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論文リスト

本論文は、学術雑誌に掲載された次の報文を基礎とするものである。

1．K（ヵi　Mizuno，　Hiroshi　Wachi，　Fumiaki　Sato，　Satoshi　Onoue，　Ybshimitsu　Sakamoto，

　　肱kashi　Kobayashi，　and　Ybshiyuki　Seyama，　Characteristic　expression　of　connective　tissue

　　　components　and　matrix　metalloproteinases（MMPs）during　the　development　of　pressure

　　ulcerations，．m／7α〃2〃2αがoηαη611～θ9θηθγoτjoη，28，47－52（2008）．

2．K句i　Miz㎜o，　Hiroshi　Wachi，　Zenzo　Isogai，　Masahiko　Ybneda，　Satoshi　Fψ，　Ken

　　　Watanabe，　Ybshiyuki　Seyama，　Proteolytic　release　of　Latent　TGF一βbinding　protein－1

　　　（U「BP－1）f士agment　in　WOund　healling，」0班ηα1　q∫Heα肋Scjeηce，　accepted（2009）．

論文1．を第三章に、論文2．を第四章に使用した。

1



略語リスト

本論文では、以下の略語を用いた。

DMEM：　　　Dulbecco’s　modified　Eagle’s　medium

　　　　　　　ダルベッコ変法イーグル培地

EGF：　　　Epide㎜al　growth丘ctor、上皮成長因子

GAPDH：　　　Glyceraldehyde－3－phosphate　dehydrogenase

　　　　　　　グリセルアルデヒドー3一リン酸脱水素酵素

MMP：　　　Matrix　metalloproteinase、マトリックスメタロプロテイナーゼ

PBS：　　　　Phosphate　buf民red　saline、リン酸緩衝生理食塩水

TBS：　　　　Tris　buf』ed　saline、トリス緩衝生理食塩水

TIMP：　　　　Tissue　inhibitor　matrix　metalloprotease、

　　　　　　　マトリックスメタロプロテイナーゼ阻害因子

TGF一β：　　　Transfbrming　growthらctor一β、トランスフォーミング増殖因子べ一タ

TNF一α：　　　Tumor　necrosis　factor一α、腫瘍壊死因子アルファ
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第一章　緒論

　高齢化社会への移行にともない、高齢者の長期入院患者における褥瘡の発症は、医

療費の増加や細菌感染の危険性などによる患者のQOLの悪化という点で重要な問題

となっている。褥瘡は、骨突出部位に好発し、ベッドと接触することによる圧力、摩

擦などの外的因子および加齢、低栄養、麻痺などの内的因子により発症する。また、

褥瘡は、様々な要因が絡み合って発症するものであり、褥瘡と一言で表しても様々な

創傷の状態があるために、その診断および治療が困難である。現在、褥瘡の治療は

DESIGN分類によって褥瘡の病態を評価し、それに基づき治療を行なっているが、必

ずしもDESIGN分類による評価が創傷の状態を反映しているとは限らないため、熟練

した皮膚科医の診断による治療方針の決定が必須である。そのため、熟練した臨床医

以外でも褥瘡の診断および治療方針を決定できるような新たな診断マーカーが必要

である。しかしながら、褥瘡モデル動物の検討があまりなされていないことや、臨床

での褥瘡の生化学的解析があまり行なわれていないため、褥瘡の基礎研究は進んでい

ない。

　皮膚を含む様々な臓器、器官、組織は、個々の組織特有の細胞と間質から構成され

ている。間質は細胞外マトリックスと呼ばれる巨大分子（コラーゲン、フィプロネク

チン、ラミニン、エラスチン、プロテオグリカン、ビアルロン酸など）の集合体であ

る不溶性線維（膠原線維、弾性繊維）や膜（基底膜）として存在している。これら細

胞外マトリックスは、臓器、器官、組織の形態を保持するだけでなく、細胞との情報

伝達により細胞の増殖や分化を調節する機能も有する。褥瘡を含む創傷治癒は、炎症、

肉芽形成、組織再構築といった再生機構により行なわれる12。受傷により、皮膚、血

管が破壊されると、損傷部位に血小板が凝集しフィブリン塊を形成する。これは、細

胞接着、細胞遊走の足場となる。また、損傷を受けた細胞、血小板などからサイトカ

インが放出され、好中球やマクロファージといった炎症細胞が遊走し、異物の分解お

よび食食、さらに増殖因子の放出を行なう。炎症によってマトリックスメタロプロテ
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イナーゼ（MMPs）の活性が充進し、血管新生を促進する3。サイトカインや増殖因

子によって調節を受けた線維芽細胞は、フィプロネクチンなどの細胞外マトリックス

を合成し、新生血管と細胞外マトリックスの豊富な肉芽を形成する。肉芽形成後、こ

の細胞外マトリックスを足場とした上皮細胞の遊走による上皮形成、フィプロネクチ

ンからコラーゲンへの組織内再構築を経て治癒に至ると考えられている。これら細胞

遊走、血管新生、肉芽形成にはサイトカインの刺激による細胞外マトリックスの合成

と分解が必要であり、細胞外マトリックスの分解と合成のバランス崩壊は、慢性創傷

の要因となる4｛。近年、細胞の接着や遊走、および臓器、器官、組織の形態保持に関

与する細胞外マトリックスが、TGF一β等のサイトカインを貯蔵していることが報告さ

れた7り。この貯蔵されたサイトカインは、創傷等の刺激により遊離し、細胞に働きか

け、組織修復を促進していると考えられている。このように、細胞外マトリックスは、

結合組織成分としてのみならず、サイトカイン制御の役割も有しており、創傷治癒に

おける細胞応答および組織再生に重要な役割を果たしている。

　そこで、本研究では、褥瘡様皮膚潰瘍モデルを用いて細胞外マトリックスを対象と

して褥瘡創部の新たな病態マーカーの探索およびヒト褥瘡創傷面からの褥瘡治療マ

ーカーの探索を行なうことを目的とした。
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第二章　試薬リスト

本研究には、以下の試薬を使用した。

培養細胞

HEK293cl8

American　Type　Culture　Collection（ArCC）

培養関連試薬

Dulbecco’s　modified　Eagle’s　medium（high　glucose）　　　　　　　Invitrogen

Trypsin－EDTAIPBS　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Invitrogen

Fetal　calf　serum　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Invitrogen

L－Glutamine　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Invitrogen

Penicillin／streptomycin　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Invitrogen

Non－essential　amino　acid　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Invitrogen

測定試薬類

Micro　BCA　protein　assay　kit　　　　　　　　　　　　　　　　Pierce

Guanidine　thiocyanate　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Fluka

Sodium－N－lauroylsarcosine　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Sigma

Phenol：Chloro品㎜：Isoamylalcohol　　　　　　　　　　　Sigma

M－MLV　Reverse　transcriptase　　　　　　　　　　　　　　　　Invitrogen
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Ribonuclease　inhibitor　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Invitrogen

Oligo　dT　primer　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Invitrogen

GoTaq⑧Green　Master　Mix　　　　　　　　　　　　　　　　　　Promega

Agarose　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Invitrogen

Polymerase　chain　reactionにおいて、　primerとして用いたoligonucleotideは、　SIGMA

GENOSYSより得た。
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All　Blue　prestained　standards　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Bio－Rad

Anti一正TBP　antibody（mAb388）　　　　　　　　　　　　　　　　　　R＆D

Anti－U「BP　antibody（mAb75G）　　　　　　　　　　　　　　　　　gift　f士om　Dr　Isogai

Anti－Fibrillin－1　antibody（mAb69）　　　　　　　　　　　　　　　　gift　from　Dr　Isogai

Anti－Fibrillin－l　antibody（mAb78）　　　　　　　　　　　　　　　gi且from　Dr　Isogai

Anti－Fibrillin－l　antibody（pAb9543）　　　　　　　　　　　　　　　gi丘from　Dr　Isogai

Anti－Fibronectin　antibody（mAb875A51）　　　　　　　　　　　　　Poole，　UK

Anti－plasmin／plasminogen　antibody（mAb2596）　　　　　　　　　R＆D

Western　Lighting　Reagent　Plus　　　　　　　　　　　　　　　　　　Perkin　Elmer

その他の一般試薬については、和光純薬工業（株）及びSigmaの特級またはそれに準

ずるものを使用した。
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第三章　褥瘡様皮膚潰瘍モデルを用いたバイオマーカーの探索

