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研究成果の概要（和文）：皮膚創傷治癒過程における miR-223 および Foxo1 機能解析を行った。miR-223 KO マウス
は、過剰な好中球活性化による治癒遅延が認められた。興味深いことに、黄色ブドウ球菌感染 miR-223 KO マウスは、
コントロールと比較して、創傷治癒が促進した。したがって miR-223 欠損好中球は、黄色ブドウ球菌感染創において
は有益であると示唆された。
　Foxo1ヘテロ欠損マウスは、ケラチノサイトの活性化、瘢痕形成および炎症反応減弱と相まって、創傷治癒が促進し
た。Foxo1 アンチセンスオリゴは、創傷治癒促進効果を有することが示された。Foxo1 は分子標的になり得ると考えら
れる。

研究成果の概要（英文）：I investigated function of miR-223 and Foxo1 in skin wound healing. Skin wound 
healing in miR-223 KO mice was delayed concomitant with altered neutrophil activation. I showed that 
miR-223 KO mice undergo prolonged acute inflammatory responses at wound sites due to miR-223 KO-derived 
neutrophils exhibiting increased hyperoxidative bursts. Intriguingly, S. aureus-infected miR-223 KO mice 
showed markedly faster skin wound healing than S. aureus-infected wild-type mice. Our data indicate that 
the molecular targeting of miR-223 may regulate the healing of bacterium-infected chronic skin wounds.
Foxo1 heterozygous mice led to accelerated skin wound healing with enhanced keratinocyte migration and 
reduced scarring accompanied by an attenuated inflammatory response. Transient knockdown of Foxo1 at the 
wound site by local delivery of antisense oligo enhanced skin wound healing. Overall, molecular targeting 
of FOXO1 may improve the quality of healing and reduce pathological scarring.

研究分野：創傷治癒
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１．研究開始当初の背景	
	 皮膚創傷治癒過程は、炎症細胞の浸潤が
顕著に認められる炎症期、再上皮化や肉芽
形成が活発に行われる増殖期、最後に過剰
に生産された細胞外基質が分解される成熟
期から構成される生体防御反応ある。この
一連の過程は細胞表面やサイトカインを介
した細胞間相互作用で制御されている。通
常、創傷治癒後に瘢痕（傷跡）が残る。し
かし、胎生期における皮膚修復部位には瘢
痕が認められず、皮膚組織が完全に再生す
ることが知られている。組織学的な精査に
よって、創傷部位に炎症細胞の観察されな
いことから、炎症細胞が瘢痕形成に関与し
ていると考えられているが、その分子メカ
ニズムは未だ明らかではない。	
	
	 microRNA（miRNA）は、標的	mRNA	に作用
して蛋白質翻訳抑制に関与する非コード	
RNA	である。私達は、皮膚創部における炎
症反応関連	miRNA	の同定に成功した。これ
ら	miRNA	は、炎症や瘢痕形成に関与してい
ると考えられるが、未だ機能は明らかでは
ない。	
	
２．研究の目的	
	 本研究の目的は、炎症関連	miRNA	として
同定した	miR-223	および	Foxo	ファミリ
ー（miR-223	標的	mRNA）の機能解明および
核酸医薬の開発である。	
	
３．研究の方法	
（１）皮膚創傷治癒モデルマウス	
	 マウス背部を剃毛し、直径	4	mm	の皮膚
打ち抜き損傷を施し作製した。その後、経
時的に創傷部位を摘出し（直径	6	mm）、病
理学的検査や分子細胞生物学的解析などを
行った。	
	
（２）黄色ブドウ球菌（S.	aureus）感染モ
デルマウス	
	 （独）製品評価技術基盤機構より	S.	
aureus	基準株を入手した。創傷を作製した
のち、S.	aureus（1	x	108	CFU/10μL）を
速やかに滴下し、モデル動物を作製した。	
	
（３）糖尿病モデルマウス	
1 型糖尿病モデルマウスは、ストレプトゾ
トシン（STZ）を投与し作製した。2型糖尿
病モデルマウスは、糖尿病自然発症	db/db	
マウスを用いた。	
	
（４）生体	MPO	活性化イメージング解析	
	 XenoLight	Rediject	Inflammation	Probe
（PerkinElmer）を腹腔内へ投与し、IVIS	
Lumina	Ⅱ	System（PerkinElmer）を用いて
解析を行った。	
	
（５）好中球活性化イメージング解析	

2-[6-(4'-amino)phenoxy-3H-xanthen-3-on
-9-yl]benzoic	acid（APF）（五稜化学）を
用いて好中球由来の次亜塩素酸を測定した。	
	
４．研究成果	
（１）miR-223	KO	マウスを用いた機能解析	
	 miR-223	KO	マウスを用いて無菌性皮膚
創傷治癒解析を行った。その結果、miR-223	
KO	マウスは、創部における好中球活性化制
御の破綻による、治癒遅延が認められた（図
1）。	

 
	 さらに、in	vitro	においても持続的な好
中球活性化が認められた（図 2）。従って	
miR-223	は、創部における急性炎症の惹起
および収束に必須であると考えられる。 

	 上記解析結果より、創部	miR-223	KO	好
中球は、過剰な活性化が認められた。In	
vitro	であるが、miR-223	KO	好中球は、カ
ンジダに対する殺菌力上昇が認められてい
る。従って miR-223	KO	好中球は、殺菌力
が要求される感染創においては有利に機能
すると仮定した。そこで、S.	aureus	感染
皮膚創傷モデルを用いて、肉眼的観察を行
った。その結果、miR-223	KO	マウスは、明
らかな治癒の改善が認められた（図 3）。	

