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研究要旨 

創傷治癒は組織・細胞レベルにおいて極めて変化に富む再建過程を伴う。一方、オートフ

ァジーは飢餓ストレス等で誘導される細胞内分解システムの一つで、細胞の恒常性維持に

必須である。本研究ではこれら 2 つの現象の関連性を探るため、ラット創傷治癒モデルにお

けるオートファジーマーカー、microtubule-associated protein light chain 3（MAP1LC3 ; 以後

LC3 と表記）の局在様式とその変化、および臨床応用されている basic fibroblast growth 

factor（bFGF）の影響を調べた。まず始めに、創傷治癒過程における LC3-II 量をウェスタン

ブロット法により解析したが顕著な変化は見られなかった。次に、LC3 に対する抗体を用い

て免疫組織蛍光法を行った結果、創作製後 2-7日の創組織において LC3陽性顆粒は線維

芽細胞と一部の筋線維芽細胞に認められた。しかし、マクロファージにはほとんど認められ

なかった。これら LC3 陽性顆粒の一部はオートファジー隔離膜マーカーである Atg16L と共

局在を示し、一方電子顕微鏡法では創傷部線維芽細胞に典型的なオートファゴソームを認

めた。創傷後治癒過程において、線維芽細胞当たりの LC3 陽性顆粒数の変化を定量解析

した結果、増殖期後半でピークを示した。また、創組織内では創中央部より創縁部の線維芽

細胞により多く認められた。さらに、bFGF 投与の影響を調べた結果、創作製後 7 日目にお

いて創中心部細胞の LC3 陽性顆粒数は創縁部細胞と同程度まで増加した。以上の結果よ

り、皮膚創傷治癒過程ではオートファジーが線維芽細胞の機能変化に応じて何らかの役割

を有することが示唆された。 
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緒言 

創傷治癒過程は組織・細胞レベルにおいて極めて変化に富む再生・再建過程を含み、一

般に炎症期、増殖期、リモデリング期に大別される [1]。炎症期では、血小板、フィブリンに

よる速やかな止血、創面保護作用に続き、サイトカインや増殖因子の作用によりマクロファ

ージ、リンパ球などの血球系細胞が浸潤し、変性組織の処理が進む。次の増殖期では、皮

膚欠損部を充填する肉芽組織の形成と血管新生が進行する。この時期には増殖因子やサ

イトカインに線維芽細胞が反応し、活発に遊走・増殖するとともにタイプ III コラーゲンを産生

する。さらに血管新生が亢進する結果、肉芽組織が形成される。リモデリング期では肉芽組

織形成時に産生されたタイプ III コラーゲンからタイプ I コラーゲンへの置換、線維芽細胞の

筋線維芽細胞への分化、および同細胞による創収縮が進行しつつ上皮化が進行し、治癒に

至る。しかし、ヒトではさらに上皮化後も瘢痕内のリモデリングが長く続くことが知られている。

このように創傷治癒過程には複雑なプロセスが関わり、これが異常を来たすと、難治性創傷

や異常瘢痕などの病態を呈する。現在、臨床的治療法として線維芽細胞の増殖を促す塩基

性線維芽細胞増殖因子 bFGF製剤が応用されている。bFGFは治癒過程の促進のみならず、

瘢痕部の硬化を抑制し柔軟に保つ効果があると報告されている [2]。 

一方、オートファジー・リソソーム分解系（以下オートファジーと表記）は飢餓などのストレ

スにより誘導される細胞内分解システムの一つであり、細胞内膜系の新生および動的変化

を伴う （図 1）。すなわち、オートファジーシグナルにより隔離膜という扁平な二重膜構造が

生成し、これがオルガネラを含む細胞質成分を囲むことでオートファゴソームという約 0.5-1 

μm 径の小胞を形成する。これが酸性加水分解酵素を含むリソソームと融合することでオー

トリソソームとなり、内容物を分解して低分子のアミノ酸を放出、再利用すると考えられてい

る  [3]。現在、オートファジー現象には 30 を超えるオートファジー関連遺伝子群 

autophagy-related gene（Atg） が関与することが判明している。例えば Atg12-5-16L 複合体
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は隔離膜に局在し、隔離膜が閉じてオートファゴソームが形成されると遊離する。また、Atg8