第一節　緒言

　近年、高齢化社会への移行に伴い、高齢者の長期入院患者における褥瘡の発症が増

加している。褥瘡は、自発的体位変換の困難な患者においてベッドと強く接する局所

において好発する虚血性の組織壊死、炎症を伴う難治性の皮膚潰瘍であり1）、また、

糖尿病や脊髄損傷など様々な基礎疾患によって発症することも知られている。わが国

では、4．2～9．5％の長期入院患者において褥瘡が発症している。また、褥瘡等の潰瘍

は、医療費の増加や細菌感染の危険性などによる患者のQOLの悪化という点で重要

な問題となっている。しかしながら、褥瘡の発症とバイオマーカーとの関連は未だ明

らかとなっていない。

　創傷治癒は、受傷後直ちに開始され、炎症、肉芽形成、上皮形成、マトリックス再

構築を経て治癒にいたる。一般に受傷すると組織損傷により血管が破壊され、損傷部

位が血液で満たされ、血小板の凝集によりフィブリンおよびフィプロネクチンの豊富

なフィブリン塊を形成する。血小板は、成長因子や接着タンパクを分泌し、フィブリ

ン塊を足場とした創部への炎症細胞の遊走を促進する。炎症では、好中球による異物

の分解および単球からマクロファージへの分化による異物の食食により創部が洗浄

される。マクロファージは、肉芽形成および上皮形成を活性化する成長因子やサイト

カインを分泌する。線維芽細胞は、創部に遊走し、フィブリン塊下にフィプロネクチ

ン、コラーゲンの豊富な肉芽組織を形成する働きをする。また、近年、肉芽組織にお

いてMMP－1、　MMP－2、　MMP－3、　MMP－14の発現が増加するという報告がなされてい

る4。上皮化において、上皮細胞は再び皮膚を保護するために創部へ遊走する。近年、

再上皮化時において、MMP－1、　MMP－3、　MMP－9、　MMP－10が上皮細胞から検出され

るという報告がある4。Momotaらは、ラミニン5のα3　LG4モジュールがMMP－9の増

加に伴い上皮細胞の遊走を促進することを示しているlo。受傷後の血管新生は、上皮
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および血管基底膜の破綻によって引き起こされ、このとき、細胞外マトリックスに結

合したfibroblast　growth』tor（FGF）等の血管新生因子が遊離される11。また、　Han

らはTNF一αおよびTGF・βが、線維芽細胞および上皮細胞からの基底膜や細胞外マト

リックス構成成分を分解するMMP－9の発現増加によって血管新生に寄与することを

示した12。血管内皮細胞が創傷部位に血管を作るにつれて、線維芽細胞は筋線維芽細

胞へ分化し、創傷部位の収縮を促す。存在していた細胞はアポトーシスを受け、長い

年月をかけてゆっくりと組織が再構築され、コラーゲンの豊富な療痕組織となる。こ

のように細胞外マトリックスとMMPは創傷治癒に重要な働きをすることが知られて

いる。しかしながら、褥瘡の発症とこれらのバイオマーカーとの関連は未だ明らかと

なっておらず、現在、褥瘡の評価には肉眼的所見のみを使用している。また、褥瘡の

治療薬も少ない。

　そこで本研究では、坐骨神経を切除することによって作製した褥瘡様皮膚潰瘍マウ

スモデルを使用して、褥瘡発症時の創部拡大に伴う細胞外マトリックス構成成分およ

びMMPのmRNA発現の変動を検討し新規バイオマーカーの探索を行った。
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第二節　試薬及び方法

褥瘡様皮膚潰瘍マウスモデルの作製

　本研究は、星薬科大学動物実験指針に基づいて行われた。Turinskyの方法に従い、

7週齢雄性ICR系マウスをペントバルビタール（40　mg／kg，　i．p．）で麻酔し、背部およ

び大腿部を剃毛した。両側の大転子から坐骨結節の範囲内で背面を矢状面に切開し、

両側の坐骨神経を切除した13。その後、床敷きを敷かないケージにマウスを個別に飼

育し、マウスの踵部位に褥瘡様皮膚潰瘍を発症させた。潰瘍面積はパラフィルムに写

し取り、重量を測定し、潰瘍面積の指標とした。また、潰瘍部位はデジタルカメラで

撮影し記録した。

HE染色による潰瘍部位の観察

　坐骨神経切除前のマウスおよび褥瘡様皮膚潰瘍発症マウスの足を切除し、10％中性

ホルマリンで固定し、パラフィンブロックを作製した。これを厚さ5μmに切り、切

片を作製した。キシレンおよびエタノールを用いて脱パラフィンの後、HE染色を行

った。
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ゼラチンザイモグラフィー

　坐骨神経切除前（0日目）、坐骨神経切除後1日目、3日目、5日目、7日目におい

てそれぞれ潰瘍部位を切除し、組織を採取した。採取した組織を液体窒素で瞬間凍結

し、クライオプレスで破砕し、抽出バッファー（0．15M塩化ナトリウム，0．15mM塩

化亜鉛，2mM塩化カルシウム含有0．Ol　Mカコジル酸バッファー，pH5．2）中で4°Cで

24時間抽出を行なった。その後、4°C、2，000rpmで10分間遠心分離し、上清を採取

した。この上清をBCA　protein　assay　kitを用いてタンパク質濃度を測定した。この溶

液をアセトン沈殿し、沈殿物をSDS－PAGEサンプルバッファー（1％SDS，5％グリセ

ロール，0．01％プロモフェノールブルー，100mMジチオスレイトール含有0．01Mト

リス塩酸バッファー，pH　7．4）に溶解した。0．2％ゼラチン含有7．5％アクリルアミドゲ

ルを用いてSDS－PAGEを行ない、2．5％トライトンーXlOOで1時間洗浄後、酵素反応

溶液（5mM塩化カルシウム，1μM塩化亜鉛含有50mMトリス塩酸バッファー，　pH

7．5）で37°C、20時間インキュベートしてゲル内で酵素反応を行なった。このゲルを

CBB染色し、脱色してMMP－2およびMMP－9のゼラチナーゼ活性を確認した。
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全RNAの採取及びRT・PCR

