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研究成果の概要（和文）：糖尿病に合併する慢性皮膚創傷の浸出液にはマトリックスメタロプロテアーゼ (MMP)-9 が
多量に含まれる。過剰なMMP-9は創傷治癒の遅延や臨床的重症度と関係する。軟膏基剤は薬効を持たない賦形剤と言わ
れてきた。しかし本研究で、基剤のマクロゴールは創面においてMMP-9阻害という薬理作用をもつことを示した。滲出
液マイクロRNAのmiR-126の発現は創傷により著名に増減した。低酸素環境が血管内皮細胞由来 miRNA と血管内皮機能
に与える影響の解析を進め、in vitroの培養細胞の系であるが、miR-126のノックダウン、過剰発現を行いMMP-9や血管
新生、血流に関与する可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：There was abundant matrix metalloprotease (MMP)-9 in exudate obtained from 
chronic wounds such as from elderly or diabetes mellitus. Excessive MMP-9 may delay wound healing and 
correlate with clinical severity. Ointment base has been considered to have no pharmacologic actions. 
However, in this study macrogol, an ointment base, exhibited pharmacologic activity to reduce MMP-9 
activity. The concentration of microRNA, miR-126, varied greatly depending on the characteristics of 
would exudate. The effect of hypoxia on endothelial miRNA and function was evaluated using in vitro cell 
culture system. Knockdown and overexpression of miR-126 were involved in the regulation of MMP-9 in 
endothelial cells. The results suggested that miR-126 in chronic wound exudates may be involved in 
angiogenesis and blood flow, affecting the recovery of chronic wounds. The study may provide platform to 
develop new strategies of therapy against chronic wounds typically seen in elderly or diabetic patients.

研究分野： 臨床検査
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

(1)高齢者の褥瘡や糖尿病性潰瘍など皮膚潰

瘍は痛みが強く、生活の質を甚だしく低下さ

せる。病態は急性創傷と異なって複雑で個別

性が高く評価が難しい。発症・進展には阻血、

再灌流障害、機械的変形等が関与し、外用薬、

ドレッシング、物理療法などで治療する。し

かし症状が進展すると炎症、深い潰瘍と多様

な肉芽に至り治療抵抗性となるため、適切な

診断と治療が必要である。各々の危険因子の

寄与度や治療に対する応答は患者により異

なるため、病態を適切に評価する方法が必要

となる。 

 

(2)①近年、病態の診断や予防、治療への反応

性や効果などの予測を目的とした各種マー

カーの開発が注目され、疾病の予防やオーダ

ーメイド医療への応用が期待される。皮膚障

害については分子標的治療薬の副作用やア

トピー性皮膚炎のマーカーとしてサイトカ

イン、ケモカイン等が候補とされてきた。し

かしこれらの因子は疾患進展度との間に緩

やかな相関がみられるものの評価には不十

分である。高齢者の褥瘡・糖尿病性潰瘍の進

展・治癒のバイオマーカーは同定されていな

い。②低分子ノンコーディング RNA の一種

であるマイクロ RNA（microRNA, miRNA）

は、標的の遺伝子やタンパク質の発現を微調

整することで発生や形態形成、アポトーシス、

細胞増殖、生殖機能等の様々な生物学的機能

に関与している。近年、エクソソームや微小

胞のような小胞顆粒に包埋されて体内を循

環する分泌型 miRNA が大きな注目を集めて

いる。分泌型 miRNA は、癌をはじめとした

疾患の病態や進行度合いなどの生理状態に

よってその発現量や種類が大きく変動する

ことが知られ、血液を利用した低侵襲性の診

断用バイオマーカーとしての応用が期待さ

れている。炎症期に誘導される miRNA は同

定されてきた。しかし、ヒトの褥瘡、糖尿病

性皮膚潰瘍など慢性創傷の治癒過程におけ

る分泌型 miRNA の発現動態はまだ明らかに

されていない。③高齢者の糖尿病は循環障害、

神経障害を介して褥瘡のハイリスクとなる。

申請者らは miRNA が褥瘡、糖尿病性皮膚潰

瘍発症のマーカーとなり得る可能性に着目

し心血管疾患の既往歴を有する患者におけ

る血中 miRNA の発現を検討し、特定の

miRNA 発現が血糖、血圧、年齢と有意に相関

することを見出した。従って、病変局所にお

いても褥瘡・糖尿病性潰瘍の進展・治癒過程

の指標となる分泌型 miRNA が存在する可能

性は非常に高い。 

 