の哺乳類ホモログである LC3は、LC3-I と LC3-IIの 2 タイプが存在する。オートファジーが

惹起されると Atg7, Atg3, Atg12-5-16L の作用により細胞質に存在する LC3-I とフォスファ

チジルエタノールアミンとの共有結合反応が進み、LC3-II として隔離膜へ局在化する。そし

てオートファゴソーム形成後には細胞質に面する膜に局在するものは Atg4 による切断を受

けて細胞質に遊離し、内腔に面した膜に局在するものはリソソーム酵素により分解される

（図 1）。それゆえLC3-IIの増加は、隔離膜およびオートファゴゾームの増加と相関し、オート

ファジーマーカーとして形態学的および生化学的な検出に利用されている[4]。 

近年、オートファジーは神経変性疾患 [5-8]、癌 [9-10]、感染症 [11-13]、代謝性疾患 

[10、14-16]、炎症性疾患[17]など、様々な病態に関与することが明らかとなり、その制御機

構に関する研究が進んでいる[18]。しかし、皮膚の創傷治癒過程に関しては熱傷後の治癒

過程に対してオートファジーが促進的に働くとする報告[19]があるものの、全層皮膚欠損創

の治癒過程に関する報告はない。そこで本研究では、ラット創傷治癒モデルにおいてオート

ファジーマーカーである LC3 の局在動態を解析し、創傷治癒過程におけるオートファジーの

関与を検討した。 
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材料と方法 

1）創作製および標本採取 

7週令雄ウィスターラット（日本クレア）をエーテル麻酔後、ペントバルビタール（0.1 mg/100 

g weight、ソムノペンチル®、共立製薬、Japan）を腹腔内投与した。背部を剃毛後、バイオプ

シーパンチ（Kai medical、Japan）を用いて径 10 mmの円形全層皮膚欠損創（皮筋を含めて

切除）を 3か所作製した[20]。創部作製後、6時間後、および 2、5、7、9、14日目にラットを同

様に麻酔し、1 カ所の創について潰瘍面全体および創縁から約 2mmの周囲皮膚領域を合

わせて切り出した。さらに創周囲皮膚領域の上皮部分を切除した後、液体窒素で急速凍結

し、生化学的解析用サンプルとして保存した。残りの創部については、ラットを 4％スクロー

ス－4％パラホルムアルデヒド－0.1 M リン酸緩衝液（pH 7.4）により左心室から灌流固定し、

創部と創縁から約 2mmの皮膚領域を合わせて切り出した後、同固定液で一晩浸漬固定し

た。定法によりパラフィン包埋またはOCTコンパウンドによる凍結包埋を行った。尚、14日目に

関してはすでに上皮化しており、肉眼的に見て毛の欠損部を瘢痕組織ととらえて採取した。創作

製後の 6時点についてそれぞれ 3匹のラット（合計 18匹）を使用した。 

bFGF（フィブラストスプレー®：科研製薬、Japan）の投与実験に関しては、20 mmの円形創

を 2か所メスにて作製し、一方の潰瘍面に 2回/day噴霧し（bFGF投与側）、他方には噴霧せ

ず（対照側）に 7日目に同様の処理を行った。合計で 3匹のラットを使用した。 

本研究は福島県立医科大学の動物実験委員会の承認を得て行った。 

 

2) ウェスタンブロット解析 

タンパク分解酵素阻害剤（complete EDTA free Protease inhibitor cocktail tablets： Roche 

Diagnostics、USA）およびホスファターゼ阻害剤（Phosphatase inhibitor Cocktail 2/3： 

SIGMA-ALDRICH、Japan）を含む組織抽出液（100 mM Tris-HCl 緩衝液 [pH7.6]、150 
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mM NaCl、5% glycerol、1% TritonX-100、5 mM EDTA）に凍結組織を入れ、ポリトロンホモ

ゲナイザーを用いて破砕した。3000 rpm （800 g）、4℃で 10分遠心後、上清について BCA 

Protein Assay kit（Pierce®：Thermo Scientific、USA）を用いてタンパク濃度を測定した。1レー

ンあたり約 8 μgのタンパク質を 4-20%グラジエントゲル（Wako、Japan）を用いた SDS-ポリア

クリルアミドゲル電気泳動法で展開し、さらにニトロセルロース膜（Hybound - C Extra： GE 

Healthcare、Japan）に転写した。一次抗体を用いて免疫反応を行った後、SuperSignal

（Thermo Scientific、USA）を用いて化学発光反応させ、ImageQuant LAS4000 mini（GE 

Healthcare、Japan）により検出した。 

 

3) 免疫組織蛍光法 

ミクロトーム（RM2245：LEICA、Germany）によりパラフィン包埋ブロックから 5 μm厚の切

片を作製した。また、凍結標本ブロックからはクライオスタット（CM3050 S： LEICA、

Germany）を用いて 10 μm厚の切片を作製した。パラフィン切片は脱パラフィン後、凍結切片

は解凍後に TritonX-100を含むリン酸緩衝生理食塩水（0.1% TritonX-100、0.1 M リン酸緩

衝液 [pH7.4]、150 mM NaCl）にて洗浄し、5%正常ヤギ血清を用いてブロッキング処理した

後、一次抗体を 4℃、一晩反応させ、さらに Alexa Fluor 488もしくは Alexa Fluor 594で標識

された二次抗体を反応させた。核染色には Hoechst33342を用いた。水溶性封入剤

（Fluoromount： Diagnostic Bio Systems、USA）で封入後、共焦点レーザー顕微鏡（FV1000：

Olympus、Japan）で観察した。約 1 µmの光学切片画像を Z軸方向に 5-6枚連続で取得し、

これらを重ね合わせたものを最終的な画像とした。また、LC3の免疫染色性を定量するため

に、創中心部、創縁部および創周囲皮膚領域において 212 x 212 mの視野領域を無作為

に（創周囲の皮膚領域においては、創部と接する領域は除いた）3か所ずつ画像取得し、細
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胞あたりの LC3陽性顆粒数を算出した。統計学的有意差解析は Student’s-t検定または

