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研究成果の概要（和文）：糖尿病（DM）性皮膚創傷治癒は遅延し、難治性皮膚潰瘍になることが知られている。
治癒遅延の要因として炎症が長期化すること、またその本態としてのDM由来好中球が炎症制御に関与する機能異
常を生じた可能性を示唆した。そこで、DM由来好中球におけるmicroRNA（miRNA）を中心とした遺伝子発現制御
機構の解明によるDM性創傷治癒促進を目的として、DM由来好中球特異的に発現するmiRNA（miR-129ファミリーな
ど）及びそれらが発現制御する標的遺伝子を同定し、機能解析を行った。本研究により、miRNAが司るDM由来好
中球の炎症制御機構の一端を明らかにすることができた。

研究成果の概要（英文）：Diabetes is known to delay wound healing and cause complications such as 
foot ulcers. We have previously shown that neutrophil retention in diabetic cutaneous wounds is 
aberrant in mice and inflammation is prolonged, and that this pathogenesis may result from 
dysfunction of diabetes-derived neutrophils. 
To clarify the molecular mechanism that regulates inflammation in diabetes-derived neutrophils, we 
identified specific miRNAs (e.g. the miR-129 family) and their targeted mRNAs, and we analyzed the 
miRNA function. In this study, we clarified some functions of inflammation-related miRNAs and their 
target mRNAs using cellular and molecular biology.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
慢性創傷の発症は糖尿病（DM）患者の15%に起こり、症例の80%以上で下肢の切断などQOLの低下をもたらす。従
って、DM性創傷に対する治療法開発の要求度は社会的に高まっており、新規治療法の開発は急務であると考えら
れる。本研究は、新規治療薬開発への有用性が非常に高いmicroRNA（miRNA）に着目し、DM性創傷治癒過程にお
けるDM由来好中球の遺伝子発現制御機構の一端を解明した。これにより治癒促進効果のある新規分子標的治療薬
開発へ展開するための基礎医学研究から臨床医学への還元が期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
糖尿病（DM）患者の創傷治癒は遅延し、難治性皮膚潰瘍になることが知られている。創傷治癒

過程は、炎症期・増殖期・成熟期で構成されている。先行研究において我々は、創傷治癒遅延の
要因として炎症が長期化すること、またその本態としての DM 由来好中球が、炎症制御に関与す
る機能異常を生じた可能性を示唆した。 
 microRNA（miRNA）は、分子標的治療薬などの新規治療薬開発への有用性が非常に高いことで
注目されており、標的 mRNA に結合することでその発現を制御し、蛋白質合成を阻害する。近年、
生体内の炎症過程における miRNA 機能の重要性が明らかとなっている。従って、糖尿病性皮膚創
傷の治癒過程における炎症制御への miRNA の関与が推察される。そこで我々は、miRNA を中心と
した遺伝子発現制御機構の解明による糖尿病性創傷治癒促進を目的として、独自に抗
Argonaute2（Ago2）抗体を用いた免疫沈降法による成熟 miRNA を精製した。次に Microarray 法
を用いて、DM由来好中球特異的に発現する miRNA（miR-129 ファミリーなど）を同定した。miR-
129 ファミリーは、癌疾患における細胞輸送や増殖、アポトーシスへの関与が報告されている。
我々は miR-129 ファミリーに着目し、miR-129 ファミリーと炎症関連遺伝子群の分子相関性を明
らかにするべく、解析ソフト GeneSpring により標的 mRNA を予測、それらに対し Gene Ontology
（GO）解析・Pathway 解析を行った。その結果、標的 mRNA 群が炎症反応や遊走、アポトーシス
に関与し、DM由来好中球で有意な発現変動を示したことを明らかにした。 
 
２．研究の目的 
本研究は、これまでの研究成果をもとに、DMマウスの好中球機能制御に関与する炎症関連 miR-

129 ファミリーを中心とした発現制御による創傷治癒促進効果を検討し、臨床応用に展開するた
めの基礎研究を行う。 
 
３．研究の方法 
（１）DM モデルマウスの作製 
 DM モデルマウスは、雌雄ともに繁殖能力を保持していないため、系統維持については db/+m
マウス（ヘテロマウス）の交配により行った。 
 
（２）好中球、マクロファージ、B細胞、T細胞の分離 
 DM マウスの下肢骨より 27 ゲージ針を用いて、骨髄を PBS で洗い出し、19 ゲージ針を用いて
懸濁した。その後、Neutrophil isolation Kit（Miltenyi Biotec）を用いて骨髄より好中球を
分離した。マクロファージ、T細胞、B細胞も同様に MicroBead kit を用いて、それぞれ anti-
CD11b antibody(Ab)、anti-CD5 Ab、anti-CD19 Ab により分離した。 
 
