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研究成果の概要： 
糖尿病の合併症の一つとして、足底潰瘍に代表される創傷治癒遅延があげられる。一方、糖尿
状態になると脂肪や筋肉から分泌される adipokine や myokine といった内分泌因子の血中濃度
が増減することが知られている。本研究により adipokine の一つである adiponectin が、皮膚
創傷治癒で重要な役割を果たしている keratinocyte の増殖や分化に影響を与えていることを
解明した。 
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１．研究開始当初の背景 

他の先進国と同様、糖尿病患者は我が国で
も増加傾向にあり、糖尿病そのものに加えそ
の合併症に対する基礎研究や治療法の確立
が待たれている。中でも糖尿病に起因する創
傷治癒遅延は壊疽や感染症等に発展しやす
く患者の QOL のみならず医療費の観点から
も対策が急務である。 

一方、脂肪や筋肉が内分泌組織として働く
ことが近年明らかになってきており、分泌さ
れる因子はそれぞれ adipokine や myokine
と総称される。これらの因子は糖尿病では血
中濃度が増減することが知られ、糖尿病の
様々な病態に関わることが判明してきてい

る。 
 

２．研究の目的 
(1)①Adipokine、Myokine が fibroblast や

keratinocyteなどの創傷治癒に関わる細胞に
対してどのような影響を与えているのを in 
vitro にて明らかにする。 
②KKAy マウスなどのモデル動物を用いて

in vivo にても Adipokine,Myokine の影響を
明らかにする。 
(2) FGF や VEGF などの創傷治癒に関わる
サイトカインが、脂肪細胞や筋肉細胞に対し、
Adipokine や Myokine の分泌にどのように
影響を与えているかについても明らかにす
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る。 
 
３．研究の方法 
Adipokine として adiponectin,Myokine と

して Musclin を用いた。これは報告されてい
るすべての Adipokine,Myokineに対して実験
を行うことは予算、時間的に無理があること、
これまでの実験で Adiponectin,Musclinの扱
いに慣れていたためである。 
(1) ①Recombinant 蛋白の Adiponectin, 

Musclinを初代培養皮膚fibroblastおよ
び keratinocyte の Cell Line である
HaCaT 細胞へ添加し、Real Time PCR にて、
Involculin,Keratin,bFGF,IL,MMP,VEGF,
TGFβ,Integrinといった細胞分化や増殖
に関わる遺伝子について調査した。また、
同様に recombinant 蛋白添加後、細胞
Lysate を回収し、Western Blot 法にて
AMPK や MAPK のリン酸化といったシグナ
ル伝達経路についても調査した。また
BrdU を用いて細胞増殖に与える影響や
TUNEL assay を用いて細胞の apoptosis
に与える影響についても調査した。 
②動物実験として肥満糖尿病モデルであ
る KKAy マウスを用いた実験を行った。3
ヶ月間高脂肪高カロリー食を食べさせた
群と普通食を食べさせた群にわけ、背部
に創を作成後、創傷治癒の状態や
Adiponectin の集積を免疫組織染色にて
確認した。さらに recombinant 蛋白の局
所投与にて創治癒がどのように影響され
るかを調査した。 

(2) 創傷治癒に際して強く発現される因子の
VEGFやbFGF,TGFβのRecombinant蛋白を
脂肪細胞の Cell lineである 3T3L-1や筋
肉細胞の Cell line である C2C12 に添加
し、Adiponectin と Musclin の遺伝子発
現にどのような影響を与えるかを Real 
time PCR を用いて調査した。 
 

４．研究成果 
(1) ① Pilot study に て Recombinant 
Musclinはfibroblast,HaCaT細胞いずれに対
しても、調査したすべての遺伝子およびシグ
ナル伝達経路に対して有意な影響を与えて
いなかったため、以後 Adiponectin について
の調査に傾注した。 
 初めfibroblast,HaCaT細胞にRecombinant 
adiponectin を、濃度を変えて添加し、Real 
time PCR 法にて Involculin, Keratin, bFGF, 
IL,MMP,VEGF,TGFβ,Integrin といった細胞
分化や増殖に関わる遺伝子についてその発
現変化を網羅的に調査した。その結果、
Fibroblast においては今回調査したすべて
の遺伝子については変化が確認されなかっ
たが、HaCaT 細胞に対しては、Involucrin,TGF
β1,2,3 に対し、濃度依存性に遺伝子発現変

