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研究成果の概要（和文）：マウス胎仔皮膚創傷モデルを用いて、胎生13日の創傷部は完全に再生するが、胎生15
日以降は皮膚が完全には再生しないという発見に基づいて、皮膚の再生メカニズムに迫った。胎生13日の創傷部
と胎生15日の創傷部で、fibroblast growth factor receptor (FGFR)の発現に明らかな違いを発見し、そのリガ
ンドとなる分子の絞り込みから1種のFGFファミリーに絞り込むことができた。本研究に基づいて、本FGFファミ
リーを用いた皮膚の瘢痕抑制が可能になると思われる。

研究成果の概要（英文）：Using a mouse fetal skin wound model, we approached the mechanism of skin 
renewal based on the finding that the wound on day 13 of embryonic renewal was completely 
regenerated, but the skin was not completely regenerated after day 15 of embryonic development. We 
found a clear difference in the expression of fibroblast growth factor receptor (FGFR) between the 
wounds on day 13 of embryo and day 15 of embryo, and narrowed down the molecules that are the 
ligands to narrow it down to one FGF family. It was Based on the present study, it is considered 
possible to control scarring of the skin using this FGF family.

研究分野：形成外科
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
マウス胎仔皮膚創傷モデルを用いて、胎生13日の創傷部は完全に再生するが、胎生15日以降は皮膚が完全には再
生しないという発見に基づいて、皮膚の再生メカニズムに迫った。胎生13日の創傷部と胎生15日の創傷部で、
fibroblast growth factor receptor (FGFR)の発現に明らかな違いを発見し、そのリガンドとなる分子の絞り込
みから1種のFGFファミリーに絞り込むことができた。本研究に基づいて、本FGFファミリーを用いた皮膚の瘢痕
抑制が可能になると思われる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
マウス胎仔に皮膚創傷を作成すると、胎生 13 日（E13）までのマウス胎仔の創傷部は、皮膚紋
理を含め完全に再生するが、E14 以降は皮膚が完全には再生せず、いわゆる傷痕 が残存する。
また、E17 以降は、真皮の部分が線維化を起こし、その結果、瘢痕を残す。その後の研究で E14
の胎仔の創傷部は途中までは、再生的に変化し、創作成後 24 時間を超えた頃よりから、傷痕を
残す状態に変化することが判明したので、現在では因子の絞り込みを明確にするために、E13 と
E15 の 24 時間後の創傷部を比較することで、皮膚の再生現象に迫っている。 
これまでの予備実験で、E13 の創傷部と E15 の創傷部で、FGFR の発現に明らかな違いがあるこ
とを発見した。しかし、これまでそのリガンドとなる分子については明らかになっていなかった。
そこで、これまでに明らかになった、胎仔皮膚の再生の変換点の前後の FGFR 発現の変化をもと
に、FGF スーパーファミリーのどの因子が変化しているのかを明らかにし、その因子が創傷部あ
るいは皮膚再生にどのように関与しているのかを明らかにし、その因子を胎仔または成獣の創
傷部に投与することで、皮膚再生にどのような影響を及ぼすかを調べようとしたのが、研究の背
景である。これまでの予備実験で receptorとなる FGFR1,FGFR2ともに表皮基底層を中心に特
異的な発現が認められるが、E13 の創傷部位でさらに増強し、E15 の創傷部位で逆に減少する
ことが認められている。このことから、これらのリガンドとなる FGFスーパーファミリーの中
のタンパク質が、皮膚再生を促すタンパク質である可能性が高いと考えられる。FGF スーパー
ファミリーは再生や創傷治癒に深くかかわっていて、発生の分野で研究が進んでいる。FGF ス
ーパーファミリーは、現在解明されているだけで２２個の因子を有する大きなスーパーファミ
リーで、それぞれが皮膚再生にどのようにかかわっているかは明らかにされていない。 
 
２．研究の目的 

FGFスーパーファミリーは、現在までに 22種類が報告されているが、本研究の目的は、その
中で皮膚を再生する因子を検索し、そのメカニズムを調べることである。マウス胎仔の創傷部の
変化をもとにした皮膚再生研究は、慶應義塾大学形成外科で編み出したものであり、これをもと
に皮膚の完全再生の再生メカニズムを探っている。その中で、FGFR の発現について知見を得
て、これらのリガンドとなる FGFスーパーファミリーの中のタンパク質の発現の変化が、皮膚
再生を促すタンパク質である可能性が高いと考えた。FGF スーパーファミリーのうち、
bFGF(FGF-2)は、創傷治癒促進効果から、日本が世界に先駆けて臨床応用されており、それま
では、治りがたかった潰瘍が、治るようになってきている。また、FGF‐4は、四肢の発生に中
心的な役割を果たす因子であり、FGF-10はゼブラフィッシュのヒレの再生に大きくかかわって
いる因子であることが証明されている。このように、FGF スーパーファミリーは再生や発生、
創傷治癒に深くかかわっているが、現在解明されているだけで 22個の因子を有する大きなスー
パーファミリーで、それぞれが皮膚再生にどのようにかかわっているかは明らかにされていな
かった。本研究では Receptor の変化を基に臨床に直結するリガンドとなる FGF スーパーファ
ミリーが直接的に関わっているかを調べて、将来的にそれを製剤とすることを目的としている。 
 
