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Tissue regeneration using macrophage migration inhibitory

factor―impregnated gelatin microbeads in cutaneous wounds

(MIF浸透ゼラチンビーズを用いた皮膚創傷の治療への応用）

学位論文内容の要旨

背景：

  マクロファージ遊走阻止因子(MIF)は，遅延型アレルギー反応に関与することで発見され

た液性因子である。MIFは当初、活J陞三イ匕リンパ球より分泌され、マクロファージの遊走を

阻止し、集積したマクロファージを局所に留める作用を持っりンフォカインとして報告さ

れた。しかし、最近の研究により、MIFはりンパ球のみならずマクロファージ、線維芽細

胞、骨芽細胞、上皮細胞など種々の細胞において大量に発現しており、TNF-aや11-6と同

様に、炎症性サイ卜カインネットワークを形成し、生体内の炎症反応、免疫応答など様カ

な現象に重要な役割を果たしている事が明らかにされた。

  さらに、MIFは成長因子としての機能も有し、皮膚においては特に増殖の贐んな基底細

胞に強く発現しており、MIFは細胞増殖に対しても関与することも示唆されている。よっ

て皮膚再生現象である創傷治癒過程において、MIFが炎症メディエーターや成長因子とし

ての働きを介して、促進的役割を持っことが予想される。

方法と結果：

  本研究において，皮膚の創傷治癒におけるMIFの機能と役割を解明するために、皮膚創

傷治癒過程におけるMIFの関与を血vivoおよび血vitroで検討した。加えて徐放剤であ

るMIF浸透ゼラチンビーズを用いて皮膚創傷の治療応用についても検討した。

  最初に、野生型(WT)マウスとMIFノックアウト(KO)マウスを用いて直径5mmの皮膚

欠損創を背部に作成し、創傷治癒を観察した。WTマウスは欠損創が閉鎖し、完全治癒す

るまでに平均9日問要したのに比較して、MIF KOマウスでは平均12日間と治癒遅延を認

めた。次にMIF KOマウス線維芽細胞を用いて、細胞増殖及び遊走能を分析した。

Lipopolysaccharide (LPS)刺激による線維芽細胞において、MIF KOマウス線維芽細胞は

WTマウス線維芽細胞に比べ、著しく細胞増殖の抑制が見られた。さらに線維芽細胞遊走

能を検討するためりゾホスファチド酸(Lysophospha伍dicacid：LPゆ刺激による遊走能の

変化を検討した。u｝Aは活性化リン脂質として細胞遊走能に関与する重要な役割を果たし

ていることが知られている。工胎添加12時間後、MIFRO線維芽細胞の遊走はWTに比
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べ顕著に減少した。Rho蛋白は細胞骨格、細胞運動などを制御するスイッチとして知られ

ているため、LPA刺激による線維芽細胞RhoA蛋白の発現をRhoac伍vationa88ay法を用

いて検討した。WTマウス線維芽細胞では、LI）A刺激15分後にRh（｝Aの発現は上昇し、30

分後まで持続したが、MIFKOマウス線維芽細胞ではLPA刺激によるRhoAの発現は非常

に低かった。これらの結果から、線維芽細胞において、MIFの存在下で、LPA刺激により

RhoA蛋白は活性化され、細胞遊走は促進された。ー方、MIF非存在下ヤはRhoA蛋白の

活性化は認められず、細胞遊走の促進は認められなかった。よって、MIFは線維芽細胞遊

走に関わるR．hoAシグナル伝達経路に極めて重要な分子であることが示唆された。

  最後に、MIF浸透ゼラチンビーズを用いて皮膚創傷の治療効果を検討した。このゼラチ

ンビーズはMIF徐放剤としての機能を有し、一定濃度で2日聞安定してMIFを放出する。

皮膚創傷周辺にMIF浸透ゼラチンビーズ3剛500彫を皮内投与する群は、生食に融解した

MIFを注入した群に比べ、創閉鎖が3日間短縮し、創傷治癒の促進がみられた。更に、MIF

を浸透ゼラチンビーズを含んだ人工真皮をマウスの皮内に移植すると、真皮コラーゲン産

生及び毛細血管新生の促進が認められた。

考察：

  今回の研究において、MIFは創傷治癒に促進的に関わり、この効果の一部は線維芽細胞

の増殖、遊走を促進することから惹き起こされることが明らかとなった。さらに、徐放剤

であるMIF浸透ゼラチンビーズは皮膚創傷治療に臨床応用できる可能性が示唆された。
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学位論文審査の要旨

    学位論文題名

Tissue regeneration uslngmaCrophagemigrationinhibitory

faCtor―impregnatedgelatinmlCrobeadSinCutaneouSW’OundS

    （MIF浸透ゼラチンビーズを用いた皮膚創傷の治療への応用）

  背景：
  マクロファージ遊走阻止因子(MIF)は，遅延型アレルギー反応に関与することで発見された

液陸因子である。MIFは当初、活性化リンパ球より分泌され、マクロファージの遊走を阻止
し、集積したマクロファージを局所に留める作用を持っりンフォカインとして報告された。