　坐骨神経切除前（0日目）、坐骨神経切除後1日目、3日目、5日目、7日目におい

て潰瘍部位を切除し、組織を採取した。潰瘍部位から採取した組織からの全RNA採

取は、酸1生グアニジンチオシアネート・フェノール・クロロホルム法に準じて、以下

のように行った。組織を液体窒素で瞬間凍結し、クライオプレスを用いて破砕した。

破砕した組織をD液（4Mグアニジンチオシアネート、25　mMクエン酸ナトリウム、

0．lM2一メルカプトエタノール溶液）を加え溶解した。その後、酸性フェノール：ク

ロロホルム：イソアミルアルコール（125：24：1）を加え、混合した後、4℃、20分間

放置した。その後、4℃、10，000rpm、20分間遠心分離することによりRNAとDNA

を分離した。遠心分離後の上層を別のチューブに分取し、等量のイソプロパノールを

加え、混合後、－20℃、1時間放置した。同条件の遠心分離により沈殿させたRNA

を再びD液に溶解し、イソプロパノール沈殿を繰り返し行った。沈殿したRNAを80％

エタノールで洗浄後、核酸分解酵素を含まない精製水に溶解、凍結乾燥を行い、使用

時まで一80℃に保存した。組織より抽出したRNAを鋳型としてRT－PCRを行い、

collagenα1（1），　collagenα1（IV），　laminin－5α3，　MMP－2，　MMP－3，　MMP－9および内標準物質

であるグリセルアルデヒド三リン酸デヒドロゲナーゼ（GAPDH）のそれぞれの相補

鎖DNA（cDNA）を増幅した。全RNA　1μL（1μ9／uL）とoligo　dT　primer　lμLにMilliQ

水8．5μLを加え、72°Cで10分間変性した後、4°Cで10分間放置した。その後、RT

反応バッファー（10×濃度マグネシウム含有PCRバッファー）6μL，10mMで置きし

ヌクレオチド三リン酸（dNTP）2μL，　RNA分解酵素阻害剤0．5μL，　M－MLV逆転写酵

素1μLを加え、42°Cで1時間逆転写反応を行った。その後、70°Cで5分間インキュ

ベートしcDNAを作製した。合成したcDNAのうち1μLを鋳型とし、　PCR法にて各

遺伝子の増幅を行った。センスプライマー（Sense　primer）10pmol，アンチセンスプラ

イマー（anti－sense　primer）10　pmol，10　mM　dNTP　O5μL，肱qポリメラーゼ1．25μL，

10×PcRバッファー2．5μL，　MilliQ水18．75μLを順次加え、94°cで2分間インキュベ

ー トをした後PCR反応を行った。熱変性を94°Cで30秒間、アニーリング反応を60°C
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で30秒間、伸長反応を72°Cで1分間行い、これを1サイクルとして30サイクル繰

り返した。その後、70°Cで5分間インキュベートし、4°Cに冷却した。PCR反応の後、

各サンプルをエチジウムブロマイド（2μg／mL）含有2％アガロースゲル電気泳動を行

い、紫外線照射下、目的バンドを可視化した。なお、遺伝子及びプライマーはTable　1

に示したものを使用した。各バンドはKodak　ID3．5により数値化し、相関解析に用い

た。
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肱ble　l．Primer　sequences

pr㎞ers　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　pr㎞er　sequences
alnplified

position

・・1㎏・・α1①ぷ隠，；：：需詰漂器器響㌫ぽ　433｝4538

・・ll昭・・α1（1め嘉二，；：：き罵器霊震罐念＝1　569＆5947

1㎜㎜5α・ぷ㍍，；：：貫㌫㌫竺元ε天謡器2ε：ε二；：　479匹5・92

MMF2　ぷ監，；：：畏謬蕊＝麗㌫蒜：夕258428・7

MMF3　蕊：；，；：二＝㌶ε霊漂G澄艀　　119ぴ15・5

　　　　　　　　　　　　Sense　5’－TGMTCAGCT㎝mGTG・3’
　　MMP9　触、en、e　5・．GTGGATAGCTCGGTGGTGπ．3・　　253Z2773

GAPDH　ぷ鑑，；：：呈宇霊㌫諾隠謬撚三　351皿
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第三節　結果

坐骨神経切除によるマウス踵部位への褥瘡様皮膚潰瘍の形成

　褥瘡様皮膚潰瘍の形成状態を評価するために、坐骨神経切除後のマウス踵部位の潰

瘍面積を測定した。潰瘍面積をグラフに示したように坐骨神経切除後3日目では約5

mm2、7日目では約10　mm2と経日的に褥瘡様皮膚潰瘍の面積は増加した（Figure　l）。

さらに、坐骨神経切除前および切除後の潰瘍部位の組織を切片化し、HE染色を行っ

た（Figure　2）。坐骨神経切除後3日目において、下肢に浮腫を伴い、踵部位の上皮が

欠損し、小さな範囲の真皮の壊死が認められた。また、皮下組織に若干の炎症細胞の

浸潤が認められた（データ未掲載）。坐骨神経切除後7日目において、上皮の欠損が

大きくなり、皮下組織に伸展した線維芽細胞が多数認められた。また皮下組織には炎

症細胞の浸潤が認められた（Figure　2B）。これらの結果から、坐骨神経切除により、

マウスの踵部位において褥瘡様皮膚潰瘍の形成が可能であることが示された。

褥瘡様皮膚潰瘍部位におけるMMP－2およびMMP－9の発現

　褥瘡様皮膚潰瘍の形成時におけるMMP－2およびMMP－9の生理的役割を検討する

ため、褥瘡様皮膚潰瘍部位抽出物中のMMP－2とMMP－9のゼラチナーゼ活性をゼラ

チンザイモグラフィーで調べた。pro　MMP－2（66　kDa）、　active　MMP－2（64　kDa）およ

びpro　MMP・・9（105　kDa）の発現は、坐骨神経切除後1日目から経日的に増加した

（Figure　3）。
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褥瘡様皮膚潰瘍部位におけるcollagenα1（1）、　collagenα1（IV）、　laminin－5α3、　MMP－2、

MMP－3、　MMP－9およびGAPI）HのmRNA発現

　創傷治癒では、肉芽形成、血管新生および上皮形成がバランスよく行われることが

必要とされる。特に、肉芽形成には線維芽細胞による細胞外マトリックスの産生が必

須である。本研究では、褥瘡様皮膚潰瘍部位における細胞外マトリックスとして

（collagenα1（1）、　collagenα1（IV）およびlaminin－5α3）およびその調節酵素であるMMP

（MMP－2、　MMP－3およびMMP－9）のmRNA発現についてRエPCR法を用いて検討し

た。坐骨神経切除後の褥瘡様皮膚潰瘍部位における各mRNA発現は、経日的に増加

した。特に、collagenα1（1）、　MMP－2およびMMP－3の各mRNA発現は劇的に増加した

（Figure　4）o

褥瘡様皮膚潰瘍の形成と細胞外マトリックスとMMPのmRNA発現の相関関係

　褥瘡様皮膚潰瘍の形成と細胞外マトリックスおよびMMPのmRNA発現の相関を検

討するため、アガロースゲル電気泳動後の各バンドをKodak　ID　3．5により数値化し、

褥瘡様皮膚潰瘍の面積とmRNA発現の相関関係を解析した。褥瘡様皮膚潰瘍の面積

とlaminin－5α3以外の細胞外マトリックス構成成分およびMMPのmRNA発現には有

意な正の相関関係が認められた（Figure　5）。これは、褥瘡形成時の生化学的マーカー

として細胞外マトリックスおよびMMPの発現が有用であることを示唆している。
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A　　　　　　　Ω　　　　　　　3　　　　　　　ヱ　　day

　　　　　　B
　　　　　　　　mm2

　　　　　　パ25
　　　　　　竃20

　　　　　　看15

　　　　　　510
　　　　　　芦5

　　　　　　　　0

　　　　　　　　　　　　0　　　　　　　　　3　　　　　　　　　7　　　day

Figure　1坐骨神経切除によるマウス踵部位への褥瘡様皮膚潰瘍形成

　坐骨神経切除後、個々のマウスをチップの敷かない別々のケージで飼育した。坐骨

神経切除後、褥瘡様皮膚潰瘍は、経日的に形成された。A：坐骨神経切除前を0日目

とした褥瘡様皮膚潰瘍形成に関する肉眼的所見写真像。B：坐骨神経切除後の経日的

な褥瘡様皮膚潰瘍形成過程をグラフ化した。

means士S．D．，　n＝5（B）。
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A　　　　　　　　　　　　　　　　　　B

Figure　2　HE染色を用いた褥瘡様皮膚潰瘍部位の病理組織学的観察

　マウスから坐骨神経切除前の踵部位および褥瘡様皮膚潰瘍部位を採取し、パラフィ

ン切片化してHE染色を行った。　A：坐骨神経切除前の踵部位、　B：坐骨神経切除後7

日目の踵部位。褥瘡様皮膚潰瘍部位では、上皮の欠損、皮下組織に伸展した線維芽細

胞および炎症細胞の浸潤が認められたMagni6cation×100。挿入画像には、好中球と

線維芽細胞の存在が確認できたMagni五cation×400。
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105kDa⇒