Tukey-Kramer 法を用いた。 

 

4）電子顕微鏡観察 

創作製後 5日目にラットを麻酔後、2% グルタールアルデヒドと 2% パラホルムアルデヒド

を含む 0.1 M リン酸緩衝液 [pH 7.4]で潅流固定した。創部を切り出した後、マイクロスライ

サーを用いて 0.2-0.5 mmの厚さにスライスした。さらに同じ固定液にて 4℃で一晩浸漬した。

7.5% スクロースを含む 0.1 M リン酸緩衝液で 3回洗浄した後、1% 四酸化オスミウムと

7.5% スクロースを含む 0.1 M リン酸緩衝液で 4℃、2時間固定した。その後、定法によりア

ルコールで脱水し、Epon812樹脂に包埋した。ウルトラミクロトーム（ULTRACUT UCT： 

LEICA、Germany）を用いて約 60 nmの超薄切片を作製し、酢酸ウラン溶液（#219-00692： 

Wako、Japan）で 5分間、さらに 0.25-0.3%のクエン酸鉛溶液で 5分間処理した後に透過型電

子顕微鏡 (JEM-1200EX： JEOL、Japan) で観察した。  
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6）抗体 

 本研究で用いた抗体と希釈倍率は以下の通りである。 

抗体の種類 クローン名・ 

カタログ番号 

製造元 希釈倍率 

ウェスタンブロット法 免疫組織蛍光法 

抗 LC3抗体 2057-1 EPITOMICS、USA 1：200 1：200 

抗 LC3抗体 PM046 MBL、Japan  1：500 

抗 pMAPK抗体 #9102 Cell Signaling、USA； 1：1000  

抗 ED1抗体 MCA341R Serotec、UK 1：1000 1：50 

抗 αSMA抗体 VP-S281 VECTOR、USA 1:1000 1：100 

抗 P4H抗体 AF5110-1 Acris、Germany 1:1000 1：1000 

抗 Atg16L抗体 IF12 MBL、Japan  1:500 

抗 GAPDH抗体 sc-32233 Santa Cruz Biotechnology、USA 1:1000  

（略語の説明) 

 pMAPK：リン酸化MAP kinase、αSMA：α smooth muscle actin、P4H：Prolyl-4-Hydroxylase 
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結果 

ラットを用いた創傷治癒実験系の確立 

本研究で用いたラット創傷治癒モデルにおける組織学的変化を確認する目的で、パラフィ

ン組織切片を HE 染色により観察した。2 日目から欠損部が細胞外基質で補填され、5-9 日

目には肉芽形成と創収縮が見られた（図 2A）。そして 14 日目には上皮化した。次に創傷治

癒過程に関連する各種マーカー分子についてウェスタンブロット法で調べたところ（図 2B、

D）、マクロファージマーカーである ED1 の反応性は創作製後 2、5 日目に強く、その後徐々

に減少した。増殖シグナルを示す pMAPKは 2－9日目で上昇を示し、線維芽細胞のマーカ

ーである P4H は 2－7日目に増加した。また、筋線維芽細胞マーカーである αSMA は 5－

14 日目にかけて増加した。以上の結果から、本創傷治癒モデルにおいて、炎症期は 2－5

日目にピークを迎え、それに続く 2－9 日目が増殖期、5－14 日がリモデリング期に相当し、

増殖期とリモデリング期は数日にわたりオーバーラップしていると考えられた。 

 

創傷治癒過程における LC3-Ⅱの生化学的変動解析 

創傷治癒過程におけるオートファジーの関与を調べるために LC3-II タンパク質の量的変

化を、ウェスタンブロット法にて解析した（図 2C、D）。LC3-IIは LC3-Iに脂質が結合して生成

されるため、その変化を確認するために LC3-I と LC3-IIの比を計算したが、大きな変化とし

てとらえることができなかった。 

 

免疫組織学的解析による LC3陽性細胞の同定 

生化学的解析では動的に変化する創傷治癒過程を時間空間的に解析することが困難

なため、抗 LC3抗体を用いて免疫組織学的解析を行った。細胞を同定するために、コ

ラーゲン生合成に必要な酵素である P4Hを線維芽細胞のマーカー [21]、αSMAを筋線
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維芽細胞マーカー、およびED1を活性化マクロファージのマーカーとして二重免疫蛍光