３．研究の方法 
妊娠 13、15、17 日目の ICR 妊娠マウスを用いて、全身麻酔下に胎仔手術を行った。様々な時
間の後に、動物を安楽死させ、創傷部を含めた皮膚を採取し、パラフィン切片または新鮮凍結切
片用の資料として、保存した。保存した資料から、７μｍの切片を作成し、パラフィン切片から
は、in situ hybridization で FGFR1,FGFR2 の mRNA の発現を、おもに新鮮凍結切片からは、
FGFR1,FGFR2 の免疫染色を行い、タンパク質の局在を確認した。予測できた創傷後の時間をもと
に、創辺縁の皮膚からｍRNA を抽出し、cDNA に変換後、RTPCR による解析を行い、FGF スーパー
ファミリーのうちどの因子が、E13 と E15 の創傷部位で発現に変化があるかどうかを観察した。
確認でき FGF スーパーファミリーの中の因子の発現を、in utero でノックダウンすることで、
胎仔創傷治癒に及ぼす影響を観察した。すなわち、E13 の創傷部で発現の増強が認められた FGF
スーパーファミリーの因子に対しては、これまで、当研究室で報告してきた、マウス胎仔の羊水
内 siRNA 投与法を用いて、発現が増強している FGF スーパーファミリーの因子のノックダウン
を行うことで、皮膚が完全に再生する状態がどのように変化するかを確認した。また、E15 の創
傷部位で発現が増強している因子についても、同様に胎生 15日の羊水内 siRNA 投与による変化
を観察した。E13 と E15 の創傷治癒に影響を及ぼすと考えられる FGF スーパーファミリーの因子
につき、レコンンビナントタンパク質を胎仔および成獣の創傷部に投与した。妊娠 ICR マウスに
は、胎生 13日と 15日の段階で胎仔手術を施し、真皮下に 26G 針を用いて注入し、その直後に創
を作成し 72 時間後に回収し、皮膚の再生や瘢痕形成に及ぼす影響を観察した。 
 
４．研究成果 
これまでの研究で FGF スーパーファミリーの receptor となる FGFR1,FGFR2 ともに表皮基底層
を中心に特異的な発現が認められた。これを再度、RTPCR および in situ hybridization を用い
て確認した。E13 の創傷部位では、発現がさらに増強し、E15 の創傷部位で逆に減少することが
観察された。これらの発現は、in situ hybridization でも確認されたが、real time PCR でも
E13-24H では発現量が増加し，E15-24H，E17-24H では有意に発現量が減少することが確認され



た。 
その後、FGFR1，2 に結合するリガンドについて行った。それぞれについてリアルタイム定量
PCR 法を行った。FGF1~10，17 を測定したところ，FGF3，4，5，8，9，17 は発現量が微量で検出
されなかった。FGF1 は、E13-24H では発現量が増加し，E15-24H では発現量が低下した。また，
E17-24H では発現量が減少した。FGF2 は E13-24H では発現量はあまり変化しなかったが，E15-
24H では発現量が減少した。また，E17-24H では発現量に変化は見られなかった。E13-24H では
発現量が減少した。そしてさらに E15-24H，E17-24H では発現量が減少した。FGF7 は、E13-24H
では発現量が増加した。しかし，E15-24H では発現量に変化は見られず，E17-24H では発現量が
減少した。FGF10 は、E13-24H では発現量が減少した。そしてさらに E15-24H では発現量に変化
は見られず，E17-24H では発現量が減少した。 
これらの結果の中から皮膚再生の関与の疑いが高い FGFX についてさらに検討した。in situ 
hybridization の結果において，それぞれ発現量が少ないため染色が鮮やかに見えないが，E13-
24H の創傷部において発現が正常部と比べ増強していることが観察された。また E15-24H におい
て，創傷部と正常部での発現の変化は見られなかったが，E17-24H では E13-24H，E15-24H に比
べると発現自体が減弱していることが観察された。リアルタイム定量 PCR 法の結果と同様に，
E13-24H の創傷部で発現が増強し，E15-24H では変化は見られず，E17-24H では創傷部で発現が
減少した。rmFGFX を羊水内に投与し，実体顕微鏡で観察すると rmFGFX 投与群と Control 群にお
いて形態学的に明確な変化は見られなかった。切片の観察では，Control 群では表皮が湾曲し，
瘢痕を形成しているのに対し，rmFGFX 投与群においては表皮の形成が促進されていることが観
察された。Control 群と比べると rmFGFX 投与群はアニリン青の染色が増強していることが観察
できる。アニリン青の密度が高くなっていることが観察された。アニリン青の染色が密になって
いることから rmFGFX 投与群では膠原線維が創傷部に密に形成されていることが示唆された。
Control 群では創傷部において黄茶色の染色が増強していることが観察された。また rmFGFX 投
与群の創辺縁部では黄茶色の染色部分が増加していた。rmFGFX 群と Control 群で比べると赤色
の染色の密度が rmFGFX 群では創辺縁部で密になっているのに対して，Control 群では創部全体
に密になっていることが観察された。どちらも創傷部において筋線維芽細胞が増加しているこ
とが示唆された。また膠原線維は創傷部において密になっていることが確認された。rmFGFX 投
与群において，創辺縁部にて発現が増強していた。また Control 群では創全体に染色が増強され
ており，なおかつ真皮に広範囲に増強されていることが確認された。rmFGFX では創辺縁部にお
いて線維化が起きているが，Control 群においては創部の真皮広範囲にわたり線維化が起きてい
ることが示唆された。また，Cell count を行った結果、rmFGFX 投与群において有意にα-SMA 陽
性細胞が減少した。したがって rmFGFX 投与群において，有意に線維化が抑制したことが示され
た。マッソン・トリクローム染色にて評価を行ったところ、Control 群に比べて rmFGFX 投与群
は有意に瘢痕スコアが低下した。今後、FGF ファミリーを用いて、瘢痕抑制の観点から研究が進
んでゆくものと考えられる。 
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