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研究成果の概要（和文）：糖尿病患者にとって足白癬は糖尿病足病変の前駆症状となりうることから、早期発見
し治療・ケアにつなげることが重要となる。そこで、本研究ではブロッティング技術に着目し、白癬菌が分泌す
る酵素を可視化することにより足白癬のアセスメントが可能なツールを開発することとした。研究の結果、実験
的に白癬菌が分泌する酵素の検出および酵素活性の評価が可能であることを確認した。足白癬保有者においても
検出できる可能性が示唆された。しかし、評価の際に特殊な光源が必要だったため、簡便性に欠けるものであっ
た。次に、特殊な光源を必要としない方法を検討した。その結果、金コロイドを用いた染色方法により検出でき
る可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：It is because tinea pedis can be a risk to diabetic foot for diabetic 
patients that it is important to detect it early and lead to treatment and care. Therefore, in this 
research, we focused on blotting technology and tried to develop a tool that could assess tinea 
pedis by visualizing the enzyme secreted by Trichophyton. As a result, it was confirmed that it was 
possible to detect the enzyme secreted by Trichophyton and evaluate the enzyme activity 
experimentally. Additionally, it was suggested that the enzyme could be detected in the patient who 
had tinea pedis. However, since special light was necessary for detection, above method was not 
convenient. Next, a method which does not require a special light source was examined. As a result, 
it was suggested that tinea pedis could be detected by a staining method using colloidal gold.

研究分野：糖尿病足病変
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１．研究開始当初の背景 
 糖尿病合併症の一つである糖尿病足病変、
中でも感染や潰瘍といった重症の糖尿病足
病変は下肢切断に至る危険性がある。実際、
毎年世界で100万人以上の糖尿病患者が下肢
切断を経験している 1)。糖尿病足病変は QOL
の低下や医療経済の負担につながるため 2)、
その予防は喫緊の課題である。足白癬、胼胝、
亀裂などの非潰瘍性足病変は非糖尿病者に
もみられるありふれたものだが、糖尿病患者
では糖尿病足病変の前駆症状となりうるた
め、その予防と早期からのケアが鍵となる。
特に足白癬は感染症であるにも関わらず、必
ずしも十分なケアが行われていない現状が
ある。 
 研究代表者はこれまで足白癬の予防ケア
に焦点をあて研究を進め 3,4,5)、予防ケア方法
の確立については研究が進んできた。 一方、
足白癬は自覚症状が乏しく、臨床所見があっ
ても乾燥などとして扱われ見過ごされて受
診行動にすらつながらないことが少なくな
い。また、たとえ治療を始めたとしても自覚
症状や鱗屑などの所見が消失すると治療を
自己中断し、再発を繰り返すことも多い。皮
膚科を受診した患者 3万人を対象に足疾患の
実態を調査した研究 6)においても、足部の白
癬が確認された者のうち半数以上が白癬に
気づいておらず、気づいていたとしても治療
を行っていた者は半数以下であったことが
報告されている。このように、白癬に関する
コンコーダンスは十分ではなく、これを実践
するための教育システムの構築が必要であ
ると考えた。 
 足白癬に対する治療の自己中断は、症状の
自覚が乏しいことに起因するため、自覚可能
な方法論を確立し患者がモチベーションを
継続できることが必要である。その手法とし
て、「可視化」、「非侵襲」、「リアルタイム」、
「フィードバック可能」という 4つの条件が
有効であると考えた。これまで足部の白癬菌
を可視化する方法としてFoot-press法 7)が確
立されている。この方法では、足底をスタン
プした寒天培地を培養し、白癬菌のコロニー
の分布を示すことができる。しかし培養には
１-2週間かかることが問題であり、教育ツー
ルとしては不十分である。 
 そこで本研究ではブロッティング技術に
着目した。ブロッティングとは正に荷電した
シート（ブロッティングメンブレン）に負に
荷電した分子を静電気的に吸着させ可視化
する一般的な方法である。実験室ではタンパ
ク質や核酸の生化学的解析に広く用いられ
ている。私たちの研究グループでは、皮膚お
よび創部のタンパク質を非侵襲に吸着・検出
し、それぞれの生理学的状態の評価法を確立
しており 8,9)、これらの方法で酵素活性の評価

