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研究成果の概要（和文）：褥瘡などの慢性創傷は、炎症が遷延し難治化する症例が多い。感染が疑わしい慢性創
傷の局所治療法として、銀イオン製剤などが選択されているが、ターゲットが曖昧であり、さらに細胞障害性を
併せ持つ。我々は、慢性創傷の新規治療法として、「NKT細胞を起点とした免疫制御法」に注目した。
　本研究において、NKT細胞を特異的に活性化させるα-GalCerを創部局所に投与することにより、創閉鎖率、肉
芽組織形成、血管新生が促進することが明らかになった。さらに、α-GalCerを創部に投与することにより、炎
症期が早期に収束し、増殖期へのスムーズな移行を認めた。α-GalCerは治癒促進剤として有効である可能性が
高い。
　

研究成果の概要（英文）：In chronic wounds, the inflammatory responses are prolonged with persistent 
neutrophil infiltration. Recently, we showed that skin wound healing was delayed and the healing 
process was impaired under conditions lacking invariant natural killer T (iNKT) cells, an innate 
immune lymphocyte with potent immuno-regulatory activity.
 In the present study, to identify the possible contribution of NKT cells activation, the effects of
 α-Galactosylceramide (α-GalCer) administration on wound healing, specific activator of iNKT 
cells, were examined. Administration of a-GalCer at the wound sites significantly promoted wound 
closure, granulation tissue formation, angiogenesis compared with vehicle treatment. In addition, 
the inflammatory cells were rapidly decreased and granulation tissue were enhanced in α-GalCer 
administered mice.

研究分野： 創傷治癒学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
現在、慢性創傷における炎症遷延に対する治療法としては、抗菌薬などを用いた病原微生物に対する治療法が主
流となっており、宿主免疫をターゲットとした治療法は存在しない。
　本研究により、α-Galactosylceramide (α-GalCer)によるNKT細胞の活性化が炎症反応を速やかに収束させ、
創傷治癒を促進することが明らかになり、新規治療法の可能性が高まった。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
（１）慢性創傷における炎症遷延の問題 
褥瘡や糖尿病性下腿潰瘍など慢性創傷の 60-70％に細菌感染(バイオフィルム)が関与し (急

性創傷: 6％)、慢性創傷を有する患者は健常者の 3 倍、全身性感染のリスクが高い。持続する
細菌感染は炎症を遷延させる。これまでに、バイオフィルムに包まれた細菌は、好中球のアポ
トーシスを誘導し、正常な炎症反応を阻害することが報告されている。 
現在、感染が疑わしい慢性創傷の局所療法として、洗浄、デブリードマン、抗菌剤入りの軟

膏が選択されている。その中で、カデキソマーヨウ素や銀イオンは感染・バイオフィルムを抑
制することが報告されているが、これらはターゲットが曖昧であり、強い細胞障害性を併せ持
つ 。申請者らは、新たな慢性創傷の感染制御法として、今、改めて、宿主免疫療法に注目して
いる。 
 

（２）炎症を統括するナチュラルキラー（NKT）細胞 
申請者の教室では、感染創の炎症、免疫応答に注目した研究を 10 年間継続し、これまでに 

慢性創傷では、初期の炎症、速やかな炎症収束が重要であることを明らかにしてきた。 
また近年、Natural Killer T (NKT) 細胞欠損マウスを用いた解析より、NKT 細胞が創傷治癒の
炎症から治癒まで広範囲に関与することを突き止め、Am J Pathol に報告した。 
NKT 細胞は、NK 細胞やγδT 細胞と同様に、初期防御を行う自然免疫リンパ球と考えられて

きたが、2014 年 8 月に免疫記憶能をもつ NKT 細胞の存在が明らかになった。すなわち、「自然
免疫」と「獲得免疫」に関わる万能な細胞といえる。すでに、頭頸部癌や肺癌では、NKT 細胞
を標的とした免疫療法の臨床研究がスタートしている。 
 

