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研究成果の概要（和文）：SortilinはproNGFと共にp75に結合すると、細胞死シグナルが細胞内へ伝達される。糖尿病
の創傷治癒遷延に表皮細胞のsortilinが関与しているかを調べるため、培地中の糖濃度によって培養表皮細胞のsortil
in遺伝子(SORT1) の発現量が変化するかを検討した。その結果、培養後24時間では、糖濃度の高低にかかわらずSORT1
の遺伝子発現量は100mg/dLのSORT1の遺伝子発現量と有意差はなかった。培養後48, 72時間では0mg/dLのSORT1の遺伝子
発現量は100mg/dLのSORT1の遺伝子発現量に比べ有意に高かったが、他の濃度では有意差がなかった。

研究成果の概要（英文）：When proNGF binds to sortilin and p75, the cell death signal is transduced into 
the cell. We examined how sortilin gene expression changes in cultured human epidermal cells depending on 
the glucose concentration in the culture medium.
When the cells were grown in the new medium for 24 hours, the sortilin gene expression level at 100 mg/dL 
glucose did not differ significantly from the expression levels at other glucose concentrations. At 48 
and 72 hours of culture, only the sortilin gene expression level at 0 mg/dL glucose was significantly 
higher than the expression level at 100 mg/dL glucose. The results suggest that the sortilin gene levels 
of epidermal cells are not clinically problematic at low glucose concentrations, just as at high glucose 
concentrations, provided the glucose levels are sufficient to maintain biological activities.

研究分野：形成外科
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１．研究開始当初の背景 
糖尿病患者の約 40％が糖尿病性神経障害を
生じる。糖尿病性神経障害では全身の臓器を
司る神経が障害されるが、皮膚で障害が生じ
ると潰瘍、壊疽から時に敗血症に至ることさ
えある。また、慢性有痛性ニューロパチーに
よる強い疼痛が、日常生活や就労を困難にす
ることさえある。 
高ブドウ糖環境下における表皮細胞の

NGF 産生に及ぼす影響を検討した。その結
果、通常の培地のブドウ糖濃度 100mg/dl に
対し、200mg/dl の培地では表皮細胞のコロ
ニー形成能に大きな変化はないが、培地中の
NGF は有意に低下した(unpublished data）。
この 200mg/dl の濃度では、細胞死を招く
proNGF やソーチリンはどのように推移し
たかは興味深く、その解析によって、表皮細
胞のターンオーバーが障害される以前に、神
経障害の徴候がみられるかが明らかになる
と考えられた。 
 
２．研究の目的 
Nerve growth factor (NGF)は糖尿病性末梢
神経障害に伴う創傷治癒遷延に関与する。
NGF はチロシンキナーゼ型受容体である
TrkA を介して神経突起の伸長や分化を促進
し、神経細胞が成熟した後も生存や機能維持
にはたらく。さらに神経保護作用があるため、
神経細胞死を抑制し神経損傷の修復に関与
する [1-3]。一方、NGF の前駆体である
proNGFは、腫瘍壊死因子受容体ファミリー
の p75 に結合する。2001 年、proNGF が共
受容体の sortilinと共に p75に結合すると細
胞死を招くことが報告された[4]。すなわち
NGFと proNGFの作用は、ほぼ正反対であ
ることが明らかになった。 