２．研究の目的 

(1) 褥瘡や糖尿病性皮膚潰瘍は高齢者に高頻

度にみられる疾患で、国民医療費の大きな負

担となっている。申請者はこれまで、治療に

用いる薬剤と潰瘍生体成分の相互作用に着

目し、治癒を促進する外用薬の組み合わせを

見いだしてきた。しかし多様な病態に適した

外用薬の選択は容易ではない。近年、細胞外

に放出される分泌型 miRNA が新たな疾患バ

イオマーカーとして期待されている。本研究

では、分泌型 miRNA の測定による褥瘡・皮

膚潰瘍の進展・治癒過程の評価系の開発を行

う。 

(2) 具体的な項目は、①進展・治癒に特異的

な分泌型 miRNA の同定と機能解析、②疾患

特異的な分泌型 miRNA の効率的な検出条件

の確立、③臨床検体における miRNA と皮膚

表面の損傷部位（創面）の臨床所見との相関

の検討と新規治療法への応用である。 

 

３．研究の方法 

(1) 皮膚組織由来の miRNA は直接臨床検査

に応用することは、高齢者には侵襲性が高く

現実的ではない。本研究ではより侵襲性が低

く簡便に検体を得て診断ができるよう、申請

者らが予備的な検討で得た分泌型 miRNA に



焦点を当てて創面浸出液の解析を行う。

miRNA は、リアルタイム PCR 法によりスク

リーニングすることで絞り込む。培養細胞を

1%低酸素、で刺激した後上清を回収し候補と

なる miRNA が存在することを確認する。 

(2)① リアルタイム PCR法でより微量の浸出

液から効率よく分泌型 miRNA を検出できる

よう、臨床で用いられるガーゼの吸水性の検

討、浸出液等からの miRNA 抽出法および反

応条件を検討する。miRNA は total RNA サン

プル全体にわずか 0.01%程度しか存在せず、

検出には数 ng の miRNA を要する。したがっ

て、より微量の浸出液を用いて測定するには

検出感度の向上が必要である。本研究では、

miRNA の抽出・精製法およびリアルタイム

PCR 法による反応条件を改良することによ

り、最終的に浸出液あるいは創面処置に用い

たガーゼや浸出液の付着した綿棒から効率

よく miRNA の検出を可能にする。②同定し

た miRNA 分子種を糖尿病や循環器疾患の既

往歴を有する褥瘡患者の浸出液より検出し、

創面との関連を検討することで、新しい褥瘡

の診断や治療モニタリングマーカーとして

の可能性を探る。 

(3) MMP-9活性を見る in vitroの評価系を確立

する。MMP-9 により分解され呈色する基質を

用いて比色法で測定する。マクロゴール軟膏

と混合した MMP-9 でウエスタンブロッティ

ングを行う。 

 

４．研究成果 

(1) 褥瘡治療に用いられるガーゼの吸水性に

関する研究では臨床現場で用いられるガー

ゼの吸水性を評価した。ガーゼ 1gあたり 5-6g

の吸水が見られた。吸水したガーゼからの水

分は 30分の遠心でおよそ 90%を回収できた。

滲出液のタンパク質量は血漿のタンパク質

量より少ないため RNA の抽出はより効率的

に行いうると推察された。また、リアルタイ

ム PCR 法で微量の浸出液や血液から効率よ

く分泌型 miRNA を検出できるよう抽出法と

反応条件を検討した。ヒトで血液 0.5ml あた

り数 μg の総 RNA を得られる。miRNA は

RNAサンプル全体にわずか 0.01%程度しか存

在せず、検出に数 ngの miRNAを必要とする。

低酸素環境に暴露した血管内皮細胞株の培

養上清中には微量の miRNA が存在するのみ

であり、微量の浸出液ないし血液を用いて測

定するには感度の向上が必要であった。 

 

(2)①分泌型microRNAの動態について喫煙者

で興味深い知見を得た。喫煙者では閉塞性血

管炎が発生しやすくその結果虚血性潰瘍を

きたしやすい。喫煙者では 8 週間の禁煙によ

り血管機能が回復するとともに末梢血の

miR-126 レベルが回復することを明らかにし

た。禁煙による血圧の低下と miR-126 上昇は

血管機能を回復する鍵となる可能性がある。

② MMP-9 活性を見る in vitro の評価系でマ

クロゴール軟膏はクローニングで得た

MMP-9 の吸光度を低濃度から低下させ、さら

に MMP-9 酵素活性を抑制した。マクロゴー

ル軟膏と混合した MMP-9 でウエスタンブロ

ッティングを行った結果、マクロゴールは

MMP-9 の泳動を阻害したのではなく、活性

そのものを抑制したことが示唆された。③ 

褥瘡滲出液を含んだガーゼから滲出液を回

収した。この滲出液から RNA を抽出してリ

アルタイム RCR を行い miR-126 の発現動態

を解析した。滲出液における miR-126 の発現

は、褥瘡初期から中期にかけて上昇がみられ

た。その後は後期に向けて発現が減少する傾

向がいずれのサンプルからも得られた。

miR-126 の発現の増減は MMP-9 の発現に影

響を与え、組織リモデリングに関与している

ことが考えられる。 
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