（３）NKT 細胞を特異的に活性化するα-ガラクトシルセラミド（GalCer）による免疫療法の可
能性 
 申請者らは癌治療で用いられている免疫療法を慢性創傷に応用したいと考えている。 
この新規治療法のメリットは、ターゲットを NKT 細胞、免疫に絞り、創周囲への派生効果を

狙う。慢性創傷の分野では、未だ宿主免疫を標的とした治療法は存在せず、線維芽細胞に作用
する bFGF 製剤では効果が限定的であり、炎症・感染制御、免疫賦活化能に限界がある。 
ここで、「果たして、糖尿病、低栄養、超高齢者など、創傷が慢性化しやすい対象の免疫を賦

活化できるのか？」という疑問が浮上する。これまでに、1 型糖尿病マウス、2 型糖尿病マウ
スを用いた実験から、糖尿病状態でも NKT 細胞の活性化、サイトカイン産生制御 (誘導 or 抑
制)が可能であることが報告されており、NKT 細胞が免疫制御のトリガーとなり得る可能性は非
常に高い。 
 

２．研究の目的 
 本研究では以下の点を明らかにすることを当初の目的とした。 
（１）急性創傷における NKT 免疫療法の効果の検証 
申請者らがすでに確立したα-GalCer を投与した「マウス急性創傷モデル」を用い、治癒過

程、炎症反応について明らかにする。 
※本研究では 2 種類の NKT 細胞活性化法を検証（下記、A. により効果が得られなかった場

合は B.を試みる。） 
A. α-GalCer の単独投与(静脈、腹腔、創局所投与) 
B. 宿主自身の末梢血から誘導した樹状細胞にα-GalCer をパルスしたものを静脈内投与 
 

（２）慢性創傷（感染モデル）における NKT 免疫療法の効果の検証 
慢性創傷モデルとして、創傷作成後、緑膿菌 PAO1 を接種し摘出日まで湿潤環境を保持したモ

デルを用い、治癒過程、炎症反応について明らかにする。 
 
本研究により、NKT 細胞を起点とした慢性創傷の感染・炎症制御機序が明らかになれば、免

疫制御を応用した新規治療法の確立、救済できる慢性創傷の増加に繋がる。また、肺炎や骨髄
炎など他の炎症性疾患への応用も可能であり、研究の意義は計り知れない。 
 
３．研究の方法 
NKT 細胞活性化が急性創傷に与える影響 

 今回、臨床応用を鑑み、NKT 細胞を特異的に活性化させるα-GalCer を創部局所に投与し、
効果について検証した。 
 
 



（１） 実験モデルの作成 
・全身麻酔下で野生型マウス(C57BL/6、オス、8-10 週齢)の背側皮膚に 6mm パンチで開放創
を作成し、摘出日まで連日α-GalCer を投与し、閉鎖環境を保持した。対照として、α-GalCer
の希釈溶媒である DMSO 投与群を用いた。 
 

（２）各種解析項目に関する検証 
＜治癒過程の解析＞ 
創収縮率、筋線維芽細胞の分化（α-SMA）、血管新生（CD31）、コラーゲン合成量の解析 
マウスに開放創を作成後、1、3、7 日目に組織を摘出し、以下の解析を行う。 
・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 
・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 
・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 
・創部破断強度：創部を摘出し、IMS-001 を用い 3cm/min で牽引し、破断した強度を測定 

 
＜炎症反応の解析＞ 
創部における好中球、マクロファージ、リンパ球の集積数、細胞内サイトカイン産生 
皮膚組織を、ホモジナイズし、酵素処理後、比重遠心法により白血球を回収し、直ちに蛍光 

標識された抗体により染色を行い、共通機器室に設置されたフローサイトメトリー(FACS 
CantoTMⅡ)にて、細胞数、細胞内サイトカイン(IFN-γ、IL-4、TNF-α、IL-1β、IL-6、IL-17)
について解析する。 
※好中球＝Gr-1 陽性、マクロファージ＝F4/80 陽性、T 細胞＝CD3 陽性・NK1.1 陰性、NK 細 
胞＝CD3 陰性・NK1.1 陽性、iNKT 細胞＝CD3 陽性・NK1.1 陽性・α-GalCer-CD1d テトラマ 
ー陽性となる。白血球共通抗原 CD45 抗体で同時に染色することで、上皮系細胞は除去する 
ことが出来る。 
 