化が見られた（図１，２）。 

図 １ .HaCaT 細 胞 に 対 す る Adiponectin の

Involucrin 遺伝子発現変化への影響 

図 2.HaCaT 細胞に対する Adiponectin の TGFβ

1,2,3 遺伝子発現変化への影響 

次に、Adiponectin 添加によるシグナル伝
達経路への影響であるが、fibroblast におい



ては AMPK,MAPKともに変化が確認できなかっ
た。一方 HaCaT 細胞に対しては、AMPK のリン
酸化に影響を与えている結果が一度出たも
ののその後再現性がとれなかった。今後更な
る検討を要する。 

Adiponectin の HaCaT 細胞に対する細胞増
殖に与える影響を調査するため BrdU uptake
を検討した。その結果、Adiponectin は濃度
依存的に細胞増殖を抑制していることが判
明した（図３）。 

 
図３.HaCaT 細胞に対する Adiponectin の BrdU 

uptake への影響 

 
更に Adiponectin の HaCaT 細胞に対する
apoptosis に与える影響を調査するため
TUNEL assayを行った。その結果、Adiponectin
は濃度依存性に apoptosis を亢進していた
（図４）。 

 
図 4.HaCaT 細 胞 に 対 す る Adiponectin の

apoptosis への影響 

 
②KKAy マウスを高脂肪高カロリー食摂取群
と普通食摂取群に分け、３ヶ月後の血中アデ
ィポネクチン濃度を測ったところ、前群にお
いて有意に血中アディポネクチン濃度が減
少しており、また創治癒にも遷延が見られた。
そこで adiponectinの創部への集積に２群に
差があるか確認しようと試みたが、明らかな

差は見られなかった。ただしこれは抗体の性
能や条件検討によっては今後差が確認でき
るかもしれず、さらなる検討が必要である。
また、Recombinant adiponectin の創部への
局所投与実験では、adiponectin 投与側にお
いて創治癒が促進される傾向があったもの
の有意差はみられなかった。 
(2) VEGF,bFGF,TGFβいずれの Recombinant
蛋白添加でも 3T3L-1 において Adiponectin,
また C2C12 において Musclin の遺伝子変化に
差は見られなかった。 
 
糖尿病では足底の潰瘍において上皮化が

進まない一方、周辺に分厚い胼胝を生じたり、
逆に胼胝が原因となって足底潰瘍を生じる
ことがある。これらは keratinocyte の異常
増殖・分化や Apoptosis の過程が正常に行わ
れないことから生じると考えられる。 
糖尿病では Adiponectinの血中濃度が低下

することは以前より知られている。本研究に
より、Adiponectin は keratinocyte に対し、
分化抑制（involucrin の発現を抑制）、増殖
抑制（TGFβ1 の発現亢進、3の発現抑制）に
働く可能性が示された。一方 Adiponectin は
Keratinocyte に対し、apoptosis の亢進とい
う一見すると矛盾するように見えるデータ
も示された。これは、肝臓や脂肪のように分
化して成熟した細胞が働く組織と異なり、表
皮組織は基底層から成熟していき最終的に
角化（＝apoptosis）してはがれ落ちていく
といったように色々な段階の細胞があるた
め、どの段階の keratinocyte に働きかける
か に よ っ て 表 現 形 が 異 な る た め で 、
Adiponectin は表皮の定常性を保つために重
要な役割を担っている可能性が示唆される。 
本 研 究 に よ り 糖 尿 病 に お け る 低

Adiponectin 血症が、足底の胼胝を惹起させ
たり、潰瘍の上皮化を妨げている可能性が示
唆された。糖尿病における潰瘍に対する軟膏
などによる Adiponectin局所投与といった新
たな治療法も期待される。 
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