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研究成果の概要（和文）：足趾潰瘍により断端形成術を施行した64名64趾に対し、抗AGE抗体を用いた足趾腱の
免疫組織化学染色を施行し、52趾の腱の栄養血管内皮細胞にAGEの沈着を確認した。次に骨髄炎を合併した12名
の糖尿病性足潰瘍患者から、足趾切断術の際に摘出した15趾について研究した。グラム染色を確認できた部位は
骨髄9趾、軟部組織14趾、腱12趾、骨端11趾、腱付着部10趾、骨幹2趾であった。2つの研究からAGEの微小循環障
害による腱の脆弱性により細菌感染が生じやすくなり、腱をつたって運ばれた細菌が付着部である骨端部から骨
髄内へ侵入し骨髄炎を生じることが強く示唆された。

研究成果の概要（英文）：We retrospectively performed an immunohistochemical examination of 64 
tendons from toes of 64 patients (50 males, 14 females, aged 69.7±11.1 years, 48 patients with 
diabetes) who underwent toe resection due to foot ulcers. Significant AGE stains were identified in 
vascular endothelial cells. The degree of AGE accumulation in vascular endothelial cells was 
classified into 4 stages: 0 (negative stain), +1 (weak or partially positive), +2 (clear or whole 
perimeter positive), and +3 (strong and thick positive). The findings were (diabetes vs 
non-diabetes): 9 (18.8%) vs 2 (12.5%) in stage 0, 20 (41.7%) vs 10 (62.5%) in stage 1, 16 (33.3%) vs
 4 (25%) in stage 2, and 3 (62.5%) vs 0 in stage 3. AGE positivity rates (stages +1, +2, +3) of the 
patients <69 years with diabetes (n=21) was 80.7%, and those of patients without diabetes (n=2) was 
66.7% (p=0.52).Our study indicates that tendon fragility may be caused by microangiopathy due to AGE
 accumulation in the vascular endothelial cells. 

研究分野：創傷治癒
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研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、生活習慣の変化に伴い日本でも糖尿病患者は増加し、それに伴い糖尿病性足潰瘍を発症する患者も増加し
ている。糖尿病性足潰瘍が骨髄炎を合併すると切断になる危険性は非常に高くなり、患者のADLの低下だけでな
く医療経済的にも大きな問題となる。骨髄炎発症のメカニズムが解明されれば、骨髄炎を予防する方法の解明や
より効果的な抗生剤の投与方法に繋がる可能性があり社会的意義は大きい。AGEによる腱の栄養血管の微小血管
障害が骨髄炎発症の一要因であることが判明すれば、AGE形成阻害薬が骨髄炎の新たな治療薬となる可能性があ
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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
アジアにおける糖尿病患者数は世界で最も急速に増加しており、日本でもこの 10 年で倍近く増
加している。その合併症の一つである糖尿病性足潰瘍は、非外傷性下肢切断の最大の原因であり、
患者の QOL の低下のみならず医療経済的に大きな負担となる。特に骨髄炎を生じた場合は足
趾切断となる可能性が高くなるが、現時点において有効な予防法や治療法は確立されていない。
糖尿病性足潰瘍の骨への感染経路を解明すれば、今後の下肢救済に大きく寄与することは必須
である。我々はこれまでの研究で、趾骨における骨髄炎は骨端から始まることを確認した。同部
は腱の付着部であるが、予備実験で腱の栄養血管の内皮細胞で終末糖化産物（advanced 
glycationendproducts; AGE）の沈着を確認し、AGEによる微小血管障害が腱及びパラテノンの
易感染性を生じ、腱の付着部位である骨端から細菌感染が生じると予測した。 
 
２．研究の目的 
糖尿病患者において（１）腱の脆弱性は、腱自体への AGEの蓄積ではなく、腱を栄養する微小
血管の内皮細胞への AGE の蓄積による微小血管障害（microangiopathy）により生じること 
（２）障害された腱、パラテノンにより細菌が繁殖し易くなり、腱に沿って移行した細菌がその
付着部である骨端の血管孔（骨幹端動脈の遺残）から骨内へ拡大することで骨髄炎が発症するこ
と を証明することが目的である。 
 