等も可能である。 
 白癬菌は、角層で定着・増殖する際にケラ
チナーゼを分泌し角層の主成分であるケラ
チンを分解している。従って、ブロッティン
グ技術を応用してケラチナーゼ活性の分布
を可視化することが可能と考えられる。本研
究では、こうした技術（『In situ ケラチンザ
イモグラフィー』と呼ぶ）を開発し、妥当性
を検証することとした。 
 
２．研究の目的 
(1) In situケラチンザイモグラフィーを用い
た足白癬アセスメントツールを開発するこ
と。 
(2)足白癬アセスメントツールの妥当性を検
証すること。 
 
３．研究の方法 
(1)ケラチナーゼ活性のブロッティング技術
による検出 
ザイモグラフィーとは、主にゼラチンやカゼ
インを基質とするコラーゲン分解酵素の活
性を測定する技術である。ケラチンを基質と
するケースは極めて稀ではあるが、Mazotto 
et al.10)が報告している。私たちの研究グル
ープでは既に、創傷表面からブロッティング
技術で採取した滲出液中のコラーゲン分解
酵素活性の創面分布を、ザイモグラフィーの
原理を応用して可視化する方法を確立して
いる。In situケラチンザイモグラフィーは、
これら既存の技術を組み合わせることで実
現できるものと考えられる。 
ケラチナーゼを段階希釈したものをブロッ
ティングメンブレンに滴下して試料とする。
Mazotto et al.10)の方法に準じてケラチンを
含む 10%アクリルアミドゲルを作製し、試料
に重層し、40℃で 24 時間保温した後に、ア
クリルアミドゲルを総蛋白質染色に供する。
ゲル全体が濃い青色に染色されるが、ケラチ
ンが分解された部分ではタンパク質濃度が
低くなっているため染色されず白く抜けた
シグナルを示す。シグナルの有無により、こ
のケラチナーゼ活性検出技術の感度を明ら
かにする。 
(2)In situ ケラチンザイモグラフィーの併
存妥当性の検証 
 糖尿病足外来受診者の足部（足底、趾間）
にメンブレンをあて、タンパク質を吸着させ
た後、ドットブロットを行う。   
 足部の病変部より検体を採取し、直接鏡検
法および培養法にて白癬菌の存在を確認す
る。 
 In situ ケラチンザイモグラフィーの感
度・特異度を算出する。 
 
４．研究成果 



まず、白癬菌が角層に侵入する際に分泌す
るケラチナーゼに着目し、ブロッティング技
術とザイモグラフィの技術を用いて、ケラチ
ナーゼが存在する部分が脱色する方法を実
験的に検証した。まず、蛍光標識法という感
度の高い方法を用いてタンパク質を標識し、
確かにケラチナーゼが検出できること、活性
の評価も可能であることが確認できた（図
１）。しかしこの方法はケラチナーゼを確認
するために特殊な光源が必要であり簡便性
という点で課題があった。 

図 1.ケラチナーゼ溶液の濃度と蛍光強度 
 
そこで次に、特殊な光源を用いずにケラチ
ナーゼが検出できる方法を検討した。さまざ
まな染色方法を検討した結果、金コロイドを
用いた染色法によりケラチナーゼの検出が
可能であることが確認できた（図２）。 

 
図 2.染色結果 
 
この方法は可視化が簡便である一方、基質
タンパク質をコーティングする際にムラが
発生し、ケラチナーゼ検出の感度が低下する
という課題があった。この課題についてコー
ティング方法をさまざま検討しているとこ
ろである。 
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