Sortilin は 95 kDa glycoprotein で a 
member of the mammalian type-I 
transmembrane receptors containing a 
Vps10p domain である[5]。中枢神経系の細
胞内膜系、とくに Golgi体に多く存在し、細
胞内分子輸送に関与する。Sortilin は細胞膜
に存在する低親和性ニューロトロフィン受
容体の p75 に proNGF と共に結合すると、
細胞死シグナルが細胞内へ伝達される。脳卒
中などで脳が損傷すると、損傷した細胞から
放出されるタンパク質によって周辺の正常
な細胞のアポトーシスが誘発され、発生から
数分以内に神経細胞の細胞死が始まる。
Sortilin はこのアポトーシス指令の重要な役
割をはたすため、アルツハイマー病などの中
枢神経疾患に続いて生じるアポトーシスに
関与すると考えられている[6, 7]。2010年、
培養表皮細胞にも sortilinが存在し proNGF
と共にp75に結合することによって細胞死に
至ることが明らかになった[7]。そこで今回、
糖尿病の創傷治癒遷延に sortilinが関与して
いるかを調べるため、培養表皮細胞における
sortilin 遺伝子(SORT1) の発現量が培地中
の糖濃度によって変化するかを検討した。 

３．研究の方法 
(1) 表皮細胞の培養 
本学生命倫理委員会の承認のもと、同意を得
た患者より手術時に余剰となった正常皮膚
から採取したヒト表皮細胞を用いた。表皮角
化 細 胞 増 殖 用 培 地 （ EpiLife ○R , Life 
technologies Corporation, CA, USA）に増
殖 添 加 剤 （ EpiLife ○R  Defined Growth 
Supplement, Life technologies Corporation, 
Carlsbad, USA）を加えた培地を用いて、37℃、
5% CO2条件下で培養した。この表皮細胞を６
穴プレートに継代し 80％のコンフルエント
に し た 後 、 無 血 清 、 無 糖 培 地
（ HuMedia-KG2 ,KURABO INDUSTRIES LTD, 
Tokyo, Japan）で 24 時間培養した。次いで、
この培地を0, 20, 40, 60, 100, 200, 400, 800 
mg/dL の各種 glucose 濃度に調整し 24, 48, 
72 時間培養した。 
 
(2) SORT1 の発現 
各条件で培養した表皮細胞から RNeasy Mini 
Kit (Qiagen, Venlo, Netherlands )を用い
て Total RNA を抽出した。得られた Total RNA
に対して SuperScript○RVILOTM cDNA Synthesis 
Kit (Life technologies Corporation, 
Carlsbad, CA, USA )を用いて逆転写反応を
行い cDNA を得た。得られた cDNA より KAPA 
SYBR ○R  FAST Universal qPCR Kit (KAPA 
BIOSYSTEMS, Boston, USA ) を 用 い て
real-time PCR を行なった。遺伝子発現の解
析 に は Rotor Gene Q (Qiagen, Venlo, 
Netherlands )を使用し、下記プライマーを
使用した。 
 (forward) 
5’-TTATCCTGGCCATCGTGGGATTGA-3’ 
(reverse) 
5’-ATTAGTGTGGGAGGCTGTGTCCAA-3’ 
 GAPDH   
(forward) 
5’-CATGTTCGTCATGGGTGTGAACCA-3’ 
(reverse) 
5’-AGTGATGGCATGGACTGTGGTCAT-3’ 
 
(3) 統計解析  
各培養期間、糖濃度における reactive mRNA 
levels (SORT1/GAPDH)を、対応する培養期間
の100mg/dLの糖濃度のreactive mRNA levels 
(SORT1/GAPDH)と Dunnett の多重比較法を用
いて 100mg/dL 群とその他の濃度群を比較し
た。統計解析ソフトは SAS Ver. 9.4 (SAS 
Institute Inc.,Cary,NC,USA)を使用した。 
 
４．研究成果 
(1) 結果 
無血清、無糖培地での 24 時間の培養後、新
たな培地での 24 時間の培養では、いずれの
糖濃度の SORT1 の遺伝子発現量においても
100mg/dLのSORT1の遺伝子発現量と有意差は
なかった。新たな培地での培養後 48 時間で
は、0mg/dL の SORT1 の遺伝子発現量でのみ