３．研究の方法 
（１）足趾に付着する腱における AGE の局在を明らかにする 
予備実験では AGE は腱細胞ではなく、腱束の間の loose connective tissue にある微小栄養血
管の内皮細胞に蓄積を認めた。血管は腱束に沿って長軸方向に走行する傾向にあったため、血管
の断面を長軸方向と短軸方向両方から観察する。 
方法） 
①糖尿病患者と非糖尿病患者の腱を採取する。糖尿病患者は、糖尿病性足潰瘍で足趾切断術を行
う際に得られた比較的損傷の少ない腱を使用し、非糖尿病患者は末梢動脈疾患により足趾潰瘍
を生じた重症下肢虚血患者の足趾切断術で得られた腱および小児の多合趾症手術で切断した余
剰趾から採取する予定である。 
②採取した腱を 10%中性緩衝ホルマリン液で固定後、腱を半分割にする。半分は腱の長軸方向の
4μm の切片を作成し、もう半分はさらに分割して骨への付着部位、中央、骨から離れた部位の
短軸の断面の切片を作成し、パラフィン包埋切片を作成する。 
③それぞれに対し、抗 AGE 抗体（ab23722, Abcam, Cambridge, UK）を用いて免疫組織化学染色
を行う。また血管内皮細胞であることを確認するために、CD31 でも免疫染色を行う。 
④胃癌、乳癌に対して行う HER2 法に準じて、染色強度と陽性細胞の割合から 4段階（0, 1＋, 2
＋, 3＋）で評価する。 
 
（２）糖尿病性足潰瘍患者の足趾標本における細菌の感染経路を確認する。 
糖尿病性足潰瘍の感染の原因菌の約半数は MRSA を含む黄色ブドウ球菌である。潰瘍感染により
足趾切断を行なった足趾標本に対しグラム染色及び抗黄色ブドウ球菌抗体を用いて染色を行い、
細菌がどの様に骨内へ侵入するか直接観察する。 
方法） 
①糖尿病性足潰瘍の手術の際に採取した足趾を 10%中性緩衝ホルマリン液で固定する。 
②脱灰を EDTA で行なったのち、パラフィン包埋切片を作成する。 
③グラム染色及び抗黄色ブドウ球菌抗体；Anti-Staphylococcus aureus mouse monoclonal 抗体 
(ab37644, abcam, Cambridge, UK)を用いた免疫染色を行う。 
④胃癌、乳癌に対して行う HER2 法に準じて、染色強度と陽性細胞の割合から 4段階（0, 1＋, 2
＋, 3＋）で評価する。 
 
 
４．研究成果 
（１）足趾に付着する腱における AGE の局在の研究（図 1） 
足趾潰瘍により断端形成術を施行した 64 名 64 趾（男性 50、女性 14、平均年齢 69.4 歳、糖尿
病患者 48 名）に対し、抗 AGE 抗体（ab23733 Abcam, Cambridge, UK）を用いた足趾腱の免疫組
織化学染色を施行し、52 趾健束の間の結合組織内に存在する腱の栄養血管内皮細胞に AGE の沈
着を確認した。AGE 陽性患者の割合は糖尿病患者と非糖尿病患者ではほぼ同じであったが、69 歳
以下では糖尿病患者の方が非糖尿病患者より陽性率が高い傾向にあった（p=0.5153）。これまで
腱の脆弱性は腱への直接的な AGE の蓄積が原因と言われてきたが、本研究により、AGE による微
小血管障害が原因の一つであることが示唆された。 
 



（２）糖尿病性足潰瘍患者の足趾標本における細菌の感染経路の解明（図 2) 
骨髄炎を合併した 12 名の糖尿病性足潰瘍患者（男性 8、女性 4、平均年齢 69 歳）から、足趾切
断術の際に摘出した 15 趾について研究した。13 趾でグラム陽性染色陽性であり全例で組織培養
でもグラム陽性菌を確認した。6趾でグラム陰性染色陽性であったが、組織培養でグラム陰性菌
を確認したのは 4趾であった。 
グラム染色を確認できた部位は骨髄 9 趾、軟部組織 14 趾、腱 12 趾、骨端 11 趾、腱付着部 10
趾、骨幹 2 趾であった。骨端部は成長期の急性化膿性骨髄炎の好発部位として知られているが、
成長軟骨板の消失した成人ではどこにでも骨髄炎を生じると考えられている。我々の研究にお
いて骨幹部でグラム染色陽性だったのは 2 趾のみであり、腱を伝ってきた細菌が付着部から骨
端部から骨髄内へ侵入することが示唆された。 
2 つの研究から AGE の微小循環障害による腱の脆弱性により細菌感染が生じやすくなり、腱をつ
たって運ばれた細菌が付着部である骨端部から骨髄内へ侵入し骨髄炎を生じることが強く示唆
された。 
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