法を行った（図 3）。創作製後 2および 9日目の肉芽組織を観察すると LC3は多くの細胞で

顆粒状に検出され、陽性細胞のほとんどが P4H陽性の線維芽細胞であった。創作製後 5お

よび 7日目では αSMA陽性の筋線維芽細胞の一部にも顆粒状の LC3免疫反応が認めら

れた。一方、創作製後 2日目では ED1陽性細胞には明らかな LC3陽性顆粒は認められな

かった。 

線維芽細胞における LC3陽性顆粒の一部がオートファジー隔離膜であることを確認する

ために、隔離膜マーカーである Atg16L との二重免疫蛍光法を行った。図 4A、Bに示すよう

にカップ状のLC3陽性シグナルの一部はAtg16Lと一致していた。一方、創作製後 5日目の

創縁付近を電子顕微鏡にて観察したところ、図 4C、Dに示すように、典型的なオートファゴソ

ームが線維芽細胞に認められた。 

以上の結果は、創傷治癒過程で見られる LC3陽性顆粒が主に線維芽細胞や一部の筋

線維芽細胞に局在することを示し、オートファジー現象がこれら細胞機能と関連する可能性

を示唆する。従って以後は線維芽細胞と筋線維芽細胞に焦点を絞って解析を進めた。 

 

創傷治癒過程における LC3陽性顆粒数の部位別変化 

LC3陽性顆粒の創組織内分布を調べる目的で、創作製後 7日目における創組織を創縁

部、創中心部および創周囲皮膚領域に分け（図 5A）、各部位における線維芽細胞当たりの

LC3陽性顆粒数を定量した。その結果、創縁部の線維芽細胞は創中心部の細胞よりも LC3

陽性顆粒が多い傾向にあった（図 5B、C）。創傷治癒過程の各時点において領域別に LC3

陽性顆粒数を定量したところ、図5D、Eに示すように創縁部では創作製後7日目に最も高か

った。一方、創中心部では 6時間目と 2日目に創周囲皮膚領域と比べてやや高く、5、7日目

で一旦下がるが 9日目に増加しピークを示した。また、創縁部と創中心部を比較すると 6時
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間と 2日では有意差はなかったが、5、7、9日目では創縁部の線維芽細胞は創中心部の細

胞よりも、それぞれ 5倍、8倍、1.5倍程度、有意に高かった。また、対照として測定した創周

囲皮膚領域の線維芽細胞は 7、9日目で上昇し、9日目では創縁の細胞よりも高い値を示し

た。14日目になると創部および創周囲皮膚領域の両者で顆粒数は 6時間、2日、5日の創

周囲皮膚領域のレベルまで低下した。 

 

bFGF投与の影響 

bFGFの LC3陽性顆粒数に対する影響を検討するため、20 mm径の円形創作製後に

bFGFを投与した側と対照側に分け、LC3 と αSMAに対する抗体を用いて二重免疫組織蛍

光法を行った。まず、αSMAのシグナルは bFGF投与側では創縁部、創中心部ともに対照側

より明らかに減少していた（図 6A-D）。bFGFは線維芽細胞における αSMA発現を抑制する

ことが報告されているため[22]、この結果は本実験モデルにおいて bFGFが創内の線維芽

細胞に作用していることを示す。次に細胞あたりのLC3陽性顆粒数を定量した所、対照側で

は創中心部より創縁部の方が約 2.9倍多く（p < 0.01; 図 6E）、前述した 10 mm径の円形創

作製モデルにおける結果（図 5D、E）を再現できた。一方、投与側の創中心部における LC3

顆粒数は対照側の同部位より約 3.7倍多く（p < 0.01）、投与側の創縁部と同程度であった。
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考察 

創傷治癒過程におけるオートファジーの関与について 

本研究では、ラット創傷治癒過程におけるオートファジーの関与について、オートファゴソ

ームマーカーであるLC3を指標として解析した。特に、免疫組織学的解析によりLC3陽性顆

粒が線維芽細胞および一部の筋線維芽細胞に認められ、その数が増殖期後半に多く、しか

も創中心部よりも創縁部で多いことを明らかにした。また、LC3顆粒数は創周囲の皮膚領域

においても創傷治癒過程後期に顕著に増加することを見出した。さらに創傷治癒促進剤で

ある bFGF投与により、創中心部の線維芽細胞で LC3顆粒数が有意に増加した。これら結

果から、オートファジーが線維芽細胞機能と関連して創傷治癒過程に関わることが示唆され

た。最近、Xiao らはオートファジーを活性化させることにより、2度熱傷ラットモデルにおける

治癒期間が短縮すると報告した[19]。ここでは抗菌剤として開発された rapamycinを用いて

いるが、この薬剤は、mammalian target of rapamycin（mTOR） というキナーゼを阻害するこ

とによりオートファジーを亢進する薬剤としても知られている。おそらく全層皮膚欠損創モデ

ルにおいても同様の効果が得られる可能性があり、今後は rapamycinを含めたオートファジ

ーの制御薬剤を応用して、その効果を調べることが必要となろう。 

 

線維芽細胞の機能に関連したオートファジー 

次に線維芽細胞における LC3顆粒の増加の意義について考察する。創傷治癒過程で出

現する線維芽細胞の由来は、周囲からの遊走、骨髄や血管周囲細胞の動員などさまざまで

あるが、多くは周囲の結合組織から遊走してくることが分かっている[23]。創面に移動してき

た増殖期の線維芽細胞は移動を止め、増殖しながら、盛んにコラーゲンを産生し欠損空間

を補填するとともに、一部は筋線維芽細胞に分化して自身のストレスファイバー（αSMA）を

介して創の収縮に寄与する [24]。さらに、組織の補填と上皮化が進行してくると、役割を終
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えた細胞は細胞死によって創傷面より減少、消失する [25]。すなわち、創傷組織において

