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研究成果の概要（和文）： 糖尿病性足壊疽など慢性創傷の病態増悪に好中球機能不、ネトーシスの関与が指摘
されている。今回我々は、好中球など免疫細胞に発現するC型レクチン受容体（CLRs）であるDectin-1と
Dectin-2に注目し、これらのCLRsとネトーシスの関連について解析を行った。本研究により、Dectin-2のリガン
ドであるα-mannan投与により、皮膚損傷晩期のネトーシスが高まり、この現象はDectin2KOマウスでは消失した
ことから、Dectin-2依存的な現象であることが明らかになった。また、Dectin-1リガンド投与、Dectin-1KOマウ
スではこの現象はみられなかった。

研究成果の概要（英文）：C-type lectin receptors recognize microbial polysaccharides. The C-type 
lectin receptors such as dendritic cell-associated C-type lectin (Dectin)-1 and Dectin-2, which are 
triggered by β-glucan and α-mannan, respectively, contribute to upregulation of the inflammatory 
response. This study was conducted to determine the roles of Dectin-1 and Dectin-2 in skin wound 
healing, with a particular focus on the kinetics of neutrophilic inflammatory response. 
Full-thickness wounds were created on the backs of C57BL/6 mice, and the effects of Dectin-1 or 
Dectin-2 deficiency and those of β-glucan or α-mannan administration were examined. We also 
analyzed wound closure, histological findings, and neutrophilic inflammatory response, including 
neutrophil extracellular trap formation. We found that Dectin-2 was involved in prolonged 
neutrophilic responses and neutrophil extracellular trap formation, leading to delayed wound 
healing. 

研究分野： 形成外科学

キーワード： 慢性創傷　好中球　ネトーシス　C型レクチン受容体　Dectin（デクチン）-2

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　糖尿病性足壊疽など慢性創傷は、血流不全(血栓)、感染症に加え、好中球の機能異常が関与する複合的な病態
であり、糖尿病患者の25%が生涯に足壊疽を形成することが報告されている。これまで、血流不全、感染症に対
する治療法は様々検討されているが、好中球の機能異常に関する研究、治療法は発展途上にあった。
　本研究成果により、難治性皮膚潰瘍の治癒遅延に好中球のネトーシスが関与し、さらにその現象にC型レクチ
ン受容体であるDectin-2の関与が明らかになったことから、今後、Dectin-2阻害によるネトーシス制御、皮膚潰
瘍治療法への応用が視野に入り、社会的意義は非常に高い。

※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）創傷治癒において、好中球は最も早く創部に集積し、初期の感染防御、炎症反応の
誘導に重要な役割を担う。 
しかし、炎症が過剰な糖尿病性足壊疽では、遷延した好中球がネトーシス(NETosis)に陥

り、治癒阻害に働くことが指摘されている。 
NETosis は活性化好中球にみられる特殊な細胞死であり、NETosis により、好中球は細胞

外トラップ・ネッツ (NETs: neutrophil extracellular trap)を放出する。 
NETs は急性感染では細菌を捉え、防御的に働くが、過剰になると過度の炎症と組織修復
の遅延を引き起こすことが予想される。 
 
（２）DM 足壊疽は、末梢神経障害、血流不全(血栓)、感染症に加え、好中球の機能異常
が関与する複合的な病態である。米国では糖尿病患者の 25%が生涯に足壊疽を形成するこ
とが報告されている。               
しかしながら、何が好中球機能不全の引き金を引くのか、その制御機構は依然として不

明である。 
 申請者は、炎症性細胞に発現し、糖鎖認識に関わる Dectin-2 に注目している。合わせて、
治癒促進に対して対照的な役割が報告されている Dectin-1 についても解析を行う。 
 
