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研究成果の概要（和文）：申請者らは皮膚潰瘍に対する「ナノ型乳酸菌(加熱死菌KH2株）」の効果について、マ
ウス創傷モデルを用いて解明することを目的とした。
　申請者らの解析により、野生型マウス創傷にナノ型乳酸菌を投与すると創傷治癒、肉芽組織形成が促進し、炎
症性サイトカインであるTNF-α、IL-6、増殖因子であるbFGF、TGF-β産生の上昇を伴っていた。また、この治癒
促進は、TGF-β産生増加を伴い、糖尿病マウスモデルでも同様に確認されたことから、ナノ型乳酸菌(加熱死菌
KH2株）は、新規の難治性皮膚潰瘍の治療法として有効である可能性が高いと考える。

研究成果の概要（英文）：　The purpose of our study is to develop an “innovative skin wound care 
using nano-type lactic acid bacteria (heat-killed KH2).”
 We analyzed percent wound closure and granulation area. We found that heat-killed KH2 contributed 
to the acceleration of the formation of granulation tissue by inducing tumor necrosis factor-α, 
interleukin-6, basic fibroblast growth factor, transforming growth factor (TGF)-β1 production. In 
addition,
heat-killed KH2 also improved wound closure, which was accompanied by the increased production of 
TGF-β1 in diabetic mice. Topical administration of heat-killed KH2 might have therapeutic potential
 for the treatment of chronic skin wounds in diabetes mellitus. In the present study, we concluded 
that heat-killed KH2 promoted skin wound-healing through the formation of granulation tissues and 
the production of inflammatory cytokines and growth factors.

研究分野： 基礎看護学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　現在、重症化した皮膚潰瘍に対する治療は、医療機関に入院し、陰圧閉鎖療法等で創部感染を抑え、肉芽組織
を高めた後に手術を実施するのが一般的となっている。
　今回の解析により、ナノ型乳酸菌を用いた治療法が確立されれば、在宅や外来通院により、事前に良質な肉芽
組織を高める治療を行い、短期間の入院での手術が可能となる。さらに創底をしっかりつくることにより、再発
予防に寄与する可能性も高い。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

 

（１）2025 年、わが国の 65 歳以上の人口は 30%を超え、皮膚潰瘍の原因の 25%を占

める糖尿病患者数は、その予備軍を含め 2,200 万人に達する。このような状況下、褥瘡

や下腿潰瘍など難治性皮膚潰瘍を有する患者が急増している。難治性皮膚潰瘍は治療に

長期間を要し、莫大な医療費、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、難治性皮膚潰瘍では、感染、免疫細胞の機能不全に

よる炎症期の遷延が大きな問題となっている。 

 

（２）現在、皮膚潰瘍における炎症制御法として、外科的に壊死組織を除去後、抗菌

作用を持つ銀イオンやヨード製剤が選択されているが、これらは強い細胞毒性・アレル

ギー反応性を併せ持つ。 

さらに頭頸部がんや皮膚がんでは、皮膚と照射ターゲットが近接しているため、放射

線皮膚炎が発生しやすく、過剰な炎症により、治療を中断する症例も多い。しかし、抗

菌作用を有する銀イオンやヨード製剤は金属を含み放射線を散乱させるため、使用が禁

忌とされており、有効な炎症制御法がない状況にある。 

 申請者は新たな炎症制御法の開発に向け、乳酸菌の中でも、特に免疫活性化能の高い

「ナノ型乳酸菌」に注目している。乳酸菌の効果は菌の生死に関係なく、菌体が免疫機

能を活性化させた結果起こると考えられている。本研究で用いるナノ型乳酸菌は、乳酸

菌 (Enterococcus faecalis) の加熱死菌であり、粒子径 1.0 μm 未満にサイズコントロール

されていることにより、免疫細胞に認識されやすく、免疫活性化能が高い。 

 