	
（２）糖尿病	miR-223	KO	マウスを用いた
機能解析	
	 従来、糖尿病性潰瘍における好中球機能
は、予後決定因子として重要視されている。
一方、瘢痕と好中球活性化機能の関連性も
明らかでは無い。そこで	STZ	誘導 1 型糖尿
病	miR-223	KO	マウスおよび 2 型糖尿病	
miR-223	KO（miR-223	KO:	db/db）マウスを
用いて機能解析を行った。その結果、上記
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モデルマウスは、治癒遅延のみならず瘢痕
化が増悪することが明らかとなった（図4）。	

	
	 本研究により、炎症性	miR-223	の機能が
新たに解明された。特に、S.	aureus	感染	
miR-223	KO	マウスは、有意な治癒改善が認
められたことは、細胞移植治療を考慮する
上で興味深い（図３）。今後は、細胞移植
治療の可能性の検証または miR-223	AS	ODN	
投与による解析を行い、メチシリン耐性	S.	
aureus（MRSA）などの薬剤耐性菌出現によ
る新規対処療法の確立をめざしたい。	
	
（３）Foxo	ファミリーの機能解析	
	 Foxo	ファミリーは寿命や代謝に関連す
る転写因子である。炎症や組織修復におい
て役割を担っていると考えられるが、未だ
詳細な機能は明らかではない。さらにFoxo1	
は、miR-223	の標的分子と推測されている。	
	 皮膚創傷治癒過程において Foxo	ファミ
リーの発現動態を調べた結果、Foxo1	およ
び	Foxo3a	は、Foxo4	および	Foxo6	と比較
して、有意に発現が上昇していることが明
らかとなった。	
	
（４）Foxo1	HT	および	Foxo3a	KO	マウス
を用いた機能解析	
	 Foxo1	の発現が有意に減弱している	
Foxo1	ヘテロ（HT）マウス（Foxo1	KO	マウ
スは胎生致死である）および	Foxo3a	KO	マ
ウスを用いて機能解析を行った。その結果、
Foxo1	HT	マウスは、顕著に皮膚創傷治癒が
促進した。一方、Foxo3a	KO	マウスは、変
化が認められなかった。そこで本研究では、	
Foxo1	の機能解析を中心に行うことにした。	
	 次に、炎症様態を解析した。その結果、
Foxo1	HT	マウスは、有意に創部における炎
症反応が減弱していた（図 5）。	

	
（５）Foxo1	制御遺伝子の包括的同定	
	 受傷後 3 日目の創部を用いてマイクロア
レイ解析を行った。その結果、Foxo1	HT	マ
ウスでは、創傷治癒促進分子である線維芽
細胞増殖因子 2（FGF2）、アディポネクチ
ン、Notch1	およびミオシンなどの発現上昇
が認められた。したがって	Foxo1	HT	マウ

スにおける治癒促進効果の原因は、上記遺
伝子群の発現上昇の関与と推察された。	
	 FGF2	は創傷治癒において重要分子の一
つである。そこで、Foxo1	および	FGF2	の
関連性を調べるため、マウス初代培養ケラ
チノサイト（KC）を用いて解析を行った。
その結果、マウス組換え	FGF2	蛋白質
（mFGF2）を投与した	Foxo1	発現抑制	KC	
は、コントロールと比較して、有意に細胞
増殖および細胞遊走が促進していた。その
理由は、ERK1/2	活性化亢進に伴うものと判
断された。	
	
（６）瘢痕化の機能解析	
	 ピクロシリウス染色および電子顕微鏡を
用いて瘢痕化の機能解析を行った。その結
果、Foxo1	HT	マウスでは、１型コラーゲン
の発現減少に伴う、瘢痕化の減弱が認めら
れた（図 6）。	

	
（７）Foxo1	アンチセンスオリゴ（AS	ODN）
の開発	
	 Foxo1	HT	マウスを用いた解析により、
Foxo1	発現抑制は、皮膚創傷治癒改善が期
待できる。そこで、Foxo1	AS	ODN	を作製し、
治療への応用を検討した。その結果、Foxo1	
AS	ODN	が滴下された皮膚創部は、コントロ
ールと比較して、明らかな創傷治癒促進効
果を認めた。	
	

（８）ヒトケロイドにおける FOXO1 発現解
析	
	 ヒトケロイドサンプルを用いて、FOXO1	
発現を解析した。その結果、ヒトケロイド
部位近傍の正常皮膚において、FOXO1	高発
現細胞が多数認められた。ケロイド周辺の
正常皮膚は、ケロイドへ進展する可能性が
高い。ケロイド増悪に	FOXO1	が関与してい
ることが示唆された。	
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図７	 Foxo1	AS	ODN	は皮膚創傷治癒促進効果を有する	

図６	 Foxo1	HT	マウスの創部におけるコラーゲン密度および

直径は、コントロールと比較して、有意に減少していた。	



 

 

	 本研究により、皮膚創傷治癒過程におけ
る	Foxo1	の機能が解明された。そして	
Foxo1	を標的とした分子標的薬剤を用いた
治療法の有効性が示された。今後は	Foxo1	
AS	ODN	の化学的構造修飾をおこない、
Foxo1	AS	ODN	の持続性・特異性の向上をめ
ざす。また、人為的	Foxo1 活性化制御に資
する低分子化合物などの同定に取り組みた
いと考える。	
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