66kDa■φ
64kDa⇒

Figure　3ザイモグラフィーによる褥瘡様皮膚潰瘍形成過程におけるゼラチナーゼ活

性（MMP－2およびMMP－9）の検出

　坐骨神経切除後、経日的にマウス踵部位からサンプルを採取した。このサンプルを

0．2％ゼラチン含有7．5％SDS－PAGEにより分離し、37°Cでインキュベーションするこ

とにより酵素反応を行った。MMP－2とMMP－9のゼラチナーゼ活性は経日的に増加し

た。
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　　　　　　　　　　　　o㊤y　　3」辿　　ヱ」迦

colhgenα1（1）　　　　　　　　　　　　　　M

collagenα1（IV）

laminin－5α3

　　MMP－2

MMP－9

Figure　4　褥瘡様皮膚潰瘍部位におけるcollagenα1（1）、collagenα1（IV）、laminin－5α3、

MMP－2、　MMP－3、　MMP－9およびGAPDHの経日的mRNA発現

　全RNAは、坐骨神経切除後、経日的に踵部位からphenol／chlorofb㎜により抽出し

精製した。褥瘡様皮膚潰瘍形成過程におけるcollagenα1（1）、　collagenα1（IV）、　laminin－5

α3、MMP－2、　MMP－3、　MMP－9およびGAPDHのmRNA発現をRTLPCR法を用いて検

討した。同日の2つのサンプルは異なるマウスから採取した。

20



A O　c・llagenα1σ）FO・85

y＝0．0211x＋0．0244　p＜0．001

△　　collagen　Ct1（IV）　FO．79

y＝0．Ol41x＋0．058　p＜0．001

口　　　Laminln－5　c〔3　　r＝027

y＝0．0037x＋0．1067　p＞0．05

　1．0

⇔

3
、α5
ε

巴

0

B●MMP－2　FO・85
　　y＝0．Ol66x＋0．1033　p＜0．001

　　　▲　　MMP－3　FO．84
　　yニ0．0259x＋α0581　p＜0．001

　　　■　　　　］㎜）－9　　　r＝0．66

　　y＝0．0091x＋0．126　p＜0．Ol

　1．0
　　　　　　　　　　　日

　　　　　　　・　3
　　　　　　　　　　　、0・5

　8　合　△　　ε
　圃△　　　　　　窪
臼　　ロ　O　　　　ロ

　　10　　20　　30mm2

　　　ム
2■　▲°　　■

、　●■
■■

0　　10　　20　　30mm2

Figure　5褥瘡様皮膚潰瘍面積とcollagenα1（1）、collagenα1（IV）、laminin－5α3、MMP－2、

MMP－3およびMMP－9のmRNA発現との相関関係

全RNAは、坐骨神経切除後、マウス踵のおける褥瘡様皮膚潰瘍部位より経日的に

フェノールクロロホルムにより抽出および精製した。褥瘡様皮膚潰瘍形成過程の

collagenα1（1）、　collagenα1（IV）、　laminin－5α3、　MMP－2、　MMP－3、　MMP－9およびGAPDH

のmRNAをRT－PCR法で増幅し、各サンプルをアガロース電気泳動後、　Kodak　I　D　35

にてバンド解析を行なった。GAPDHを内標準としてその比を数値化し、褥瘡様皮膚

潰瘍面積との相関関係を解析した（n＝17）。
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第四節　考察

　本研究において、坐骨神経を切除することにより、マウス踵部位に、褥瘡様皮膚潰

瘍モデルを作製し、この褥瘡様皮膚潰瘍部位に多数の有核細胞をHE染色で確認した。

これらの細胞は、褥瘡様皮膚潰瘍部位に浸潤した炎症細胞であることが考えられる。

この所見は、Peirceらの虚血圧迫モデルやManleyらの神経切除モデルと類似してい

る1415。また、本研究では、褥瘡臨床像として認められるような、表皮の肥厚、炎症

細胞の浸潤、創部への血管新生が認められた。さらに、坐骨神経切除後、経日的に潰

瘍が発症し、同時に1型コラーゲン（collagenα1（1））、IV型コラーゲン（collagenα1（IV））、

ラミニン5（laminin－5α3）、　MMP－2、　MMP－3およびMMP－9のmRNA発現は増加した。

これらの結果は、このモデルの褥瘡様皮膚潰瘍の程度を創部の面積を測定することに

よって評価できることを示している。しかしながら、トロポエラスチン、フィブリリ

ン、フィプロネクチンの各mRNA発現は増加しなかった（データ未掲載）。

　創傷は、炎症、上皮再形成、血管新生、リモデリングといった複雑な過程を経て治

癒に至る2・16。一方、結合組織成分のIV型コラーゲンとラミニン5を含む基底膜は、

上皮細胞下にあり上皮の組織形態を保持する役割を果たしている17。また、ラミニン

5は、IV型コラーゲンに結合しており、細胞接着、細胞分化、細胞増殖、基底膜の構

造保持に重要な役割を果たしている。最近の研究では、上皮細胞の遊走や増殖にはラ

ミニン5が重要な役割を担っていることが明らかとなっているlq18。しかしながら本

研究における褥瘡様皮膚潰瘍モデルマウスでは、ラミニン5よりもIV型コラーゲン

のmRNA発現が増加していた。これは、褥瘡様皮膚潰瘍の形成にはIV型コラーゲン

のリモデリングが関与している可能性を示している。

　基底膜構成成分の分解調節は、上皮化や血管新生のための細胞遊走や細胞増殖に必

要であると考えられている。また、創傷治癒における上皮再形成時には、MMP－1，

MMP－2，　MMP－3，MMP－9，　MMP－10が増加するという報告もある419。近年、　MMPは創

傷治癒に重要な役割を担うが、過剰なMMP活性は慢性潰瘍を引き起こすという報告
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がある4毛。本研究において褥瘡様皮膚潰瘍の発症に伴い、MMP－2およびMMP－9活性

の上昇を認めた。これらの結果は、褥瘡様皮膚潰瘍発症に伴う炎症によりMMP活性

が上昇したことを示唆している。本研究ではサイトカインの発現を検討してはいない

が、本研究の結果は、MMPの発現を促進する様々なサイトカインがMMPの発現を

過剰にした可能性を示唆している。

　本研究では、collagenα1（1）、　collagenα1（IV）、　laminin－5α3、　MMP－2、　MMP－3および

MMP－9の各mRNA発現が褥瘡様皮膚潰瘍の発症マーカーとして有用であることを示

した。しかしながら、mRNA発現を調べるには組織採取が必要であり、臨床応用は難

しい。従って、臨床応用のためには非侵襲的な褥瘡マーカーが必要であると考えられ

る。
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第四章　褥瘡を例とした細胞外マトリックスによるTGF一βの活性制御機構

第一節　緒言

　創傷治癒は、多様な生物反応を伴う組織修復反応である。貯蔵されている増殖因子

の適度な活性化は創傷治癒に必要な反応のひとつである。近年、増殖因子が細胞外マ

トリックスの代謝に関連しており、また、増殖因子が組織固有の方法で細胞外マトリ

ックスに貯蔵され、必要時に活性化されていると考えられている7。

　TGF一βは、マトリックス産生の調節因子の一つであり、近年、　TGF一βの細胞外制御

の重要性が注目されている8β。TGF一βは、　large　latent　complex（LLC）と呼ばれる前駆体

として貯蔵されている。TGF一βは、　N末端でlatency－associated　peptide（LAP）と非共有

結合し、さらに、LAPは、　latent　TGF一βbinding　protein（LTBP）とジスルフィド結合する

ことでLLCを形成している。LLCからのTGF一βの遊離にはLLCの酵素分解が必要で

あるとされている。このLLCの酵素分解は、　TGF一β活性化の第一段階として考えら

れている2q21。サイトカインの遊離の第二段階としてLAPの酵素分解が挙げられる。

プラスミンは、TGF一β活性化酵素であり22、様々な細胞においてこの作用があると考

えられている23。このように、TGF一βの貯蔵および活性化は、様々な制御機構によっ

て制御されている。

　LTBP－1は、血小板から単離され2425、その後、線維芽細胞によって産生されること

が示された26。LTBP－1，2，3，4はクローニングされ、LTBPは、Ca結合Epide㎜al　GroMh

Factor様ドメイン（cb－EGF－like　domein）や8システインドメインを有するfibrillinと

同様の特徴を持っことからfibrillinスーパーファミリーとして区分された2127。さら

に、LTBP－1はTGF一βと結合し、細胞外マトリックスにおける構造的な役割を担って

いる可能性もある2829。

　創傷治癒においてプラスミンカスケードは重要なステップの一つである30。プラス

ミンはLTBP－1のような細胞外マトリックスを分解する26・3132。また、マウスにおける
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プラスミンカスケードの活性化不全は、創傷治癒の遅延を引き起こす33・34。TGF一βは、