100mg/dLのSORT1の遺伝子発現量に比べ有意
に高かった(p=0.002)（図 1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
新たな培地での培養後 72 時間では、0mg/dL
の SORT1 の遺伝子発現量でのみ 100mg/dL の
SORT1 の遺伝子発現量に比べ高度に有意に高
かった(p<0.001)（図 2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2) 考察 
創傷治癒過程において表皮細胞はNGFを産生
し分泌する。分泌された NGF は nerve fiber 
を sprout して神経を再生するとともに、
autocrine fashion によって、表皮細胞自身
の増殖と遊走も促進する[2, 3, 8, 9]。その
ため糖尿病性潰瘍の創傷治癒遷延にNGFが関
与するかを調べた報告は多い[1-3, 10, 11]。
一方、表皮細胞は proNGF も産生し、さらに
p75 と sortilin も存在するので、autocrine
に細胞死にいたる経路も存在する。表皮細胞
を high glucose の培地で培養すると、細胞
の増殖と分化、さらに cell mobility が抑性
される[12-14]。そこでわれわれは、培地中
の糖の濃度が高くなると、SORT1 の遺伝子発
現量が増加するのではないかと考え 0, 100, 
200, 400, 800 mg/dL の各種 glucose 濃度で

表皮細胞を培養してSORT1の遺伝子発現量を
調べた。結果は予想に反して、high glucose
においても 100mg/dL の glucose の SORT1 の
遺伝子発現量と比べて有意差はなかった。一
方、今回の結果と同様に培養後 48 時間と 72
時間では、0mg/dL の糖濃度でだけ 100mg/dL
の SORT1の遺伝子発現量に比べて高値を示し
た(unpublished data)。そこで 0mg/dL と
100mg/dL の間ではどのように発現している
かを確認するため 20, 40, 60 mg/dL の糖濃
度も追加して再検討した。その結果、SORT1
の遺伝子発現量は 0mg/dl と 100mg/dL の間で
段階的に変化するのではなく、0mg/dL でのみ
高いことが明らかになった。今回の研究に使
用した培養表皮細胞は 80％のコンフルエン
トにした後、一旦、無血清、無糖培地で 24
時間培養したうえで0, 20, 40, 60, 100, 200, 
400, 800 mg/dL の各種 glucose 濃度に調整し
た培地で 24, 48, 72 時間培養したので、
0mg/dLのglucose濃度の培地で培養した細胞
は、計 48 時間、72 時間、96 時間無糖状態に
暴露されたことになる。 
糖の濃度は細胞活性に大きな影響を与える。
これまで行われてきた高血糖による創傷治
癒遷延に関する研究の多くはサイトカイン
の視点で行なわれてきた。糖尿病では TGF-
β1 レベルの低下によって表皮細胞の遊走が
障害される[15]。表皮細胞の EGF に対する反
応の低下と、血小板で産生される EGF の減少
も表皮細胞の増殖と遊走を障害する[16]。さ
らに表皮細胞における SDF-1αの産生も低下
するため、血管内皮前駆細胞の創傷への誘導
も障害されることなどが報告されてきた
[17]。しかし sortilin の視点で、high 
glucose による創傷治癒遷延が研究された報
告はない。糖尿病の病状が悪化すると、イン
スリンによる血糖値のコントロールが難し
くなり、低血糖による昏睡を生じることがあ
る。低血糖を含め低栄養は創傷治癒に悪影響
を与える[18]。今回の研究では 20, 40, 60 
mg/dlL の low glucose においても SORT1 の遺
伝子発現量は 100mg/dL の SORT1 と有意差が
なかった。すなわち生命活動を維持できるレ
ベルの糖濃度であれば high glucose と同様
に low glucose においても表皮細胞の SORT1
の遺伝子発現量は臨床において問題はない
ことが示唆された。今後、タンパクとしての
sortilin、proNGF、p75 の発現を表皮細胞で
調べると共に、末梢神経細胞での発現が検討
されれば、糖尿病性足潰瘍において sortilin、
proNGF、p75 を介した表皮細胞の細胞死が関
与しているか明らかになるかもしれない。 
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