにて解析した。す

ると、KeFの中にもWSFと同等のⅠ型コ

ラーゲンの発言しか認めない株が存

在した。これはケロイド由来線維芽細

胞のheterogenityが原因、すなわち初

代培養の過程においてケロイドの形

質を有しない線維芽細胞が選択的に

増殖してしまったためと考えられた。

そこで、保有している全ての細胞株に

ついてⅠ型コラーゲンの発現を解析

し、発現が特に高いKeF5株と発現が低

いWSF5株を以下の実験に用いること

とした。 

 選別したKeFとWSFそれぞれ5株ず

つを、硬度 2kPa, 50kPa のハイドロゲ



ルディッシュと通常のディッシュ

（GigaPa）で 1 週間培養した後、RNA

を抽出し、qRT-PCR にてⅠ型コラーゲ

ン、Ⅲ型コラーゲン、ファイブロネク

チンの遺伝子発現を解析した。その結

果、KeF の方が足場の硬度に対してよ

り sensitive であることがわかった。 

 続いて足場の硬さに反応して核内

移行し、タンパク質の転写の引き金と

なる YAP について、免疫蛍光染色を行

った。その結果、50kPa のハイドロゲ

ル上で培養した細胞において有意に

YAPの核内移行が認められた。さらに、

ケロイド・正常瘢痕の検体を用いて

YAP の免疫組織化学染色を行った。そ

の結果、ケロイド検体において YAP の

核内移行率が有意に高く、ケロイドが

細胞外基質硬度の positive feedback

によって硬さを増している可能性が

示された。 

 

４．研究成果 

 ケロイド由来線維芽細胞では、足場

の硬度に依存して、YAP の核内移行が

起こり細胞外基質の発現が増すこと

が示され、ケロイドが細胞外基質硬度

のpositive feedbackによって硬さを

増している可能性が示された。 
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