（３）quantitative real-time PCR (qRT-PCR)による miRNA・mRNA 発現動態解析 
 Total RNA 及び miRNA は、miRNeasy Mini kit（QIAGEN）を用いて抽出し、Prime-Script® RT 
Reagent Kit (Takara)及び miRCURY LNA™ Universal RT microRNA PCR（EXICON）を用いて cDNA
合成を行ったのち、SYBR Green I 法にて miRNA・mRNA の定量を行った。 
 
（４）ルシフェラーゼレポーターアッセイ 
 miRNA の標的遺伝子への制御を確認するために、ルシフェラーゼレポータープラスミドを構築
した。標的遺伝子の DNA 合成は北海道システムサイエンスに委託し、mimic は GeneDesign 社に
て作製した。レポータープラスミドと mimic は、Lipofectamine3000（Invitrogen）により 3T3
細胞にトランスフェクションした。48時間後、dual luciferase reporter assay kit(Promega)
を用いて、ルシフェラーゼ活性を測定した。 
 
（５）In situ hybridization 
In situ hybridization（ISH）は、miR ISH buffer set と miRCURY LNA Detection 3’ and 5’ 
DIC-labeled probes（QIAGEN）を用いて行った。観察は、Aperio AT Turbo と共焦点顕微鏡を用
い、データ解析には NIS-Elements C software v4.13 を用いた。 
 
４．研究成果 
（１）DM 由来好中球及び DM マウス創傷部における miR-129-2-3p 発現解析 
qRT-PCR により、DM マウス（図中の表記：Db）の好中球において、miR-129-2-3p 発現が、非

DM マウス（図中の表記：Non-db）と比較し有意に減少したことを認めた（図１）。また miR-129-
2-3p の発現細胞を同定するために、好中球、マクロファージ、B細胞、T細胞における発現を検 



討したところ、主に好中球に発現していることが示唆された（図２）。 

DM マウス創傷部における miR-129-2-3p 発現を検討するために、DM マウス背部に創傷を作製
し、創傷 2 日（図中の表記：D2W）における創傷部より好中球を分離、qRT-PCR を行った。創傷
２日の創傷部における好中球は非 DMマウスと比較し、DM マウスで有意に増加していたにもかか
わらず（図３）、miR-129-2-3p 発現は有意な減少を示した（図４）。これらの結果は、DM 由来好
中球では miR-129-2-3p が十分に活性化されていないことを示唆する。 

 
（２）miR-129-2-3p の標的遺伝子発現解析 
GeneSpring により miR-129-2-3p の標的遺伝子を予測し、Gene Ontology（GO）解析を行ったと
ころ、炎症反応に関与する Casp6 や Ccr2 などが同定された。DM由来好中球におけるこれらの遺
伝子発現を検討したところ、非 DMマウスと比較し DMマウスで有意な発現増加を示した。創傷 2
日の創傷部においても同様の結果が得られた（図５）。 

 
（３）miR-129-2-3p による標的遺伝子発現制御 
miR-129-2-3p の標的遺伝子と予測された Casp6、Ccr2 において、制御関係を検討するために、
3T3 細胞に miR-129-2-3p mimic とレポータープラスミドをトランスフェクションし、ルシフェ
ラーゼ活性を測定したところ、miR-129-2-3p mimic は標的遺伝子の発現を効果的に抑制してい
ることを明らかにした（図６）。 



 
（４）miR-129-2-3p の細胞局在 
急性炎症において、miR-129-2-3p がどの細胞に発現しているかを検討するために、創傷１日（図
中の表記：D1W）の創傷部における ISH を行ったところ、主に創傷部に浸潤している好中球に発
現していることが示唆された（図７）。 

 
（５）創傷治癒促進効果の検討 
創傷治癒過程における miR-129-2-3p の病態生理学的役割を検証するために、DM マウス背部に創
傷を作製し、miR-129-2-3p mimic とコントロールとしての mutant をそれぞれ pluronic F-27 
gel と混合し、創傷部に塗布、創傷閉鎖率を計測した。その結果、創傷閉鎖は、創傷 7日-21 日
で有意に促進した（図８）。 

 
  従って、DM 由来好中球における miR-129-2-3p の活性化が、炎症に関与する遺伝子発現を効果
的に制御することで、障害を受けたバイオロジカルプロセスが改善され、創傷治癒を促進した可
能性が示唆された。 

図8 miR-129-2-3p mimicの創傷治癒促進効果検討
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