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研究成果の概要（和文）：　褥瘡や糖尿病性下腿潰瘍など慢性創傷からは緑膿菌がしばしば分離される。緑膿菌
感染の制御には白血球が関与するが、白血球の中でもリンパ球の働きには不明な点が多い。本研究では、リンパ
球の一種であるNKT細胞が急性創傷における白血球集積に与える影響および創部緑膿菌感染にどのような影響を
与えるか解析を行った。　NKT細胞欠損マウスでは、創部好中球数が野生型マウスと比べ、有意に増加してい
た。また、NKT細胞欠損マウスの創部緑膿菌排除が低下した。以上より、NKT細胞が創部好中球集積、および緑膿
菌排除に重要な役割を担う可能性が示唆された。
　

研究成果の概要（英文）：　Pseudomonas aeruginosa is frequently isolated from chronic wounds.NKT 
cells play an important role in various　aspects of the regulation immune responses, including  
protection against bacterial infections. However, it is not fully understood how this lymphocyte is 
involved in the host defense against P. aeruginosa wound infection. In the present sudy,we 
elucidated  the role of NKT cells in clearance of P. aeruginosa from the wound. NKT cell-deficient 
mice showed impaired clearance of P. aeruginosa.
 These results indicate that NKT cells may be involved in the clearance of P. aeruginosa from 
wounds. 

研究分野： 基礎看護学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 近年の高齢化、慢性疾患患者の増加に伴
い、褥瘡や下腿潰瘍など慢性創傷を有する
患者が急増し、3 割が細菌感染によるバイ
オフィ 
ルム産生を伴う重症例と報告されている。
慢性創傷の治療には長期間を要し、莫大な
医療費と精神的な忍耐力が必要とされる。 
創傷は様々な要因で難治化するが、糖尿病
や免疫不全など易感染状態の患者における
感染が最大の問題となっている。 
 創傷において、細菌感染によるバイオフ
ィルム産生は白血球により制御される。白
血球は主に好中球、単球・マクロファージ、
リンパ球に分類され、好中球やマクロファ
ージの貪食・殺菌能については、動物モデ
ルを用いた詳細な解析がなされている。し
かし、慢性創傷の細菌感染に対するリンパ
球の機能は、 
好中球集積の促進に関する報告の一報に限
られ、詳細な解析は行われていない。 
 リンパ球には、通常の T 細胞、B 細胞の
他に Natural Killer (NK) 細胞、NKT 細胞、
γδT 細胞など自然免疫リンパ球の存在が知
られている。本研究では、リンパ球の中で
も感染制御に深く関与し、強力な免疫増強
作用を有する NKT 細胞に注目した。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究では、非常に強力な免疫増強作用
を有し、他の白血球の司令塔として働くリ
ンパ球(NKT 細胞)に注目し、慢性創傷の細
菌によるバイオフィルム産生に対する
NKT 細胞の機能を解明する。創傷における
細菌感染に対する NKT 細胞の役割は明ら
かにされていない。我々は、慢性創傷モデ
ルマウスを用いて、リンパ球制御に基づく
新規ケア技術の確立を目指す。 
 
３．研究の方法 
(1)情報収集 

褥瘡、慢性創傷治療の現状や課題をタイ
ムリーに把握するため、文献検索、資料
の収集を実施する。このため、当該分野 
(創傷、免疫、看護技術) の学会や研究会
へ参加した。 

 (2)動物実験 
①皮膚創傷治癒過程における NKT 細胞活
性化の影響 
 野生型マウス(C57BL/6J)の背部皮膚に全
層欠損創を作成し、NKT 細胞活性化物質で
あるα-GalCerを創部に摘出日まで連日で塗
布し、その治癒過程について解析した。 
②NKT 細胞が創部白血球集積に与える影
響 
 NKT 細胞欠損 Jα18KO マウスと野生型マ
ウスの背部皮膚に全層欠損創を作成し、白
血球集積およびケモカイン産生を解析した。 