２．研究の目的 
 
（１） 創傷治癒過程における好中球 NETs への Dectin-1、Dectin-2 の関与 

申請者らがすでに確立した「慢性創傷マウスモデル」を用い、治癒速度と NETs 形
成への Dectin-1、Dectin-2 を介した影響を明らかにする。 

 
（２） Dectin-2 阻害による慢性創傷の新規治療法の開発 

慢性創傷マウスモデルに Dectin-2 のシグナルを阻害する antagonist を投与し、治癒過
程の阻害がキャンセルされるか否かを明らかにする。 
 
３．研究の方法 
（１）慢性創傷における Dectin-2 を介した NETs の影響 
＜実験モデルの作成＞ 
・野生型マウス(C57BL/6)、Dectin-2KO マウス (入手済・自家繁殖) に対し、創傷作成

直後にαマンナンを投与し、慢性創傷モデルを作成する。 
・全身麻酔下、マウス背側皮膚に 6mm パンチで開放創を作成、閉鎖環境を保持し、 
野生型マウスと Dectin-2KO マウス間で比較する。 
＜解析項目＞ 
・創閉鎖率、再上皮化率、血管新生、コラーゲン合成の解析  
・フローサイトメトリーによる炎症性細胞浸潤、好中球活性化の評価  
・NETs の同定: 好中球マーカー: Ly6G、NETs マーカー: H3Cit、 
DNA マーカー: Hoechst 33342 にて染色し、共焦点レーザー顕微鏡にて解析 
（２）Dectin-2 阻害による創傷の新規治療法の開発 
＜実験モデル＞野生型マウス(C57BL/6)に創傷を作成し、Dectin-2 阻害群 (antagonist 投
与)と Dectin-2 非阻害群 (コントロール溶媒投与) 間で比較する。Dectin-2 antagonist は
Invivo Gen より購入して使用する。 
 
＜解析項目＞Dectin-2 阻害剤の効果について、以下の項目を解析する。 



・創閉鎖率、再上皮化率、血管新生、コラーゲン合成の解析  
 
 
４．研究成果 
（１）Dectin-1、Dectin-2 欠損が皮膚創傷治癒過程に与える影響の違い 
Dectin-1KO マウスと Dectin-2KO マウスを用いて、創傷治癒過程の各ステップを検証し、
以下の結果を得た。 
① 創閉鎖率への影響 
 WT マウス、Dectin-1KO マウス、Dectin-2KO マウスにそれぞれ創を作成し、創作成後 5
日目における創閉鎖率を算出した。創閉鎖は時間とともに進行し、Dectin-1KO 群の創閉鎖
は WT 群と比較して有意に遅延したが、Dectin-2KO 群では促進した。 
② 再上皮化への影響 
 創閉鎖に大きく影響する再上皮化率を、創作成後 5 日目の HE 染色像を基に算出した。
Dectin1-KO 群の再上皮化率は WT 群に比べて低く、Dectin-2KO 群では高かった。 
③ 血管新生、筋線維芽細胞、上皮細胞への影響 
  Dectin-1 あるいは Dectin-2 欠損の皮膚創傷治癒の代替組織形成への影響について調べる
目的で、新生表皮における上皮細胞の増殖マーカーとして PCNA 陽性細胞数；血管新生を
示す血管内皮細胞のマーカーとして CD31 陽性血管内皮細胞数；創収縮に関わる筋線維芽
細胞のマーカーとして αSMA陽性細胞数について、免疫染色像を基に次の項目を解析した。
創作成後 5 日目の PCNA 陽性細胞数は Dectin-1KO 群で WT 群より低かった。CD31 陽性細
胞数は Dectin-1KO 群では WT 群より低く、Dectin-2KO 群では高かった。α-SMA 陽性細胞
数は Dectin-2KO 群では WT 群より高かった。以上の結果から、Dectin-1KO マウスでは、
上皮細胞の増殖や血管新生などが弱いため、上皮化が進まず、創閉鎖が遅れる一方、
Dectin-2KO マウスでは、組織形成が亢進し、創閉鎖が促進されることが示唆された。 
④ 好中球集積 
好中球は創傷治癒過程早期の炎症反応において重要な役割を果たすことが示されている。