プラスミン依存的に潜在型から活性型へ変換され組織修復に重要な役割をすること

が報告されているが23・35、その機序は明らかとなっていない。真皮結合組織における

TGF一β活性制御機構を明らかにするためには、真皮におけるLTBP－1の組織化、およ

び相互作用の解明が重要であると考えられる。LTBP－1とTGF一βの分布は、真皮弾性

繊維におけるフィブリリンマイクロフィブリルの分布と同様の分布を示す36β7。電子

顕微鏡下の観察では、LrBP－1は、真皮において10－12㎜のフィブリリンマイクロフ

ィブリル上に局在しており、LTBP－1のC末端部位は丘brillin－1のN末端部位と結合す

ることが示されている29。これらの報告は、フィブリリンマイクロフィブリルが

LTBP－1との結合を介してTGF一β活性化を制御していることを示唆している8。実際に、

マルファン症候群モデルマウスでは、fibrillin－1変異のためにTGF一βシグナル伝達制

御不全を引き起こしていることが報告されている3839。これらは、また、細胞外マト

リックスによるTGF一βの空間的、時間的制御が創傷治癒にも必要である可能性を示唆

している。

　本研究では、真皮マイクロフィブリルからLTBP－1の酵素による遊離および

fibrillin－1とLTBP－1の相互作用に着目した。　Fibrillin－1と結合するLTBP－1のさらに詳

細な部位を検討したところ、プラスミン処理によって、真皮マイクロフィブリルから

遊離するLTBP－1断片は、LAPおよびfibrillin－1結合部位を含んでいることが明らとな

った。さらに、褥瘡創部表面において、プラスミン処理によって得られるLTBP－1断

片と同様の断片を検出し、同時にプラスミン活性も認められた。このことから、プラ

スミンによる細胞外マトリックスから遊離するLTBP－1の断片化は、創傷治癒に重要

な要因であると考えられる。
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第二節　試薬及び方法

培養細胞

　本実験に使用した細胞はヒト腎臓由来細胞（HEK293細胞）である。細胞は、10％允tal

calf　serum（FCS）を含む、　Dulbeccoうs　modified　eagle　medium（DMEM）に

penicillin／streptomycinを添加した培地で37℃、5％CO2の条件で培養した。

使用抗体

　本実験で使用した一次抗体を以下に示した。

・Anti－LTBP　antibody　（mAb388）

・Anti－LrBP　antibody（mAb75G）

・ Anti－Fibrillin－1　antibody　（mAb69）

・ Anti－Fibrillin－l　antibody　（rnAb78）

・ Anti－Fibrillin－l　antibody　（pAb9543）

・Anti－Fibronectin　antibody（mAb875A51）

・ Anti－plasmin／plasminogen　antibody（mAb2596）
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リコンビナントロBP－1断片の作製

Figure　lで示したようにLTBP－1のshoH血㎜（LTBP－lS）に存在するC末端領域ペ

プチド（Argll81－Val　1334）に相当するrLIP、およびLTBP－1の中間領域ペプチド

（Asp834－Phell39）であるrLIGを作製するためにpCEPSP－rLIK29および

pCEPSP－rLIMをそれぞれクローンとしてRT－PCR法を用い遺伝子を増幅した。使用

したプライマーは、センスプライマーの5’末端にNhel制限酵素サイトをアンチセン

スプライマーの3’末端には6ヒスチジン残基、ストップコドン、さらにXhoI制限酵

素サイトを付加した。以下にその配列を記す。

rLIPセンスプライマー；

5’－AGCTGCTAGCACGACCGGCTGAGTCAAACGAAC－3’

rLIPアンチセンスプライマー；

5’－GACTCTCGAGTCAArGArGArGArGArGATGCACACAGGTCArCTTGGCCGTATC

－
3’

rLIGセンスプライマー

5う一GACTGCTAGCAGATATCAArGAArGCTTGGAG－3う

rLIGアンチセンスプライマー

5’－CTCTCGAGTCAArGArGArGArGArGArGAAAGCACTGCAGTTTCACAGG－3’

NheIおよびXhol制限酵素処理により得られたrL　I　P、rLIG遺伝子断片をBM40／SPARC

シグナルペプチドを含むpCEP／γ21114に導入した。得られたベクターをHEK293細胞

にリポフェクションすることによりrLIPおよびrLIG安定発現細胞株を作製した。こ

れらの細胞から得た無血清培養上清中のリコンビナントタンパク質をDEAE陰イオ

ン交換セファロースカラムクロマトグラフィーおよびHisTrapキレートカラムを用い

精製した40。　作製したリコンビナントrLlPおよびrLlG、さらに磯貝博士から譲り

受けたリコンビナントrLIKおよびrLIMをSDS－PAGE後、クマシーブリリアントブ

ルー（CBB）染色およびmAb388およびmAb75Gを用いたImmunoblotにより抗体エ

ピトープマッピングを行った。
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LTBP－1の6brillin－1への結合部位の同定

　LrBP－1とnbrillin－1との結合部位を同定するためELISA（Enzyme－Linked

I㎜皿osorbent　Assay）を行った。96穴プレートに精製したLTBP－1ペプチド（rLlM，

rLIK，　rLIP）を50nMとなるように炭酸バッファー（pH　9．2）に溶解し、100μLずっプ

レートに添加し、4°Cで一晩コートした。コートしたウェルを5％スキムミルクを用

いて室温で1時間ブロッキングした。すでにLTBP－1と結合することが知られている

丘brillin－1のN末端のペプチドであるrF23（磯貝博士提供）を2mM塩化カルシウム

および2％スキムミルク含有TBS（pH　8．0）に溶解して各ウェルに添加し、3時間室温

でインキュベートした。TBS（pH　8．0）で各ウェルを洗浄した後、　rF23を認識する

mAb2502を2％スキムミルク含有TBS（pH　8．0）で500倍に希釈し、室温で1時間イ

ンキュベートした。再び、TBSで各ウェルを洗浄し、　HRP標識二次抗体を処理し、室

温で1時間インキュベートした。3，3’－5，5’一テトラメチルベンジジン（Roche，　Ma皿heim，

Ge㎜any）を用いて発色させ、lMH2SO4で反応を停止し、各ウェルの対照波長600㎜、

測定波長450㎜における吸光度をマイクロプレートリーダーで測定した。

プラスミンによるマイクロフィブリルからのLTBP－1断片の遊離

　褥瘡患者から正常に近い部位の皮膚を採取し、この試験に使用した。このプロトコ

ールは国立長寿医療センター倫理委員会の承認を得て、また、ヘルシンキ宣言に沿っ

て行われた。プラスミン（OmU／mL，100　mU／mL，500　mU／mL）の異なった濃度となる

ように、2mM塩化カルシウムを含有した50mMのTBS（pH　7．4）に混合した。あ

らかじめ採取した皮膚を各濃度のプラスミン溶液中で37℃、3時間インキュベートし

てタンパク質を抽出した。この溶液を12，000rpmで遠心分離して上清を採取した。得

られた上清を1．3％酢酸カリウム含有95％エタノールで沈殿させ、SDS－PAGEサンプ

ルバッファーに溶解した。これを7．5％アクリルアミドゲルを用いてSDS－PAGEで分

離し、mAb388（1：1，000）およびmAb75G（1：1，000）を用いてウェスタンブロットを

行った。
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ヒト褥瘡創傷面浸出液におけるLTBP4断片の検出