２． 研究の目的 

難治性皮膚潰瘍に対する「ナノ型乳酸菌 KH-2」の効果 (免疫細胞の活性化、炎症反

応、治癒) について明らかにする。 

申請者らがすでに確立したマウスモデルを用い、創傷部位にナノ型乳酸菌を局所投与

し、 

ナノ型乳酸菌が免疫細胞（マクロファージなど）、炎症反応（炎症性サイトカイン産生: 

TNF-α、IL-6 など）、治癒過程（創部面積、病理学的に再上皮化率、肉芽組織形成など）

に与える効果について解明する。 

 

３．研究の方法 

ナノ型乳酸菌が糖尿病性皮膚潰瘍マウスモデルに与える影響 

＜実験モデルの作成＞ 

・野生型マウス (C57BL/6) に直径 6mm のデルマパンチを用いて全層欠損創を作成し、

創部にナノ型乳酸菌を投与し、解析日 (創作成 1、3、7、14 日) まで湿潤環境を保つ。

対照の創部には、ナノ型乳酸菌の希釈溶媒である生理食塩水を投与する。 

 

＜ナノ型乳酸菌＞ 

Enterococcus faecalis の加熱死菌 (粉末) を溶媒に希釈して使用する。 

 

 



＜解析項目＞ 

・潰瘍部への好中球、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 

 皮膚組織を摘出、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、細胞数について解析する。※好中球＝Ly6G 陽性、マク

ロファージ＝F4/80 陽性、T 細胞＝CD3 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サイトカイン (TNF-α、IL-6 など)、増殖因子 (TGF-β など)

を ELISA キットで解析し定量化する。 

 

・創収縮率、筋線維芽細胞の分化 (α-SMA)、血管新生 (CD31) の解析 

1) 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 

2) 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 

3) 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 

 

４．研究成果 

（１）野生型 (WT) マウスの創傷治癒過程におけるナノ型乳酸菌 KH2 の効果 

① 急性創傷の治癒過程への影響 

KH2 投与が創傷治癒に与える影響を明らかにするために、創作成直後に創部に KH2

を投与し、治癒過程への影響を解析した。 

KH2 投与により、創作成後 5、7、14 日目に Vehicle 投与と比較し創閉鎖率が有意に

増加した。また、創閉鎖以外の治癒の指標として、肉芽面積、再上皮化率、血管新生

を解析した。Vehicle 投与と比較し、KH2 投与により、創作成後 7、10 日目の肉芽面積

が有意に増加した。また創作成後 5、7、10 日目の再上皮化率が有意に増加した。血管

内皮細胞のマーカーである CD31 陽性細胞をカウントしたところ、CD31 陽性細胞数

は、Vehicle 投与と比較し KH2 投与により創作成後 10 日目に有意に増加した。 

 

② 急性創傷の白血球集積に与える影響 

KH2 投与による創部白血球集積への影響を明らかにするため、創作成後の創部白血

球を採取し、その分画を解析した。KH2 投与により、Vehicle 投与と比較して創作成後

12 時間目の好中球数、リンパ球数が有意に増加した。 

 

③ 急性創傷のサイトカイン産生に与える影響 

KH2 投与による創部炎症性サイトカイン、ケモカイン産生への影響を明らかにする

ため、TNF-α、IL-6 を測定した。Vehicle 投与と比較し、KH2 投与によって、創作成後

6、12、24、72 時間目で TNF-α 産生が有意に増加し、創作成後 6、12、24 時間で IL-6

の産生が KH2 投与により有意に増加した。  

 

④ 急性創傷の増殖因子産生に与える影響 



KH2 投与により肉芽形成、再上皮化率、CD31 陽性細胞数の増加を認めたため、こ

れらの因子を促進する増殖因子産生を解析した。Vehicle 投与と比較し、KH2 投与によ

り、創作成後 5 日目の bFGF、TGF-β1、VEGF 産生が有意に増加した。  

 

⑤ 糖尿病マウス創傷モデルに対する影響 

 糖尿病マウスモデルの創部にナノ型乳酸菌 KH2 を投与したところ、TGF-β1 の増加を

伴い、創閉鎖率が高まることを確認した。 
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