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研究成果の概要（和文）：　慢性創傷では、治癒の阻害に死細胞から放出されるダメージ関連分子パターン
(DAMPs)の関与が示唆されているが明らかではない。
　本研究ではDAMPsとその受容体発現を解析した。創部から抽出したmRNAを用い、Dectin-2が皮膚損傷後12時間
をピークとして発現が高まり、その後低下することを確認した。Dectin-2は主に創部に集積した好中球の約40
%、マクロファージの約32%に発現していることをフローサイトメトリー解析で明らかにした。Dectin-2が認識す
るDAMPsがDectin-2陽性細胞周囲に存在していることを免疫組織化学的に確認した。

研究成果の概要（英文）：　The role of endogenous damage-related molecular patterns (DAMPs) in skin 
wound healing remains unclear. 
　In the present study, to identify the possible contribution of CLRs, such as Dectin-2, the 
expression of Dectin-2 mRNA was examined. Dectin-2 mRNA expression reached peak levels at 12 hours 
in WT mice, and expression levels declined thereafter to the basal level. we found that both 
neutrophils and macrophages expressed Dectin-2, and the proportions of these cells expressing 
Dectin-2 were 40.1±5.0% and 32.1±2.9%, respectively. In immunohistochemical analysis, DAMPs 
recognized by Dectin-2 was increased in infiltrating cells at the wound site.

研究分野：基礎看護学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　これまで、慢性創傷では炎症反応の遷延が問題視されてきたが、その主体は外来性の病原微生物や病原微生物
由来のPAMPsであると考えられてきた。
　本研究により、宿主由来（内因性）のDAMPsが創部領域において存在することが、さらにDAMPsの認識に働く受
容体を持った細胞が多数浸潤しているという結果を得た。これらが創部の炎症反応遷延や治癒遅延に多大なる影
響を与えている可能性があり、今後さらなる解析が必要であると考える。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
（１）慢性創傷は、壊死・感染により治癒が停滞 

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増
加し、3 割が細菌感染によるバイオフィルム形成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。順調に治癒する急性
創傷に対し、慢性創傷では、壊死や感染により炎症期が遷延し治癒が停滞する。 

 
（２）壊死組織の除去（デブリードマン）により、細菌感染が制御され、治癒が進行 

皮膚に発生した創傷において、壊死組織は細菌の温床、物理的障壁と考えられている。実際
に壊死組織を除去 (デブリードマン)すると感染が沈静化し、治癒が進行する症例が多い。しか
し、壊死組織の詳細な解析は行われておらず、死細胞から放出される『ダメージ関連分子パタ
ーン(Damage-Associated Molecular Patterns; DAMPs)』がバイオフィルムや治癒過程に与える
影響は明らかではない。 

 
（３）DAMPs はバイオフィルム形成の足場となるか？ 

創傷において、バイオフィルムが形成される第 1 ステップは、創面への有機物の付着である。
創傷では、皮膚が損傷し大量の DAMPs の放出が予想される。従って DAMPs がバイオフィルム形
成の足場となっている可能性が非常に高い。近年、免疫学の分野では、炎症誘導のイニシエー
ターとして、DAMPs が注目されている。これまでに、タンパク質や核酸など様々な DAMPs が発
見され、いずれも細胞の損傷により、初めて放出される。申請者も動物実験モデルを用いて、
創作成前に検出されなかった DAMPs(SAP130)が、創作成後に初めて検出されることを確認して
いる。 

創傷治癒と DAMPs について、代表的な DAMPs である HMGB1 投与により、糖尿病マウスの治癒
促進が報告されている。しかし DAMPs と感染との複合的な関連は解明されておらず、DAMPs 制
御に有効なケア技術についても解明すべき点である。 

創部の局所環境を整えることにより全身への感染拡大を未然に防ぐことができれば、罹病期
間の短縮に繋がる。さらに、疾病の早期回復は患者の QOL を確実に向上させる。 

慢性創傷では、免疫不全、低栄養、糖尿病などの基礎疾患を有する患者における感染症の蔓
延化が問題視されているが、現在でも制御困難な感染症が多数存在する。既存のケアには限界
があり、新たな切り口として、DAMPs 制御による局所管理方法に注目している。DAMPs をター
ゲットとした創傷管理方法は世界的にも解明されていない。一部の抗菌薬入り軟膏に、バイオ
フィルム破壊能があると報告されているが、一過性の作用を示すに留まる。 

申請者は DAMPs と創部炎症に注目し、これまでに様々な DAMPs の中で SAP130 が創部炎症反
応の惹起に関与する可能性を見いだしている。 

 
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）壊死組織中の DAMPs がバイオフィルム産生、治癒に与える影響の解明 
①治癒過程で産生される DAMPs の種類、産生量、推移 
②創部の細菌数、バイオフィルムの有無 
③創傷治癒速度 
 

（２）DAMPs 投与もしくは DANPs 阻害がバイオフィルム産生、治癒に与える影響の解明 
①DAMPs 投与の効果 
②DAMPs に対する抗体投与(DAMPs の阻害)の効果 

 
３．研究の方法 
（１）創傷における DAMPs や DAMPs を介したシグナル伝達が治癒に与える影響の解析 
 本研究では、PAMPs や DAMPs の認識に関わる受容体として、特に好中球やマクロファージに
発現している Dectin-2 に注目して解析を行った。 