　褥瘡創面の表面タンパク質を調べるため、以下の方法でサンプル採取およびタンパ

ク質抽出を行った。褥瘡患者の褥瘡創傷面を静かに綿棒で擦り、褥瘡表面サンプルと

し、使用するまで一20℃で保存した。このプロトコールは国立長寿医療センター倫理

委員会の承認を得て、また、すべてのサンプルはインフォームドコンセントをとって

採取した。綿棒サンプルにシグマプロテアーゼインヒビターカクテル含有6Mグアニ

ジン塩酸一トリス緩衝液（pH　7．4）500μLを加え、4℃で48時間インキュベートするこ

とでタンパク質を溶出した。得られた溶液を1．3％酢酸カリウム含有95％エタノール

で沈殿させ、SDS－PAGEサンプルバッファーに溶解した。これを7．5％アクリルアミド

ゲルを用いてSDS－PAGEで分離し、mAb388（1：1，000）、mAb2499（1：1，000）およびmAb78

（1：1，000）の各抗体を用いてウェスタンブロットを行った。LTBP－1を認識するmAb388

およびフィプロネクチンぽbronectin）を認識するmAb875A51によって得られた、様々

な褥瘡創傷面のサンプルのバンドをImageJ　1．40gを用いて解析した。統計解析には、

Student’s　t－testを用いた。

褥瘡創傷面でのプラスミン活性の検出

　褥瘡創傷面のプラスミン活性を明らかとするためカゼインザイモグラフィーを行

った。褥瘡創傷面から得たタンパク質溶液およびコントロールとしてヒト血漿プラス

ミン（Roche　Molecular　Biochemicals，　Indianapolis，　rN）を0．2％カゼイン（Wako　Pure

Chemical　industries，　Ltd．，　Tokyo，　Japan）含有10％アクリルアミドゲルを用いて分離した。

電気泳動後、ゲルを25％トライトンX－100溶液で1時間インキュベートし、酵素反

応溶液（50mMトリス緩衝液pH　7．5）中で37°C一晩インキュベートして酵素反応を

行った。創面から抽出したタンパク質を10％アクリルアミドゲルで分離し、mAb　2596

（1：1，000）を用いてウェスタンブロットを行った。
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ヒト褥瘡創面における6brillin－1およびLTBP4の局在

　Hasegawaらの方法をもとに免疫染色を行った41。褥瘡患者のポケット部位から得た

組織をパラフィン置換し、ブロック化した。このブロックを5μmの厚さに切片化し

て、二重染色に用いた。得られた切片をメタノールとアセトンで処理し、一次抗体と

してLrBP－1はmAb388（1：50）、負brillin－1はpAb9543（1：50）を処理した。二次抗体

としてフルオレセインイソチオシアネート結合抗マウスイムノグロブリン（1：25；

Vector　Laboratories，　Burlingame，　CA）、ローダミン結合抗ウサギイムノグロブリン（1：25；

Rockland，　Gilbertsville，　PA）．をそれぞれ用い、共焦点レーザー顕微鏡（LSM　510）にて

観察した。
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第三節　結果

抗体とリコンビナントLTBP－1ペプチドの特性

　本研究において、作製したLTBP－1Sのリコンビナントを使用して、モノクローナル

抗体であるmAb　75GとmAb　388のエピトープの決定を試みた。　mAb75Gのエピトー

プを決めるために、リコンビナントrLIGを作製した。精製した標品のN末端配列を

調べることによりrLIGであることを確認した（Figure　l）。　mAb　75Gは、　rLlGを認識

しないが、rL　I　Mを認識した（Figure　2）。このように、　mAb　75Gのエピトープは、カ

ルシウム結合Epide㎜al　growth』tor様ドメイン（cb－EGF－like　domain）を含むFigure　l

において破線矢印の部位であることが示された。LTBP－1のC末端部位8システイン

ドメインおよびcb－EGF－like　domainを含むリコンビナントrLIPを作製した。精製した

標品のN末端配列を調べることによりrL　I　Pであることを確認した。　Figure　1で示さ

れたrLIPを含むLTBP－1ペプチドはモノクローナル抗体のエピトープマッピングに使

用した（Figure　2）。ヒト線維芽細胞から分泌されるLTBP－1に反応するmAb388は、

LTBP－1ペプチドであるrLICを認識するが、rLIMおよびrLINを認識しなかった（デ

ータ未掲載）。さらにmAb388はrLIKおよびrLIPを認識することから、この抗体は、

LTBP－1の3つ目の8システイン部位、および、　C末端cb－EGF－like　domainを認識する

と考えられる（Figure　lおよびFigure　2）。

LTBP－1中のFibrillin－1結合部位の特定

　LTBP－1の部分ペプチドであるrLIKは丘brillin－1のN末端ペプチドであるrF23と結

合することが以前報告されている29。本研究では、LTBP－1SのポリペプチドであるrLln

rLIKおよびrL　I　Mと●rillin－1（rF23）との結合能の有無をsolid　phase　binding　assay

法を用いて検討した。その結果、rLIPは、　rLIKに比べて弱いが、　rF23と結合するこ

とが明らかとなった（Figure　3）。また、　rL　I　Mには結合活性が認められなかった。
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プラスミンによる皮膚真皮からのLTBP－1断片の遊離

　過去の報告において真皮マイクロフィブリル上にLrBP－1が局在することが明らか

となっているので29、創傷治癒時に産生される生体内プロテアーゼであるプラスミン

が真皮結合組織からLTBP－1を遊離するかどうかを検討した。ウェスタンブロット法

を用いて、プラスミン処理により濃度依存的に真皮からLTBP－1断片が遊離すること

を示した（Figure　4）。しかしながら、真皮にプラスミン処理を行なってもHbrillin－1

のC末端を認識するmAb　69およびN末端を認識するmAb　78を用いたウェスタンブ

ロット法では、丘brillin－1断片の遊離を検出することはできなかった。これらの結果は、

プラスミンによる真皮からのLTBP－1の遊離にはフィブリリン線維の分解は必要では

ないことを示している。また、プラスミンによって遊離される140kDaほどのLTBP－1

断片はmAb　388およびmAb　75Gの両方で認識された（Figure　5）。これは、6brillin－1

との結合部位を含むと同時に、TGF一β（LAP）結合部位を含むことを示している。さ

らに、プラスミン処理をしたサンプルにおいても200kDa付近に薄いバンドが検出さ

れた（Figure　5）。このバンドは、ヒト正常皮膚のグアニジン抽出物や、ヒト線維芽細

胞の培養上清において得られるバンドと同様のサイズであることから、LTBP－1の全

長であると推測される。しかしながら、グアニジン抽出物において、プラスミン処理

によって認められた140kDaのバンドが認められなかったことは（Figure　5，　lanes　l　and

3）、この140kDaのLTBP－1断片が、抽出過程において非特異的に得られるものでは

ないことを示している。このプラスミンによって得られるLTBP－1断片のサイズは、

過去の細胞を使用した報告と一致している28β1・42。
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褥瘡創傷面から得られるLTBP－1断片とプラスミンにより遊離されるLTBP－1断片と

