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研究成果の概要（和文）：　本研究では、ビタミンEの抗酸化作用によらない創傷治癒促進効果の可能性を探る
ために、上皮細胞の創傷治癒モデルを用いてその分子機構を検討した。ビタミンE同族体はいずれも創傷治癒を
促進した。治癒過程における細胞の極性化を検討した結果、ビタミンEは極性制御分子aPKC, Par3の傷に面した
細胞膜への局在化の亢進とaPKC-Par3複合体量の増加を誘導した。さらに、ビタミンEは細胞の極性化に伴って
aPKCの上流でPI3Kシグナルの活性化を誘導することが明らかとなった。
　以上の結果から、ビタミンEはPI3K/aPKCシグナル伝達経路を介して細胞の極性化を促進し、創傷治癒を早める
ことが示唆された。

研究成果の概要（英文）： In the present study, we examined whether vitamin E affects wound-mediated 
HaCaT keratinocyte polarization process including the recruitment of Par3 and aPKC, leading to wound
 repair independently of its antioxidant activity. Functional assays showed that vitamin E but not 
other antioxidants enhanced wound closure as well as cell polarization, and regulated the 
localization and complex formation of Par3 and aPKC in HaCaT cells after wounding. Knockdown of aPKC
 or Par3 abrogated vitamin E-mediated promotion of the wound closure and cell polarization in HaCaT 
cells.  We also found that aPKC kinase activity was significantly increased in vitamin E-treated 
cells through activation of phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K)/Akt signaling pathway.
 Our study has demonstrated that vitamin E promotes the cell polarization and migration in human 
keratinocytes HaCaT cells after wounding via PI3K/aPKC signaling cascade, resulting in acceleration 
of wound repair.

研究分野： 生化学、医科栄養学、酸化ストレス学
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１．研究開始当初の背景 
	 わが国は高齢化社会をむかえ、寝たきりの
高齢者数が急増している。現在これらの患者
に対する在宅医療において、いかに褥瘡（床
ずれ）を管理するかが重要な課題となってい
る。近年、外傷患者にビタミン E、ビタミン
C、β-カロテンなどの抗酸化栄養成分を含む
サプリメントを処方した場合、創傷治癒時間
が短縮されることが報告された（Clin	Nutr	
31:469-475,	2012）。ビタミン E 単独摂取が
創傷治癒に及ぼす影響を調べた疫学研究は
今のところ行われていないが、高濃度のα-
トコフェロール（α-Toc）が主に抗酸化作用
によって培養骨格筋細胞形質膜の傷修復を
もたらすことが明らかにされた（Nat	Commun	
DOI:	10.1038/ncomms1594,	2011）。しかしな
がら、ビタミン Eと創傷治癒に関する文献の
レビューの結果、ビタミン Eの創傷治癒に及
ぼす影響を確立するためには信頼できる研
究が不足していることが明らかになった
（Int	Wound	J	13:331-335,	2016）。	
	 近年、ビタミン Eの抗酸化作用によらない
生理作用が注目されている。以前の研究で、
ビタミン E同族体のトコトリエノール（T3）
が低濃度で抗酸化能とは独立した神経保護
効果を示すことを報告しているので
（ Biochim	 Biophys	 Acta	 1842:1303-1312,	
2014）、本研究では、低濃度ビタミン E の創
傷治癒に対する効果について、創傷治癒に重
要な役割を果たす細胞の極性化への影響を
中心に検討した。	
２．研究の目的	
	 本研究は、培養ヒトケラチノサイト（HaCaT
細胞）を用いて、ビタミン E 同族体（Toc 及
び T3）の抗酸化作用によらない新規創傷治癒
促進効果とその分子機構を解明することを
目的とする。上述したように高濃度ビタミン
E の抗酸化能に基づいた創傷治癒促進効果は
報告されているが、低濃度ビタミン Eによる
非抗酸化作用による創傷治癒促進効果に関
しては、これまで検討されていなかった。本
研究では、まずビタミン E 同族体（Toc 及び
T3）間で創傷治癒促進効果に差が見られるか
を検討する。また、これらの作用が抗酸化作
用と関係なく起こるかどうかを確認する。創
傷治癒においては、細胞の極性化（傷面を埋
めるための細胞移動の制御及び、傷面の細胞
同士の接着後に起こるタイトジャンクショ
ンの形成）が重要である。傷修復過程で細胞
極性の制御分子である aPKC	 (atypical	
protein	 kinase	 C) 、 Par3	 (partitioning	
defective-3) 、 Par6 か ら な る 複 合 体
（aPKC-Par 複合体）が傷面の細胞膜に局在す
ることが知られているので、ビタミン E処理
後の aPKC、Par3 の傷面細胞膜への局在化を
検討する。さらに、これら細胞極性制御分子
の活性化のシグナル伝達経路とビタミン Eの
作用点についても検討する。	
	 本研究により、ビタミン Eの新規創傷治癒
促進作用の分子機構が解明されれば、褥瘡管