そこで、Dectin-1 および Dectin-2 の欠損が好中球の創傷組織への集積に及ぼす影響につい
て、創作成後 6 時間および 5 日目で検証した。Dectin-1KO 群の好中球数は 6 時間で WT 群
の半分程度であり、5 日目では WT 群と有意な差がなかった。一方、Dectin-２KO 群の好中
球数は 6 時間で WT 群の 2 倍となり、5 日目では逆に WT 群の 1/4 程度に低下した。これ
らの結果から、創傷治癒の促進には好中球を早期に創部に集積させ、その後は速やかに消
退させることが重要であり、Dectin-1 はこの過程に必要な因子で、Dectin-2 は逆に阻害する
因子である可能性が示唆された。 
 
（２）皮膚創傷治癒における Dectin-1、Dectin-2 シグナル活性化の影響の違い 
① 創閉鎖率への影響 
 遺伝子欠損マウスを用いた実験から、創傷治癒過程における Dectin-1 および Dectin-2 の
相反する役割が示唆された。そこで、Dectin-1 および Dectin-2 を既知の外因性リガンドで
刺激することで、それぞれの受容体からの強いシグナルが創傷治癒過程に及ぼす影響を調
べた。Dectin-1 リガンドとして dZymosan を投与した群、Dectin-2 リガンドとして Mannan
を投与した群、および Vehicle として PBS を投与した群について、創作成後 3、5、7 日目
における創閉鎖率を算出した。その結果、dZymosan 群の創閉鎖は 3 日目、5 日目、７日目
で Vehicle 群よりも促進していた。一方、Mannan 群の創閉鎖は 5 日目と 7 日目において
Vehicle 群よりも遅延した。 
 

（３）dZymosan、α-mannan 局所投与が好中球集積に与える影響 

Dectin-1KO および Dectin-2KO マウスの解析から、創形成後に組織形成に至るまでの過程

に好中球性炎症が大きく影響している可能性が示唆された。そこで、Dectin-1 および

Dectin-2 に対するそれぞれのリガンドによる刺激が好中球の集積へ与える影響をフローサ



イトメトリーで評価した。解析により創部の好中球数の継時変化を評価したところ、好中

球は dZymosan 投与により早期の 6、12 時間において Vehicle 投与より多く、24 時間以降は

Vehicle 投与と同レベルで低下していった。一方、Mannan 投与は早期では Vehicle 投与と同

等だったが、後期は 5 日をピークに増加し、遷延した。Dectin-1 および Dectin-2 それぞれ

のリガンドの投与により、創部への好中球集積のタイミングが明確に違うことが示された。 

 

（４）dZymosan、α-mannan 局所投与による NETosis への影響 

好中球が創傷治癒に悪影響を及ぼす機序として、細胞毒性が強い NETs の放出が考えら

れる。そこで、dZymosan および Mannan 投与による創部 NETosis と NETosis のトリガー 

となるヒストンのシトルリン化を蛍光免疫染色とウェスタンブロッティングで解析した。5

日目における創の好中球 (Ly6G; 赤色)とシトルリン化ヒストン (CitH3; 緑色) の蛍光二

重染色では、Mannan 投与において、好中球とシトルリン化ヒストンの共局在が認められ

た。ヒストンのシトルリン化を定量するため、創中のシトルリン化ヒストン（CitH3）とヒ

ストン（H3）をウエスタンブロッティングで検出し、ウェスタンブロッティングのバンド

の濃さを ImageJ にて数値化し、CitH3/ H3 比を算出した。Mannan 投与群において創作成後

5 日目にシトルリン化の上昇を認めた。創作成後 6 時間では Mannan 投与だけでなく

dZymosan 投与においても上昇は認めなかった。この結果より、Dectin-1 ではなく Dectin-2

が NETosis 誘導に関与することが示唆された。 
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