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研究成果の概要（和文）：二次元単層培養系およびLSEの創傷モデル実験において、細菌、ケラチノサイト、抗菌物質
のみ（間質因子、免疫応答細胞などは含有されていない）では、創傷部での細菌感染モデルの再現は難しい可能性が示
唆された。
CRAMPノックアウトマウスを用いたin vivoでの創傷遅延回復効果に関する検討は、Firmocidinの結晶化に困難を生じた
ため共同研究者よりの継続的な供給が不可能となり行えなかった。しかし、今後、in vivoでの検討結果がtargetとす
べき細胞の同定につながる可能性があるため、firmocidinが供給再開されることを待って、さらなる検討を継続、展開
していく予定である。

研究成果の概要（英文）：In a wound model of two-dimensional keratinocyte culture system and LSE, it was 
difficult to reproduce the bacterial infection model in the wound only with bacteria, keratinocyte, and 
antibacterial agents. The examination about the wound healing delay using the CRAMP knockout mise in vivo 
could not run, because continuous supply of Firmocidin from the colleague had been impossible. In vivo 
examination results may lead to the identification of desired cells. We wait for Firmocidin supply and 
are going to develop further examination continuously.
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１． 研究開始当初の背景 
創傷治癒において、いかに適切な湿潤環境を
維持することができるかという点と、その際
の常在菌及び病原菌叢をいかにコントロー
ルするかという点が、非常に重要である。通
常の抗菌物質のみの投与では十分な効果が
得られず遷延治癒に陥るケースがあり、薬剤
耐性を逃れて十分に効果を発揮しうる物質
が期待されていた。自然免疫系の一つである
抗菌ペプチドは、この薬剤耐性に関する問題
をクリアしうる有力な候補として注目され
て、多数の物質が報告されているが、2010
年に皮膚常在菌である表皮ブドウ球菌由来
の新たな抗菌物質Firmocidinが発見された。
(Nakatsuji T, Gallo RL et al, 75th SID 
Annual Meeting, 2012) 
 

 Firmocidin  

(Adenine N3-oxide) 
 
この物質の特筆すべき点は、多くの皮膚科領
域細菌群(eg, Group B Streptococcus, MRSA, 
Group A streptococcus, S aureus)に対して
抗菌活性を示すが、表皮ブドウ球菌（自分自
身）には全く抗菌活性を示さないことと、構
造式に示されるようにいわゆるペプチドと
は異なる小さな分子量を有する物質である
ことが挙げられる。 

表皮ブドウ球菌はこのほかに TLR2 を
介して hBD-2 および hBD-3 の発現を増加さ
せることが知られている(Lai Y, Gallo RL et 
al, J invest Dermatol 2010)。それに対して、
近年 LL-37 が small DNA と結合することに
より plasmacytoid dendritic cell(pDC)の
TLR-9 に認識されることが報告され（Lande 
R et al, Nature 2007）、さらにこの
DNA-LL37 complex が角化細胞の TLR9 の
発現増加を生じることにより、尋常性乾癬の
病態に深く関与していることも明らかとな
った。（Morizane S, Murakami M et al, J 
Invest Dermatol. 2002）。 
 
２． 研究の目的 
表皮ブドウ球菌を中心とした firmocidin, 抗
菌ペプチド, TLR などの複合的関与により抗
菌及び創傷治癒過程のネットワークが形成
されていることが示唆され、薬剤耐性の問題
を踏まえて、既存の抗生剤に代わる感染制御
及び創傷治癒（表皮角化細胞の再生）を同時
に進行しうるシステムを新規創傷治癒促進
システムとして確立することを目的とする。 
 
３． 研究の方法 
1) 正常人角化細胞を用いた単層培養細胞、三
次元培養表皮(LSE)及びエクリン汗培養細胞

(NCL-SG3) を用いて、皮膚科領域細菌群に
よる創傷遅延の評価を行うとともに
Firmocidin による直接的な創傷治癒促進作
用についての評価を行う。 
(2) 表皮ブドウ球菌培養時に得られる SECM 
(conditioned culture medium)、firmocidin
及び正常人エクリン汗を各々(1)で構築され
たシステムに作用させ、これらによる創傷遅
延の改善につき評価検討を行う。 
(3) LL37 マウスホモログである CRAMP 
Knockout mouse 及びコントロールマウスを
用いて、各種創傷モデル（感染有群・無群）
を作成したのち、Firmocidin 含有軟膏を作成
し、これによる感染制御を比較検討する。 
 
４． 研究成果 
(1)微量サンプルによる角化細胞への刺激実
験砲：LSE を用いた被刺激実験法の確立。 
掌蹠膿疱症患者からの手掌・足底部の水疱/
膿疱は非常に微量であるため、通常の二次元
培養ケラチノサイトで刺激実験を行うこと
は困難である。直接検査物を添加すると直ち
に乾燥し、持続刺激が困難になることから、
適切な vehicle を検討したところ、アガロー
スゲルを用いて検査物を被覆あるいは含有
させることにより、良好な結果を得ることが
可能であることが明らかとなった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
(2) 正常角化細胞、NCL-SG3 に対する細菌
感染による創傷遅延効果の評価を行うため
に二次元単層培養にてそれぞれサブコンフ
ルエントとなるように Dish 内でシート状に
増殖させた後、scraper で dish 中心部に 1 ㎝
幅で細胞剥離（傷を作成）を行った。その後
この部位に S. aureus, S. epidermidis, 
Group A streptococcus を添加し、細胞の修
復遅延について評価した。細菌添加群と非添
加群では創部の再生に要する時間に若干の
差を認めた。 
次に、採取されたエクリン汗、fimocidin、

LL-37 を創傷作成後に添加し、その後同様に
細菌感染を行い、それぞれの物質による創傷
遅延回復効果判定を試みた。しかしながら、
肉眼的には創部の再生時間に大きな差異を
みることはできず、L-17, IL-8, IL-1α, IL-1β 
mRNA の発現様式にも有意差を見ることが
できなかった。 



 
(3)LSE を用いた創傷モデル作成 
LSE を作成後、18G 注射針を用いて中心部に
機械的に線状の傷を作成し、その部位の再生
を観察した。二次元単層培養系と同様に S. 
aureus, S. epidermidis, Group A 
streptococcus を創部に添加し、細胞の修復遅
延について評価を試みたが、細菌添加群と非
添加群では創部の再生に要する時間に差を
認めることはできなかった。次に、採取され
たエクリン汗、fimocidin、LL-37 を創傷作成
後に添加し、その後同様に細菌感染を行い、
それぞれの物質による創傷遅延回復効果判
定を試みた。やはり今回も肉眼的観察による
創部の再生に大きな差異をみることはでき
ず、L-17, IL-8, IL-1α, IL-1β mRNA の発現様
式にも有意差を見ることができなかった。 
単層培養系の実験結果とこの結果を鑑み

て、細菌、ケラチノサイト、抗菌物質のみ（間
質因子、免疫応答細胞などは含有されていな
い）では、創傷部での細菌感染モデルの再現
が難しい可能性が示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
LSE における firmocidin 添加によるｍRNA 発現の比較

検討。 
 
この時点で、Firmocidin の結晶化に困難を生
じ、共同研究者よりの継続的な供給が不可能
となったため、CRAMP ノックアウトマウス
を用いた in vivo での創傷遅延回復効果に関
する検討については現在 pending となって
いる。二次元単層培養系および LSE の結果
を鑑みて、in vivo での検討結果が、今後
targetとすべき細胞の同定につながる可能性
があるため、今後、firmocidin が供給再開さ
れることを待って、さらなる検討を継続、展
開していく予定である。 
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