線維芽細胞は細胞移動、細胞増殖、コラーゲン産生、筋線維芽細胞への分化、細胞死など

の現象を経ており、これらにオートファジーが関わっている可能性がある（図 7参照）。 

細胞移動への関与については、最近の Tuloup-Minguez らの報告が興味深い。著者らは

マウス胎児線維芽細胞Mouse Embryonic Fibroblasts（MEF）やヒト子宮頸がん由来の HeLa

細胞でオートファジーを抑制すると、β1 integrinの membrane recyclingが促進し、細胞遊走

能を亢進させることを示した【26】。この現象が in vivoでも起きるならば、創傷部に移動して

きた線維芽細胞は移動を停止する必要があり、オートファジーの活性上昇がこの現象に関

わる可能性は十分考えられる（図 7-①）。本研究で見出した創縁部の線維芽細胞における

LC3陽性顆粒の増加はこの仮説を支持するものと考えられる。 

本研究では、LC3陽性顆粒は筋線維芽細胞の一部にも認められた。また創中心部の線

維芽細胞における数は創作製後 5日目から徐々に増加し 9日目でピークとなり、創縁部の

数に近づいた。コラーゲン産生を終了した線維芽細胞は筋線維芽細胞に分化することが知

られているため、この変化は線維芽細胞から筋線維芽細胞への分化を反映するものと推測

される。おそらく、分化の過程で起きる細胞内タンパク質の大規模な分解と新生にオートファ

ジーが作用しているのだろう（図 7-②）。 

一方、オートファジーの細胞増殖への関与に関しては、否定的な報告が多い。まず増殖シ

グナルの多くは mTORを活性化するため、オートファジーは抑制される傾向にある。実際、

bFGF により線維芽細胞を刺激するとオートファジーが抑制されることが最近報告された[27]。

しかし、本研究では bFGF投与により細胞増殖を刺激した結果、創中心部の線維芽細胞に

おいて LC3陽性顆粒が有意に増加した。この矛盾点を明確に説明することはできないが、

いくつか考慮すべき観点がある。まず、培養細胞と生体を用いた実験系の違いが挙げられ

る。MEFを用いた実験では bFGF投与後 2時間でオートファジーが抑制され、その効果はお
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そらく継続的である。しかし創作製後 7日目の創中心部では、本来であれば筋線維芽細胞

への分化シグナルが活性化される条件下で、同時に bFGFによる増殖シグナルが作用して

いる状態と考えられる [21、23、 28]。特に今回の創傷治癒モデルでは最終の bFGF投与か

ら 5-6時間後に組織を採取しているため、増殖と分化シグナルの優先度が変化している状

態と考えられ、これがオートファジーを誘導している可能性がある（図 7-③）。したがって、今

後は創組織における bFGF投与後のオートファジー活性の推移を調査する必要があろう。ま

た、後述するように bFGFの投与実験においても autophagy fluxを解析して実際にオートファ

ジーが亢進しているのか、あるいはリソソーム分解が抑制されている状態かを明確にしなく

てはならない。 

最近、IL-2により誘導されるMEFの増殖にオートファジーが必要であるとの報告がある

が[29]、その根拠はオートファジー阻害剤の投与、あるいはオートファジー関連遺伝子であ

るATG5や beclin 1の発現低下によるアポトーシス誘導によるものであり、この場合はオート

ファジーは増殖というよりは生存に必須であることを示唆している。 

また本研究では対照として測定した創周囲の皮膚の線維芽細胞で LC3顆粒の増加が認

められた。その増加は創傷治癒過程の後期に起こり、瘢痕治癒とともに速やかに消失する

経過を辿った。この時期の創周囲領域における線維芽細胞の反応として、創内で起きてい

る細胞増殖、分化、移動、コラーゲン産生能の変化などは考えがたい。創傷部近傍に存在

することで創傷部からの増殖因子 [30] やサイトカインの影響、そして創傷部の収縮に伴う

張力が影響している可能性やこれら外界刺激に対応する恒常性維持機構としてオートファ

ジーが機能しているなどの可能性が考えられるが、これらに関しても今後さらなる検討が必

要である。 

 

本研究で用いた方法論の問題点と解決法について 
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一般的に、ウェスタンブロット法による LC3-IIや免疫組織学的な LC3顆粒数の増加は、