①実験モデルの作成 
・全身麻酔下で野生型マウス(C57BL/6)、Dectin-2 遺伝子欠損（KO）マウス (入手済・自家

繁殖) の背側皮膚に6mmパンチで開放創を作成、閉鎖環境を保持し、野生型マウスとDectin-2KO
マウス間で下記解析項目について比較検証する。 

②各種解析項目に関する検証 
・創閉鎖率、再上皮化率、血管新生、コラーゲン合成の解析 
・フローサイトメトリーによる炎症性細胞浸潤、好中球活性化の評価  
・創部における Dectin-2 が認識する DAMPs 発現の解析 

 
（２）Dectin-2 のリガンド投与が創傷治癒に与える影響の解析 

①実験モデルの作成 
・（１）と同様の方法で創傷を作成し、創傷作成後、直ちにα-マンナン（Dectin-2 のリガ
ンド）を投与し、閉鎖環境を保持する。 



②各種解析項目に関する検証 
・創閉鎖率、再上皮化率、血管新生、コラーゲン合成の解析 
・フローサイトメトリーによる炎症性細胞浸潤、好中球活性化の評価 
・NETs の同定: 好中球マーカー: Ly6G、NETs マーカー: H3Cit、DNA マーカー: Hoechst 33342

にて染色し、共焦点レーザー顕微鏡にて解析 
 

４．研究成果 
 これまで、創傷治癒と各種パターン認識受容体や受容体の下流のアダプター分子（MyD88 や
CARD9）の関与が各種遺伝子欠損マウスを用いて行われてきたが、どの受容体や分子も欠損する
と治癒が遅延する、すなわち創傷治癒にプラスの役割を果たしていることが報告されてきた。 
 今回我々は、慢性創傷で問題となってくる DAMPs の関与を進める中で、好中球やマクロファ
ージに発現している受容体である Dectin-2 を欠損させたマウスでは、創傷治癒が促進し、
Dectin-2 のリガンドを投与することによって治癒が遅延することを世界で初めて明らかにし
た。 
 
（１）DAMPs の認識に関わる Dectin-2 とそのリガンドの発現 

創部から抽出したmRNAを用い、Dectin-2が皮膚損傷後12時間をピークとして発現が高まり、
その後低下することを確認した。Dectin-2 は主に創部に集積した好中球の約 40%、マクロファ
ージの約 32%に発現していることをフローサイトメトリー解析で明らかにした。 

また、Dectin-2 が認識する DAMPs が Dectin-2 陽性細胞周囲に存在していることを免疫組織
化学的に確認した（未発表データ）。 

 
（２）Dectin-2 遺伝子欠損が創傷治癒に与える影響 
 野生型マウスと Dectin-2 遺伝子欠損マウスに創傷を作成し、各種指標にて解析したところ、
創傷作成 3 日目、5 日目に Dectin-2 遺伝子マウスで有意に高い創閉鎖率を認めた。さらに、5
日目の再上皮化も有意に高かった。 

 
（３）Dectin-2 遺伝子欠損が創部への白血球集積に与える影響 

創部から白血球を分離し、フローサイトメトリーにて定量的に解析したところ、創作成 12
時間、24 時間、3日目のマクロファージ集積が野生型マウスと比較し Dectin-2 遺伝子欠損マウ
スで有意に少ない結果を得た。さらに、マクロファージポピュレーションを解析したところ、
Dectin-2 遺伝子欠損マウスでは、炎症性マクロファージから抗炎症性マクロファージへのシフ
トがよりスムーズに行われていた。 

 
（４）Dectin-2 のリガンド投与が創傷治癒に与える影響 
 野生型マウスと Dectin-2 遺伝子欠損マウスに作成した創部に Dectin-2 のリガンド（PAMPs）
である α-マンナンを投与したところ、野生型マウスでは治癒が遅延したが、Dectin-2 遺伝子
欠損マウスでは影響を認めなかった。さらに、野生型マウスではコラーゲン特異的なアミノ酸
であるハイドロキシプロリンの量がα-マンナン投与によって有意に低かった。さらに、血管内
皮細胞のマーカーである CD31、筋線維芽細胞のマーカーである α-SMA の単位面積あたりの量
が有意に低かった。 
 
（５）Dectin-2 のリガンド投与が白血球集積に与える影響 

創部から白血球を分離し、フローサイトメトリーにて定量的に解析したところ、創作成 3日
目と 5日目の好中球集積数がα-マンナン投与群において有意に多い結果を得た。さらに、好中
球集積に関わる IL-17A と TNF-α産生量もα-マンナン投与群において有意に高かった。 
 
（６）Dectin-2 のリガンド投与が NETosis に与える影響 
 α-マンナンを創部に 
投与することにより、 
Dectin-2 依存的に好中球 
が遷延し、創傷治癒が遅延 
することから、好中球によ 
る治癒遷延機構について、 
好中球特異的な細胞死であ 
る NETosis に注目して解析 
を行った。 

その結果、野生型マウス 
の創部に α-マンナンを投 
与したところ、 
NETosis マーカーである Cit H3 の増強が好中球マーカー（Ly6G）上に共発現していることを確
認した（図 1，雑誌論文①より引用）。 
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