③創部細菌感染に対する NKT 細胞の役割 
 野生型マウスに全層欠損層を作成後、緑
膿菌 PAO1 株を 1×104、106、107/CFU/wound
で接種し、創部感染モデルの検討を行った。
さらに、Jα18KO マウスへも PAO1 株を接
種し、緑膿菌感染防御および創傷治癒への
影響を解析した。 
(3) 
① 創収縮率：創作成時と摘出時に創部の
肉眼所見をデジタルカメラで撮影し、PC
ソフト Axio Vision を用いて面積を算出し、
創収縮率を評価 
② 筋線維芽細胞数：パラフィン切片を用
いて、創収縮に関わる筋線維芽細胞のマー
カーである抗 α-SMA 抗体により免疫染色
し、陽性細胞を同定評価 
血管新生：パラフィン切片を用いて、血管
内皮細胞のマーカーである抗 CD31 抗体に
より免疫染色し、陽性細胞を同定評価 
③ コラーゲン量：摘出創部をホモジナイ
ズし、創部のヒドロキシプロリンを定量、
評価 
④ 白血球集積の解析 
 摘出した創を10 mM HEPESと10% FCS ,  
1 mg/ml collagenase  と 1 mg/hyaluronidase  
を加えた RPMI1640 培養液  とともにステ
ンレスメッシュを用いてホモジネートした
後,  37 ℃で 60 分震盪した. ホモジネート
中の皮膚組織片を 40 µm のナイロンメッシ
ュを通過させて除去した後遠心し, 細胞ペ
レットを 4 ml の 40% Percoll 溶液に懸濁し
たものを, 80%Percoll 溶液 4 ml の上に重層
した.。20 ℃, 1600 rpm/分で 20 分遠心した
後, 中間層を回収し, 1%FCS を加えた
RPMI1640 で 3 回洗浄した. 約 1×105個の細
胞を Cytofuge-2 を用いてスライドガラス上
に塗沫し, Diff-Quick 法を用いて染色した. 
得られた細胞に含まれる好中球, マクロフ
ァージ, リンパ球数は染色した 500 個の細
胞の各細胞比率を基に, 総白血球数より算
出した。 
⑤ サイトカイン・ケモカイン産生の解析 
 摘出皮膚組織より mRNA を抽出、もしく
は皮膚ホモジネート上清中の炎症性サイト
カイン(TNF-α、IL-1β、IL-6、IL-17A、IFN-γ)
白血球遊走に関与するケモカイン(MIP-2、
KC、MCP-1、MIP-1α、RANTES) 産生を
ELISA 法と PCR 法で解析した。 
⑥ 好中球アポトーシスの解析 
 上記④の方法で回収した白血球を Fcγ 受
容体 (FcγR)をブロックする目的で、事前に
1%FCS・0.1%アジ化ナトリウム添加 PBS
中の細胞を抗 FcγRⅡ・FcγRⅢモノクローナ
ル抗体と氷上で 15 分間インキュベートし
た。その後に、抗 CD11b 抗体と抗 Gr-1 抗
体で白血球を染色し、Gr-1 陽性 CD11b 強陽
性細胞を好中球として解析した。アポトー
シスの解析には Annexin V Apoptosis 



Detection Kit with PI を用い、早期アポトー
シス、後期アポトーシスについて、PI 陰性 
Annexin V 陽性細胞を早期アポトーシス細
胞、 PI 陽性 Annexin V 陽性細胞 c を後期
アポトーシス細胞とした。 
⑦ 菌液の調整： PAO1 株を羊血液寒天培
地上で 37 ℃、24 時間静置培養したのち、
単一コロニーを採取し brain heartinfusion 
broth (BHI) メディウム内で 37 ℃、24 時
間静置培養し増菌した。この菌液を 生理食
塩水で  3 回洗浄した。菌液の濃度を
OD600 で吸光度を測定し、任意の濃度の菌
液を作製し、以下の実験で使用した。 
⑧ 創部細菌数の解析：摘出組織のホモジ
ネート上清を羊血液寒天培地もしくは緑膿
菌選択培地である NAC 寒天培地に接種し、
創作成 5、7 日後の細菌数を定量化した。 
 
４．研究成果 
(1) 皮膚創傷治癒過程におけるNKT細胞活
性化の影響 

α-GalCer 創部投与により創閉鎖率、肉芽
の厚さおよび血管新生 (CD31)が対照群と
比較し、有意に促進した。一方、再上皮化
率、筋線維芽細胞数 (α-SMA)は両群間に差
を認めなかった。創部 IFN-γ mRNA は創作
成 1, 3 日目に α-GalCer 投与により、有意に
増加した。TNF-α、IL-1β、MIP-2 mRNA 発
現は α-GalCer 投与により、創作成 1 日目に
おいて対照群と比べ有意に低下した。 
(2) NKT 細胞が創部白血球集積に与える影
響 
野生型マウスと比べ、Jα18KO マウスで

創部好中球数が創作成 1、3 日後に有意に増
加した。WT マウスと比べ、Jα18KO マウス
で創作成 12 時間後の MIP-2 mRNA 発現、
創作成 1、3 日後の KC mRNA 発現、創作
成 1日後の IL-17A産生および創作成 3日後
の好中球エラスターゼ活性が有意に増加し
た。一方で、創部マクロファージ、リンパ
球数は、Jα18KOマウスで有意に低下した。
さらに、マクロファージやリンパ球集積に
関与するケモカインである MCP-1、MIP-1α、
RANTESについて解析したところ、MCP-1、
RANTES mRNA 発現が野生型マウスと比
較し、有意に低下していた。MIP-1α には差
は認められなかった。好中球早期アポトー
シス、後期アポトーシスは両方とも、創作
成 1 日後に Jα18KO マウスで有意に低下し
た。Jα18KO マウスへの抗 Gr-1 抗体、抗
IL-17A 抗体、または好中球エラスターゼ阻
害剤投与により、 WT マウスと同レベルま
で創作成 3 日後の創閉鎖率、コラーゲン合
成が回復したが、コントロール群では、そ
のような効果は認められなかった。 

 
(3) 創部細菌感染に対するNKT細胞の役割 
野生型マウスへの PAO1 接種濃度につい

て 
1×104、1×106、1×107/CFU/wound で検討を

行った。PAO1 株の 1×106、1×107/CFU/wound
接種群ではマウスの著しい体重減少が認め
られたため、動物愛護の観点から犠牲死対
象とした。そのため、以降の実験では、PAO1
株 1×104/CFU/wound を用いることとした。
さらに、予備実験として、Jα18KO マウス
へも PAO1 株 1×103、1×104/CFU/wound 接種
したところ、PAO1 接種によって、著明な
創収縮率の低下を認めた。 
さらに、野生型マウスと Jα18KO マウスに
PAO1株 1×104/CFU/woundを創部に接種し、
創作成 7 日目の創閉鎖率および、創部緑膿
菌数について解析したところ、創収縮率に
は差は認められなかったが、創部緑膿菌数
が、Jα18KO マウスで増加傾向にあった。 
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