の類似性

　組織からのTGF一β／LTBP－1複合体の遊離は創傷治癒に重要であると考えられるので、

本研究では、褥瘡創傷面から綿棒で採取したサンプルからnBP4断片の検出を試み

た。その結果、mAb　388を使用したウェスタンブロットによりFigure　6で認められる

ようにLTBP－1断片を確認した。褥瘡創傷面から得たLTBP－1断片は、皮膚からプラ

スミンによって得たLTBP－1断片と同様の分子量であった（Figure　6）。プラスミン処

理のサンプルと同様にmAb　388によって認識されるバンドは、　mAb　75Gによっても

認識されるが（データ未掲載）、mAb　246（anti－LAP）では認識されなかった（データ

未掲載）。このことから、褥瘡創傷面から得られたLTBP－1断片は、　mAb　246が認識す

るエピトープが失われていることが考えられた。一方、フィプロネクチン（丘bronectin）

を認識するmAb875A51を用いたウェスタンブロットでは、分解産物は、薄いバンド

が検出されるだけであった。これは、LTBP－1断片が、フィプロネクチンの分解を伴

わずに遊離したものであることを示唆している（Figure　6）。

褥瘡創傷面のプラスミン活性

　続いて、カゼインザイモグラフィーを用いて褥瘡創傷面のプラスミン活性を確認し

た。褥瘡創傷面を綿棒で擦ることにより得られたサンプルのカゼイン分解能は、陽性

対照として用いたヒト血漿プラスミンと同様の分子量80kDaに認められた（Figure

7a）。　MAb2596を用いたウェスタンブロットでは、ザイモグラフィーによって認めら

れた分解能と同様の分子量（約80kDa）にバンドが検出された（Figure　7b）。これら

は、褥瘡創傷面にプラスミン活性があることを示している。また、同じサンプルから

得られるLTBP－1断片はmAb　388によって認識された（Figure　7c）。
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褥瘡創傷部位における肉芽組織中のLTBP－1の分布

　褥瘡創傷面からLTBP－1断片が得られたので、次に正常真皮および肉芽組織での

LTBP－1の局在について検討した。正常真皮においては、　LTBP－1の分布は負brillin－1

の分布と類似しており、丘brillin－1と共局在していた（Figure　8）。一方、肉芽組織にお

いては、LTBP－1はほとんど丘brillin－1と共局在せず、さらに、線維パターンを示して

いなかった。しかし、肉芽組織においても、Fibrillin－1は部分的に線維iパターンを保

っていた（Figure　8）。

成長中の肉芽組織および上皮化中の褥瘡創傷部位におけるLTBP－1断片の相違

　臨床知見とLTBP－1断片の相関関係を調べるために、様々な褥瘡創傷面から得られ

るサンプルを解析した。LTBP－1を認識するmAb　388およびフィプロネクチン

（丘bronectin）を認識するmAb　875A51を用いたウェスタンブロットでは逆の相関が得

られた（Figure　9）。統計解析によると、　LTBP－1断片は、成長している肉芽組織を持

つ褥瘡創傷面において、上皮化している褥瘡創傷面よりも有意に多く遊離していた。

逆に、Figure　8のような浮腫を伴わない褥瘡創傷面において、　LTBP－1断片は認められ

なかった。
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Figure　l　LTBP－1S（LTBP－1　short　form）とリコンビナントLTBP－1ポリペプチドの

略図

　LTBP－1S（short　fbrm）のドメイン構造の略図を示した。リコンビナントLTBP－1断

片は、C末端部位にヘキサヒスチジンタグ（His　tag）を付加し、　N末端部位にはBM－40

シグナルペプチドを付加した。BM－40シグナルペプチドとHis　tagは簡略化のため図

には省略した。以前報告されたLTBP－1ペフ゜チドも記載した。　mAb　75GとmAb　388の

エピトープは破線矢印で示した。
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Figure　2　リコンビナントLTBP－1ポリペプチドの発現とmAb　75GおよびmAb　388

のエピトープの決定

　rLIM，　rLlq　rLIKおよびrLIPは、　DEAE陰イオン交換セファロースカラムおよび

HisTrapキレートカラムによって精製した。精製したリコンビナントタンパク質は、

SDS－PAGEによって分離し、　CBB染色を行った。ウェスタンブロットでは、　mAb　75G

はrL　l　Gを認識しないが、rL　l　Mを認識することから、mAb　75Gのエビ゜トープは、Figure

1の破線矢印で示されたcb－EGF－like　domainの中にあることが示された。また、　mAb

388は、rL　I　KおよびrL　l　Pの両方を認識することから、mAb　388のエピトープは、Figure

1の破線矢印の部分であることが示された。
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Figure　3　rH　PとrF23との結合

　Solid　phase　binding　assayにより、rLIPとリコンビナント肋rillin－1（rF23）の結合を

検討した。過去の報告によりLTBP－1C末端部位のリコンビナントタンパク質である

rLIKがrF23と結合することが示されている29。結合した拙rillin－1のリガンドは、

mAb　2502によって検出した。ネガティブコントロールとしてBSAおよびLTBP－1の

中間部位のリコンビナントであるrLIMを使用した。　rF23は、　rLIKおよびrLIPに結

合した。

Means土S．E．，　n＝3。
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　　　　　　　mAb　388　　i　　mAb　69　i　　mAb　78

　　　　　　　　LTBP－1　　　i　　Fibrillin－1　i　　Fibrillin－1

　　　　　　旦Ω　旦1樫…喧EieΩ　旦1旦曼喧Ei旦Ω旦1旦皇1坦E
　　　　　kDa　　　　　　　　i　　　　　　　　i

　　　　120■　　　　　　　　i　　　　　　　　i
　　　　　9〔戸　　　　　　　　i　　　　　　　　i

Flgure　4濃度依存的なプラスミン処理による真皮からのLTBP－1断片の遊離

　ヒト正常真皮にプラスミン（OmU／mL：PO，100　mU／mL：Pl，500　mU／mL：P5）を処理

した。上清を採取し、7．5％SDS－PAGEを行い、LTBP－l　C末端部位を認識するmAb　388、

価rillin－1のC末端部位を認識するmAb　69およびnbrillin－1のN末端部位を認識する

mAb　78を用いてウェスタンブロットによって解析した。　mAb　388によって認められ

るLTBP－1断片は、プラスミンの濃度依存的に増加するのに対し、価rillin－1の断片は

プラスミンによって遊離しなかった。NSF：NHDF培養上清。
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Figure　5プラスミンによって遊離されるLTBP－1断片の特性

　真皮を6Mグアニジン抽出物（Gu）と真皮をプラスミン処理後に抽出したもの（Pl）

をSDS－PAGEによって分離した。　Gu、　PI共にmAb　388およびmAb　75Gによって認識

された。
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Figure　6褥瘡創傷面から得られるLTBP－1断片

　mAb　388を用いたウェスタンブロットの所見から、褥瘡創傷面から得られたLTBP－1

断片はヒト正常真皮からプラスミン処理により得られたLTBP－1断片と同様の分子量

であった。NHDF細胞の培養上清から得られた6bronectinをコントロールとして比較

すると、褥瘡創傷面からの6bronectinのバンドは大きなサイズでありインタクトのも

のであることが考えられる。褥瘡創傷面の臨床的な特徴はFigureの上部（1、2、3）

に示した。これらの褥瘡は、肉芽組織を含んでいる。

創部の写真番号と1ane番号は一致している。　Pl：真皮プラスミン処理、　Gu：真皮6M

グアニジン抽出物、NSF：NHDF培養上清。
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Figure　7カゼインザイモグラフィーとウェスタンブロットによる褥瘡創傷面からの

プラスミン活性

　褥瘡創傷面から得たサンプルをカゼインザイモグラフィーによって解析したとこ

ろ約80kDaにプラスミン活性が認められた（a）。抗プラスミン（anti－plasmin）抗体

を用いたウェスタンブロットでも同様に約80kDaにバンドが認められた（b）。カゼ

インザイモグラフィーとウェスタンブロットのポジティブコントロールとしてヒト

血漿プラスミン（Pl）を使用した。対応するサンプルを用いてmAb　388によってLTBP－1

断片を検出した（c）。NSF：NHDF細胞培養上清。
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Figure　8　ヒト正常真皮および肉芽組織におけるLTBP－1の局在

　褥瘡のポケット部位を用いて蛍光免疫染色を行った。正常真皮（Figure上部）にお

いて、LTBP－1はfibrillin－1と共局在していた。しかしながら、肉芽組織を含む褥瘡創

傷部位（Figure下部）において、　LTBP－1はほとんど局在しておらず、線維パターン

を消失していた。Bar＝100μm。
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Figure　9　成長中の肉芽組織を有する褥瘡創傷面においてLTBP4断片は特異的に検