必ずしもオートファジー活性の亢進を示すものではない[31][32]。例えばリソソーム分解が抑

制されると LC3は分解されずにオートリソソームに蓄積し、また、オートファゴソームとリソソ

ームの融合不全があっても LC3顆粒が蓄積する。従って、LC3顆粒の増加は、オートファジ

ー活性の亢進、オートファジー過程の抑制、リソソーム分解抑制のどれか、あるいはこれら

複数の要因を反映するものと考えられる。オートファジー活性の亢進を主張するためには 

autophagy fluxを止める実験、例えば本動物実験系に阻害剤等を用いてリソソーム分解抑

制操作を加え、その期間における LC3-IIの有意な上昇を示す必要がある。また、将来的に

隔離膜、オートファゴソーム、オートリソソームに対する別のマーカーを用いて LC3顆粒の詳

細な同定を行い、各構造の割合を調べることが必要と考えられる。 

今回はオートファジーの指標として線維芽細胞における LC3陽性顆粒数の変化を報告し

たが、ウェスタンブロット法で検出した LC3-II量は創傷治癒過程で明らかな変化を示さなか

った。理由として、生化学的解析では表皮細胞、血管内皮細胞、その他の炎症性細胞や創

周囲の皮膚領域の細胞などを分離できないために、これら細胞群の LC3を検出している可

能性が考えられる。特に組織学的解析から創周囲皮膚領域の線維芽細胞における LC3陽

性顆粒は無視できないレベルと考えられた。また、血管内皮細胞に関しては、2007年のRoy

らによる報告が興味深い。彼らは褥創など慢性創傷の患者の血管組織をレーザーマイクロ

ダイセクションにより採取し、マイクロアレイ解析することによって発現変化している遺伝子群

を抽出した[33]。高発現を示す遺伝子としてオートファジー関連遺伝子である Atg4が含まれ

ており補足データとして公開されている。論文中での詳細解析はなされていないが、今後は

創傷部血管におけるオートファジーの動態も検討する必要があろう。その他、今後の実験に

おいては採取部位の特定法や抽出条件の改良が必要と考えている。 
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将来の展望 

近年、オートファジーは飢餓状態におけるアミノ酸供給を目的とした細胞内大規模分解

（すなわち非選択的分解）だけでなく、細胞内の不要成分を処理し再利用するための選択的

オートファジーという機能が存在することが分かってきた [34]。例えばユビキチン凝集体

（aggrephagy）や機能不全のミトコンドリア（mitophagy）、あるいは細菌（xenophagy）などを選

択的に分解することにより生体防御戦略の一部をなしている。創傷治癒に関わる線維芽細

胞は外環境に応じた大きな変化、すなわち細胞のリノベーション [35] を強いられていること

から、ここにオートファジー・リソソーム分解系が関与することは十分考えられる。本研究が

進展し、線維芽細胞が関わる組織治癒機構の解明および慢性創傷や異常瘢痕などの病態

機構の解明がなされれば、新たな治療の糸口につながることが期待される。 
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付図説明 

図 1 オートファジー・リソソーム分解系と LC3局在 

細胞質内に隔離膜 （isolation membrane） と呼ばれる二重膜構造が出現し、タンパク質

やオルガネラを含む細胞質部分を取り囲む （isolation membrane あるいはphagophore）。隔

離膜が閉じるとオートファゴゾーム  （autophagosome）となり、さらにここにリソソーム 

（ lysosome ）が融合することによって加水分解酵素が供給され、オートリソソーム 

（autolysosome）となる。オートファジーが惹起されると細胞質拡散型の LC3-I はフォスファチ

ジルエタノールアミン（PE）と結合して LC3-II となり（青丸）、隔離膜に局在する。オートファゴ

ソーム二重膜の内側膜に結合したものはリソソーム酵素で分解され、外側膜に結合したも

のは Atg4 により切断を受け細胞質に遊離する。一方、Atg12-Atg5-Atg16L 複合体（ピンク

丸）は隔離膜に局在するが、閉じてオートファゴソームが完成すると膜から解離する。矢印

は LC3および Atg16Lがマーカーとなる対象構造の範囲を示す。 

 

図 2 本研究で用いたラット創傷治癒モデルと LC3-IIの発現変化 

（A）正常皮膚（control）および創作製後 6時間（6h）、2、5、7、9、14日目（各々2、5、7、9、

14d）のHE染色像を示す。これら組織像およびウェスタンブロット法による各種マーカー発現

パターン（B）に基づいて、創傷治癒過程の各期間 （inflammatory phase、proliferation phase、

remodeling phase）を判断し左に示す。＊：創面、M：皮筋、s：瘢痕面 

（B、C、D）ラット正常皮膚（control、C）および創作製後 6時間（6h）、2、5、7、9、14日目

（各々2、5、7、9、14d）における創傷部組織の抽出液を調整し、ウェスタンブロット法により

ED1、 pMAPK （p42 and p44）、P4H、 αSMA、GAPDH （B）および LC3-I と LC3-II （C）の

発現変化を調べた。（D）にその値を定量化し、GAPDHで除したものをグラフ化して示す。

LC3-IとLC3-IIのバンド位置の指標として、通常環境下で飼育したラットの肝臓抽出液（cont）
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および 24時間飢餓状態においたもの（st）を左に示す。一次抗体反応には抗 LC3抗体

（2057-1）を使用した。 kD: 分子量 

 

図 3 LC3陽性細胞の同定 

 各時期（2、5、7、9日後）における創傷部固定組織について凍結切片を作製し、抗 LC3抗

体（PM046、赤）と以下のマーカー抗体を用いて二重免疫蛍光法を行った： 抗 P4H 抗体（A、

緑）、抗 αSMA抗体（B、緑）、および抗 ED1抗体（C、緑）。それぞれ四角枠部位の拡大を

insetに、マージ像を最右側に示す。Scale bar：10 μm 

 