理の改善はもちろん、食品成分に限らず、よ
り効果的な化学物質を合成することができ、
新規の創薬につながる可能性も含めて、本研
究の成果は社会的に貢献できるものと考え
る。 
３．研究の方法 
	 HaCaT 細胞を用いて Wound	healing	assay
を行いビタミン E同族体の傷修復に対する作
用を検討した。また、MTT	assay と BrdU の細
胞への取り込みを用いて細胞増殖に対する
影響も調べた。傷修復の初期には細胞移動に
おける極性化が起こり、傷面に向かって核、
ゴルジ体が配置されることが知られている。
傷面に向かって 120 度角に配置されるゴルジ
体数を評価することにより極性化の程度を
調べ、ビタミン Eの作用を検討した。aPKC 及
び Par3 の細胞内局在について免疫組織学的
及び生化学的手法（膜分画及びウエスタンブ
ロッティング）を用いて検討した。aPKC と
Par3がビタミンEの創傷治癒促進作用に関与
することを確認するために、aPKC 阻害剤処理
と aPKC、	Par3 のノックダウンを施行した。
さらに上流シグナルの探索のため PI3 キナー
ゼ（PI3K）の活性化及び PI3K 阻害剤の効果
を調べた。	
４．研究成果	
	 α-Toc	と T3 は共に HaCaT 細胞の傷修復を
促進したが、その効果は T3 の方がより大き
かった（図 1）。また、傷修復時に起こる細胞

の極性化においても同様の促進効果が確認
された（図 2）。一方、ビタミン Eは細胞増殖

には影響を及ぼさなかった。他の抗酸化物質
である Trolox 、ビタミン C、 N-acetyl	
cysteine は、傷修復率と極性化を共に促進し



なかったことから、抗酸化作用がこの過程に
影響を与えていないと考えられた。ビタミン
E は極性制御分子 aPKC、	Par3 の傷に面した
細胞膜への局在化を促進することも明らか
となった（図 3、4）。  

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
免疫沈降の実験でビタミン Eは aPKC-Par3 複
合体量の増加を誘導することが明らかにな
った。aPKC 阻害剤（ζ-PS）処理（図 5）と
aPKC、Par3 のノックダウン（図 6）は、いず
れもビタミン Eによる傷修復率と細胞の極性
化促進作用を有意に阻害した。この結果より、
aPKC、Par3 がビタミン E の創傷治癒促進作用
に重要な役割を果たしていることが確認さ
れた。	
	 次に、aPKC、Par3 の細胞形質膜へのリクル
ートの上流シグナルを探索する目的で、aPKC
のリン酸化に関わることが知られている
PI3Kシグナルに対するビタミンEの作用につ
いて検討した。Akt のリン酸化を指標として
PI3K の活性化を調べた結果、ビタミン Eは細
胞の極性化に伴って PI3K シグナルの活性化
を誘導することが明らかになった。またその
作用はT3の方がα-Tocよりも強かった。PI3K
阻害剤（Ly）処理によりビタミン Eによる細
胞の極性化及び創傷治癒促進作用は抑制さ
れた（図 5）。	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
T3 がα-Toc よりも強い創傷治癒促進効果を
発揮することに関しては、PI3K/aPKC シグナ
ルの上流で、T3 がエストロゲン受容体と相互
作用する可能性も含めて現在検討中である。	
	 以上の結果より、ビタミン E は PI3K/aPKC
シグナルの活性化を伴った細胞の極性化を
誘導し、創傷治癒を促進する可能性が示唆さ
れた。	
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