出される

　褥瘡創傷面におけるLTBP－1断片（LTBP）と6bronectin（FN）の特性をFigure　6に

おいて示した。代表的な上皮化している褥瘡創傷面（Epithelization，1－4）からのサン

プルと成長中の肉芽組織（Granulation．5－8）を有する褥瘡創傷面から得たサンプルの

ウェスタンブロットの結果をAに示した。プロットのサンプル番号と褥瘡創傷部位の

写真の番号は一致している。LTBP－1のバンド解析を行ない（B）、褥瘡創傷面におけ

るnbronectinとLTBP－1断片の発現の比をboxplotにて示した（C）。　Boxの上部と下部

の限界値はそれぞれ75％と25％を示している。また、それぞれの中間値は白丸で示し

た。Boxから延びる垂線は、それぞれの群の最大値と最小値を示している。

E，epithelizing　wounds（上皮化初期創）（n＝19）；qgrowing　granulation　tissues（肉芽形成

初期創）（n＝36）；1，various　impaired　wounds（治癒不全創）（n＝7）．　Signincant　dif』ences

among　classes　means　are　indicated；＊，　P＜0．01；＊＊，　P＜0．005；＊＊＊，　P＜0．0005；n．s．，　not

significant．
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第四節　考察

　TGF一βは、飾rillin－1とLrBP－1によって複合体を形成し、真皮結合組織中に潜在型

として貯蔵されている29・37。最近の研究では、LTBP－1に結合し、真皮中に潜在型とし

て貯蔵されたTGF一βが創傷治癒時に遊離し、利用されることも解明されつつある。本

研究では、リコンビナントLrBP－1ポリペプチド（rLIPおよびrLIG）を用いて遭brillin－1

結合サイトおよびLrBP－1の抗体（mAb　75GおよびmAb388）のエピトープを解析し

た。その結果、LTBP－1の3番目のシステインドメインを有するrL　I　Pがfibrillin－1に

結合することが明らかとなった。この結果は線維芽細胞により産生された細胞外マト

リックスを使用した過去の研究と一致した43。また、rLIPはmAb　388エピトープを

含み、mAb　388により認識され、さらに飾rillin－1に結合した。これは、作製したリ

コンビナントのrLIPが安定した構造を保っていることを示唆している。一方、　mAb

75Gによって認識されるエピトープは、　cb－EGF－like　domainに存在することも明らか

となった。

　次に、本研究では、ヒト正常真皮をプラスミン処理することによって約140kDaの

LTBP－1断片が遊離し、その断片がmAb　75GおよびmAb　388のエピトープを含んでい

ることを示した。このことは、線維芽細胞をプラスミンで処理すると、120～160kDa

のLrBP－1断片が検出される報告とも一致した2転28β1β242。本研究において、プラスミ

ン処理によって真皮から得られるLTBP－1断片の分子量は、細胞培養研究の過去の報

告と一致した。さらに、mAb　75GおよびmAb　388を使用したウェスタンブロットに

より、プラスミンによって真皮から遊離するLTBP－1断片は、　TGF一β／LAP結合部位お

よび五brillin－1の結合部位の近傍を含んでいることを明らかにした。また、プラスミ

ンによる真皮からのLTBP－1断片の遊離は、価rillin－1の分解を伴わないことも示した。

これらの結果は、プラスミンによる真皮からのLrBP－1断片の遊離にマイクロフィブ

リルの分解を必要としないことを示唆している。

　マルファン症候群モデルマウスでは、丘brillin－1を変異させることでLTBP－1と
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丘brillin－1との相互作用が破綻し、その結果TGF一βの活性化制御が失われる29。また、

マルファン症候群での肺および動脈の表現型の変化は、TGF一β活性制御の破綻による

と説明されている38β9。本研究の結果は、これらの過去の報告と一致する。本研究の

結果より、プラスミンによるTGF一βの活性化にはfibrillin－1ではなく、LTBP－1の分解

を必要とすることから（Figure　4）、TGF一β活性化過程における価rillin－1の分解は、マ

ルファン症候群で認められるような、異常なTGF一βの活性化やTGF一βシグナルの制

御不能を引き起こす可能性があると推測される。

　本研究の結果は、small　latent　TGF一βcomplex（SLC）として結合しているべき、特異

的なLTBP－1断片が、創傷治癒過程において組織から遊離するという最初の報告であ

る。従って、特異的なLTBP－1断片およびプラスミン活性が、褥瘡創傷面からの抽出

物に認められたことは、細胞外マトリックスからのLTBP－1の遊離が創傷治癒におい

て生理学的に重要なプロセスであることを示唆している。一方、プラスミノーゲン欠

損マウスでは、創傷治癒の遅延が認められる33・3蝋。また、コラーゲンゲル内での線

維芽細胞の培養において、プラスミンはTGF一β活性化および創部の収縮を増強するこ

とが報告されている2345。このように、プラスミンによる真皮からのLTBP－1断片の

遊離を介したTGF一β活性化は、創傷治癒過程に重要な因子と考えられる。

　褥瘡創傷部位において、蛍光免疫染色では、LTBP－1は非常に弱いシグナルであり、

線維の形態をとっていなかったが、正常真皮において、LrBP－1とfibrillin－1とは明ら

かな共局在を示し、複合体の形成が示唆された。さらに、創傷治癒において、肉芽組

織形成にはTGF一βによる細胞外マトリックスの産生が必須である。また、線維芽細胞

は、TGF一βにより筋線維芽細胞へと形質転換することによって創傷部収縮能を保ち、

上皮細胞の遊走が阻害されることが知られている。LTBP－1断片が、肉芽組織形成時

に増加し、上皮化初期の組織において減少したことは、創傷治癒過程に適した反応で

あると考えられる。

　以上のことから、本研究では、創傷治癒において、真皮に貯蔵されたlarge　latent

complex（LLC）は、プラスミンをはじめとする酵素によるTGF一βの活性化の過程で
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遊離することが示唆された。また、LrBPによる真皮中の細胞外マトリックスによる

TGF一β活性化の制御は、創傷治癒において生理的に重要であると考えられる。さらに、

褥瘡創傷面のLrBP－1断片の解析は、褥瘡治癒の有用なマーカーとなりうることが示

唆された。
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第五章　総括および結論

本研究において以下のことが明らかになった。

1．坐骨神経切除により褥瘡様皮膚潰瘍マウスモデルを作製することができ、このモ

　デルを用いたmRNA解析により、細胞外マトリックス構成成分が褥瘡様皮膚潰瘍

　のバイオマーカーとして使用できる可能性が示唆された。

2．真皮に貯蔵されたTGF一βの活性機構の一部を明らかとし、また、ヒト褥瘡創傷面

　　の表面タンパク解析により、褥瘡創傷面から得られるLTBP－1断片が、褥瘡治療

　　のマーカーになることが示唆された。

　褥瘡の基礎研究は、モデル動物が少ないことから現在まであまり行なわれていない

が、本研究において、坐骨神経を切除し、自由歩行させることにより、新たに褥瘡様

皮膚潰瘍マウスモデルを作製することが可能となった。本研究において示していない

が、本研究室では、ヒト褥瘡創傷面から認められるLTBP－1断片およびプラスミン活

性を、坐骨神経切除によるマウス褥瘡様皮膚潰瘍モデルの潰瘍創傷面においても検出

しており、ヒトの褥瘡と褥瘡様皮膚潰瘍マウスモデルの類似性も確認している（デー

タ未掲載）。また、褥瘡様皮膚潰瘍マウスモデルにおけるmRNA発現解析およびヒト

の褥瘡創傷面からの表面タンパク解析により、細胞外マトリックスが褥瘡発症および

治癒の指標となることが示唆された。

　現在、褥瘡治療の際には、DESIGN分類による肉眼的な診断および治療法の決定を

行なっているが、ヒト褥瘡創傷面の表面タンパク発現解析を行なうことで、より効果

的な治療法の選択が簡易になると考えられる。また、坐骨神経切除による褥瘡様皮膚

潰瘍モデルを使用することは、褥瘡発症および治癒における生体反応の解明、褥瘡予

防および治療のための新たな薬物スクリーニングに寄与するものと考えられる。
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