しかし、最近の研究により、MIFはりンパ球のみならずマクロファージ、線維芽細胞、骨芽
細胞、上皮細胞など種々の細胞において大量に発現しており、TNF-aや11-6と同様に、炎

症性サイトカインネットワークを形成し、生体内の炎症反応、免疫応答など様々な現象に重
要な役割を果たしている事が明らかにされた。
  さらに、MIFは成長因子としての機能も有し、皮膚においては特に増殖の盛んな基底細胞
に強く発現しており、MIFは細胞増殖に対しても関与することが示唆されている。よって皮

膚再生現象である創傷治癒過程において、MIFが炎症メディエーターや成長因子としての働
きを介して、促進的役割を持つことが予想される。

方法と結果：
  本研究において，皮膚の創傷治癒におけるMIFの機能と役割を解明するために、皮膚創傷

治癒過程におけるMIFの関与をin vivoおよび血vitroで検討した。加えて徐放剤であるMIF
浸 透ゼ ラ チン ビ ーズ を 用い て 皮膚 創傷 の 治療 応 用に ついて も検討した。

  最初に、野生型（WDマウスとMIFノックアウト(KO)マウスを用いて直径Smmの皮膚欠損
創を背部に作成し、倉幡贓を観察した。WTマウスは欠損創が閉鎖し、完全治癒するまで

に平均9日間要したのに比較して、MIF KOマウスでは平均12日間と治癒遅延を認めた。次
に、 MIF KOマウ ス線維芽細胞 を用いて、細 胞増殖及ぴ遊走 能を分析した。
Lipopolysaccharide (LPS殯撒による櫞隹芽糸田胞において、MIF KOマウス線維辯田胞はWマ

ウス線維芽細胞に比較し、著しい細胞増殖の抑制が見られた。さらに、線維芽細胞遊走能を
検計尹るためりゾホスファチド酸(LysopD叩hat尚caCid：LI－り朿撒による遊走能の変化を検討
した。u’Aは活性化リン脂質として細胞遊走能に関与する重要な役割を果たしていることが
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知られている。LPA添如12時間後、MIF KO線維芽細胞の遊走はWTに比べ顕著に減少し

た。Rho蛋白は細胞骨格、細胞運動などを制御するスイッチとして知られているため、LPA

刺激による線維芽細胞リン酸化Rho (Rho．A，RaC1，Cd042）蛋白の発現をW｜蕗缸nB10t法を用

いて検耐した。WTマウス線維芽糸田胞では、I量A朿IJ激15分後にりン醪H匕mlo蛋白の発現は

上昇し、30分後まで持続したが、N｛匝KOマウス線維芽細胞ではLI｝A朿撒によるりン酸

化Rho蛋白の発現は非常に低かった。これらの結果から、線維芽細胞i弓おいて、Mmの存庄

下で、LI）A刺激によルリン酸化Rho蛋白は漕陸化され、細胞遊走は促進された。一‘方、Mm

非存荏下ではりン酸化珊10蛋白の活陸化は抑制され、細胞遊走の促進はわずかであった。よ

って、MIFは線維芽細胞遊走に関わるRhoシグナル伝達経路に極めて重要な分子であること

が示唆された。

  最後に、M正浸透ゼラチンビーズを用いて皮膚創傷の治療効果を検討した。このゼラチン

ヒ．、ーズはMIF徐放剤としての機能を有し、生体内で10日間安定してM匝を放出した。皮膚

創義同辺にM正浸透ゼラチンヒ、・ーズ3‘侶/500彫を皮内投与する群は、生食に融解したMIF

を注入した群に比べ、創閉鎖が3日間短縮し、創傷治癒の促進がみられた。更に、MIFを浸

透ゼラチンビーズを含んだ人工真皮をマウスの皮内に移植すると、真皮コラーゲン産生及び

毛細血管新生の促進が認められた。また、糖尿病モデルマウスにMm浸透ゼラチンビーズを

投与すると、Mm溶解液に比べて、創傷治癒が有意に促進した。

  考察：

  今回の研究において、lvaFは創傷治癒に促進的に関わり、この効果の一部は線維芽細胞の

増殖、遊走を促進することから惹き起こされることを明らかにした。さらに、徐放剤である

MJF浸 透 ゼ ラ チ ン ビ ー ズ は 皮 膚 創 傷 治 療 に 臨 床 応 用 で き る と 期 待 され る 。

  公開発表に際し、副査の近藤哲教授からは、MIF以外には創傷治癒に関与するサイトカインに

ついて、副査の清水宏教授からは今後MIFの臨床応用の展望について、主査の山本有平教授

からは生体内での徐放剤の効果にっいての質問など、その他多くの質問が有ったが、申請者は

大概適切な回答をなし得た。  ．

この論文は、創傷治癒においてMIF浸透ゼラチンビーズでの臨床応用可能陸についての初

めての研究でありこの点を高く評価された。審査員一同は、これらの成果を高く評価し、大学院

課程における研鑚や取得単位なども併せ申請者が博士（医学）の学位を受けるのに充分な資格を

有するものと判定した。