図 4 LC3 と Atg16Lの二重免疫蛍光法および電子顕微鏡解析 

（A、B）創作製後 7日後における創傷部固定組織についてパラフィン切片を作製し、抗

LC3抗体（2057-1、赤）と抗Atg16L抗体（緑）を用いて二重免疫蛍光法を行った。2視野を示

し、それぞれ矢印の構造を拡大して insetに示す。各染色シグナルおよびヘキスト染色（青、

核染色）とのマージ像を最右側に示す。Scale bar：5μm 

（C、D）創作製後 5日目における創傷部固定組織についてエポン樹脂包埋切片を作製し、

電子顕微鏡で観察した。コラーゲン細線維に囲まれ、粗面小胞体が発達した線維芽細胞を

認める。Cの四角枠を拡大して Dに、Dの四角枠を拡大して insetに示す。矢印はオートファ

ゴゾームを示す。Scale bar：C；1 um、D；200 nm 

 

図 5 創傷治癒過程における LC3陽性顆粒数の部位別変化 

（A）は創周囲皮膚領域（periwound skin）、創中心部（center）、創縁部（margin）がどの部分

を指すかを示す。 
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（B、C）創作製後 6時間（6h）、2、5、7、9、14日目（各々2、5、7、9、14d）における固定組織

についてパラフィン切片を作製し、抗 LC3抗体（2057-1、赤）を用いて免疫蛍光法を行った。

創作製後 7日目における創中心部 （B）および創縁部 （C） の LC3染色像をヘキスト染色

（青、核染色）と共に示す。Scale bar：10 μm  

（D）各時点の創周囲皮膚領域（白）、創中心部 （灰色）および創縁部 （黒）領域について、

細胞あたりの LC3陽性顆粒数をプロットした （mean ±SD）。創作製後 14日目のみ、創中

心部と創縁部を統合して表示した（#）。有意差を示した検定結果のみ“*”で示す（ p ＜ 

0.01、Student’s t test）。 

（E） LC3陽性顆粒数の時間変化を折れ線グラフに示す。各部位において、5日目とそれ

以外の時点を比較し有意差検定を行った。創作製後 14日目のみ、創中心部と創縁部を統

合して表示した（#）。有意差を示した検定結果のみ“*”で示す（ p < 0.05、 Tukey-Kramer 

test） 

図 6 bFGF投与による LC3分布への影響 

（A-D）創作製後 bFGF塗布した側 （C、D）と塗布しない側 （A、B） に分け、7日目の創傷

部固定組織についてパラフィン切片を作製し、抗 LC3抗体（2057-1、赤）と抗 αSMA抗体（緑）

を用いて二重免疫蛍光法を行った。創中心部 （A、 C） および創縁部 （B、D）の例を図示

し、最右側にはマージ画像をヘキスト染色（青、核染色）と共に示す。四角枠部分の拡大を

insetに示す。Scale bar：20 μm  

（E） 創中心部（灰色）および創縁部（黒）における LC3顆粒数 （mean ±SD）を示す。 

有意差を示した検定結果のみ“*”で示す（ p ＜ 0.01、Student’s t test） 

 

図 7 創傷治癒過程における線維芽細胞の機能変化に対応したオートファジーの関与 
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 創傷治癒過程では、線維芽細胞の様々な機能変化が時間空間的に起こる。本研究結果

および過去の文献から、オートファジーが線維芽細胞の移動停止（①）、筋線維芽細胞への

分化（②）、および増殖・分化シグナルの優先度の変化（③）に関与することが推測される。

青丸は LC3顆粒を示す。 

 



図1 オートファジー・リソソーム分解系とLC3局在 
 
細胞質内に隔離膜 （isolation membrane） と呼ばれる二重膜構造が出現し、タンパク質やオルガネラ
を含む細胞質部分を取り囲む （isolation membrane あるいはphagophore）。隔離膜が閉じるとオート
ファゴゾーム （autophagosome）となり、さらにここにリソソーム （lysosome）が融合することによって加水
分解酵素が供給され、オートリソソーム （autolysosome） となる。オートファジーが惹起されると細胞質
拡散型のLC3-Iはフォスファチジルエタノールアミン（PE）と結合してLC3-IIとなり（青丸）、隔離膜に局
在する。オートファゴソーム二重膜の内側膜に結合したものはリソソーム酵素で分解され、外側膜に結
合したものはAtg4により切断を受け細胞質に遊離する。一方、Atg12-Atg5-Atg16L 複合体（ピンク丸）
は隔離膜に局在するが、閉じてオートファゴソームが完成すると膜から解離する。矢印はLC3および
Atg16Lがマーカーとなる対象構造の範囲を示す。 
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図2 本研究で用いたラット創傷治癒モデルとLC3-IIの発現変化 
 