サイトカイン・ケモカイン産生の解析 
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、IFN-γ)、抗炎症性 

サイトカイン(IL-4、IL-10) および白血球遊走に関与するケモカイン(MIP-2、KC、MCP-1、RANTES) 
産生を ELISA 法と PCR 法で測定し定量化 
 
４．研究成果 
 これまで、創傷治癒の遅延要因として、病原微生物由来の PAMPs の影響が広く注目され、PAMPs
による感染や炎症期遷延が問題視されてきた。その一方、免疫細胞の活性化が治癒に与える影
響が大きいことは報告されているが、不明な点が多い。 
 今回我々は、α-GalCer によって特異的に活性化することのできる NKT 細胞に注目した。我々
のグループはこれまで、α-GalCer 腹腔内投与により IFN-γ産生やコラーゲン合成を介して皮
膚創傷治癒が促進することを明らかにしている。今回、創部局所への投与による効果を詳細に
解析した。 
 
（１）α-GalCer 創部投与が創傷治癒過程に与える影響 
①創閉鎖への影響 

α-GalCer を創作成直後から 3日目まで連日, マウスの創部に投与し, 創作成 3, 5 日目に
おける創閉鎖率を算出した結果, 創作成 3, 5 日目ともに, Vehicle 群と比較しα-GalCer 群
において, 肉眼的に創部の縮小がみられ, 創閉鎖率が有意に増加した。 
②再上皮化への影響 

α-GalCer を創作成直後から 3日目まで連日, マウスの創部に投与し, 創部を含む皮膚組
織を摘出し, HE 染色を施し再上皮化の観察を行った。創作成 3日目の再上皮化率を算出し
た結果, Vehicle 群とα-GalCer 群は, ほぼ同等の再上皮化率を示した。 
③肉芽形成への影響 

α-GalCer を創作成直後から 3日目まで連日, マウスの創部に投与した後, 創部を含む 
皮膚組織を摘出し, HE 染色を施し肉芽組織の高さについて観察を行った。Vehicle 群とα 
-GalCer 群で肉芽組織の高さを比較したところ, α-GalCer 群で有意に厚い肉芽組織の形 
成を確認した。 
 



④血管新生への影響 
α-GalCer/Vehicle群の創作成3日目の皮膚切片を抗CD31抗体で染色し, 肉芽組織中の 

血管について観察した。その結果, α-GalCer の創部投与により, 血管数の有意な増加を 
認めた。 
⑤筋線維芽細胞への影響 
α-GalCer/Vehicle 群の創作成 3日目の皮膚切片を抗α-SMA 抗体で染色し, 創部の筋線 

維芽細胞を観察した結果, 両群間に同等数のα-SMA 陽性細胞数を認めた。 
 
（２）α-GalCer 創部投与が白血球集積に与える影響 
α-GalCer/Vehicle 群の創作成 1, 3 日目の創部を含む摘出皮膚組織を HE染色し, 創部への

白血球集積を観察した結果, 創作成 1日目のα-GalCer 群において Vehicle 群と比較し集積し
た白血球が少ない傾向がみられた。創作成 3日目では両群間で同程度の白血球および線維芽細
胞の集積を認めた。 
 
（３）α-GalCer 創部投与による mRNA 発現への影響 
α-GalCer創部投与による効果について, より詳細に解析するため, 創部おけるmRNA発現に

ついて解析を行った。創作成 1, 3 日目の mRNA 発現を解析した結果, α-GalCer 創部投与によ
り, IFN-γ発現が有意に増加していることが分かった。また, TNF-α, IL-1βおよび MIP-2 は
創作成 1 日目にα-GalCer 群で有意に発現が低下した。IL-6, KC, MCP-1, TGF-β, bFGF, VEGF, 
COL1A1,COL3A1 に関しては, 2 群間で有意な差はみられなかった。IL-4 は検出されなかった。 
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