（A）正常皮膚（control）および創作製後6時間（6h）、2、5、7、9、14日目（各々2、5、7、9、14d）のHE染色像を示す。これ
ら組織像およびウエスタンブロット法による各種マーカー発現パターン（B）に基づいて、創傷治癒過程の各期間 
（inflammatory phase、proliferation phase、remodeling phase）を判断し左に示す。 
＊：創面、M：皮筋、s：瘢痕面 
（B、C、D）ラット正常皮膚（control、C）および創作製後6時間（6h）、2、5、7、9、14日目（各々2、5、7、9、14d）における創
傷部組織の抽出液を調整し、ウエスタンブロット法によりED1、 pMAPK （p42 and p44）、P4H、 αSMA、GAPDH （B）およ
びLC3-IとLC3-II （C）の発現変化を調べた。（D）にその値を定量化し、GAPDHで除したものをグラフ化して示す。LC3-Iと
LC3-IIのバンド位置の指標として、通常環境下で飼育したラットの肝臓抽出液（cont）および24時間飢餓状態においたも
の（st）を左に示す。一次抗体反応には抗LC3抗体（2057-1）を使用した。 kD: 分子量 
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図3 LC3陽性細胞の同定 
 
各時期（2、5、7、9日後）における創傷部固定組織について凍結切片を作製し、抗LC3抗体
（PM046、赤）と以下のマーカー抗体を用いて二重免疫蛍光法を行った： 抗P4H抗体（A、緑）、
抗αSMA抗体（B、緑）、および抗ED1抗体（C、緑）。それぞれ四角枠部位の拡大をinsetに、
マージ像を最右側に示す。Scale bar：10 μm 
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図4 LC3とAtg16Lの二重免疫蛍光法および電子顕微鏡解析 
 
（A、B）創作製後7日後における創傷部固定組織についてパラフィン切
片を作製し、抗LC3抗体（2057-1、赤）と抗Atg16L抗体（緑）を用いて二重
免疫蛍光法を行った。2視野を示し、それぞれ矢印の構造を拡大してinset
に示す。各染色シグナルおよびヘキスト染色（青、核染色）とのマージ像を
最右側に示す。Scale bar：5μm 
（C、D）創作製後5日目における創傷部固定組織についてエポン樹脂包
埋切片を作製し、電子顕微鏡で観察した。コラーゲン細線維に囲まれ、粗
面小胞体が発達した線維芽細胞を認める。Cの四角枠を拡大してDに、D
の四角枠を拡大してinsetに示す。矢印はオートファゴゾームを示す。 
Scale bar：C；1 um、D；200 nm 
 
 

C D 



図5 創傷治癒過程におけるLC3陽性顆粒数の部位別変化 
 
（A）は創周囲皮膚領域（periwound skin）、創中心部（center）、創縁部（margin）がどの部分を指すかを示す。 
（B、C）創作製後6時間（6h）、2、5、7、9、14日目（各々2、5、7、9、14d）における固定組織についてパラフィン切片を作製し、
抗LC3抗体（2057-1、赤）を用いて免疫蛍光法を行った。創作製後7日目における創中心部 （B）および創縁部 （C） のLC3染
色像をヘキスト染色（青、核染色）と共に示す。Scale bar：10 μm  
（D）各時点の創周囲皮膚領域（白）、創中心部 （灰色）および創縁部 （黒）領域について、細胞あたりのLC3陽性顆粒数を
プロットした （mean ±SD）。創作製後14日目のみ、創中心部と創縁部を統合して表示した（#）。有意差を示した検定結果の
み“*”で示す（ p ＜ 0.01、Student’s t test）。 
（E） LC3陽性顆粒数の時間変化を折れ線グラフに示す。各部位において、5日目とそれ以外の時点を比較し有意差検定
を行った。創作製後14日目のみ、創中心部と創縁部を統合して表示した（#）。有意差を示した検定結果のみ“*”で示す（ p < 
0.05、Tukey-Kramer test）。 
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図6 bFGF投与によるLC3分布への影響 
 
（A-D）創作製後bFGF塗布した側 （C、D）と塗布しない側 （A、B） に分け、7日目の創
傷部固定組織についてパラフィン切片を作製し、抗LC3抗体（2057-1、赤）と抗αSMA抗
体（緑）を用いて二重免疫蛍光法を行った。創中心部 （A、 C） および創縁部 （B、D）の
例を図示し、最右側にはマージ画像をヘキスト染色（青、核染色）と共に示す。四角枠
部分の拡大をinsetに示す。Scale bar：20 μm  
（E） 創中心部（灰色）および創縁部（黒）におけるLC3顆粒数 （mean ±SD）を示す。 
有意差を示した検定結果のみ“*”で示す（ p ＜ 0.01、 Student’s t test）。 
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図7 創傷治癒過程における線維芽細胞の機能変化に対応したオートファジーの関与 
 
 創傷治癒過程では、線維芽細胞の様々な機能変化が時間空間的に起こる。本研究結果および過去の文献
から、オートファジ―が線維芽細胞の移動停止（①）、筋線維芽細胞への分化（②）、および増殖・分化シグナ
ルの優先度の変化（③）に関与することが推測される。青丸はLC3顆粒を示す。 
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