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研究成果の概要（和文）：糖尿病性潰瘍は糖尿病の重大な合併症の一つである。糖尿病性潰瘍の治療は難渋する
ことが多いのが現状であり、効果的な局所創傷治療の開発が切望されている。そこで本研究課題では、Ⅱ型糖尿
病モデル動物へのエストロゲン投与による皮膚創傷治癒への効果の検証を目的とした。Ⅱ型糖尿病モデルとして
db/dbマウスを用い、創傷の治癒過程の推移や各種免疫組織化学染色による分析を実施した。その結果、2型糖尿
病マウスへのエストロゲン投与はYm1陽性細胞数を増加させ、上皮形成や脈管形成を促進し、皮膚創傷治癒を促
すことが示された。

研究成果の概要（英文）：Diabetic ulcer is one of the most serious complications. The treatment of 
diabetic ulcers is difficult; therefore, the development of an effective local wound treatment is 
desired. In this study, we investigated the effect of estrogen on cutaneous wound healing in 
diabetes mellitus mice model. The db/db mice were used as a model for type 2 diabetes, and wound 
healing process and several immunohistochemical staining methods were performed. It was observed 
that estrogen promoted cutaneous wound healing in type 2 diabetes mice model by increasing Ym1 
positive cells and promoting re-epithelialization and angiogenesis.

研究分野： 基礎看護学

キーワード： エストロゲン　皮膚創傷治癒　糖尿病

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
糖尿病性潰瘍の治療は難渋することが多いのが現状であり、効果的な局所創傷治療の開発が切望されている。本
研究課題では皮膚創傷治癒に効果的に作用する女性ホルモンのエストロゲンに着目し、糖尿病性潰瘍皮膚創傷治
癒への効果を検証した。その結果、2型糖尿病マウスへのエストロゲン投与がYm1陽性細胞数を増加させ、上皮形
成や脈管形成を促進し、皮膚創傷治癒に促進的に作用することが明らかとなった。本研究成果は糖尿病性潰瘍治
療へ向けた、新たな方向性を提言できる可能性が考えられる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 糖尿病性潰瘍は糖尿病の重大な合併症の一つである。難治性であり、重症化すると壊疽に陥
るため患肢の切断が余儀なくされる。世界中で糖尿病のために 30 秒毎に下肢が切断されている
と推定されており（Boulton AJ et al., 2005）、見過ごすことはできない。そのため、糖尿病
性潰瘍が重症化する前に治癒させることが重要である。 
 潰瘍とは真皮全層あるいは皮下組織にも達する深い欠損創であり、治癒には血管や膠原繊維
に富む肉芽による充填、上皮化及び創収縮による創閉鎖が必要である。糖尿病性潰瘍は炎症性
反応や血管新生遅延に伴う肉芽形成低下によって治癒遷延する (Falanga V 2005 & Brem H et 
al., 2007)が、なかでも血管新生の遅延が糖尿病性潰瘍の治癒遅延に深く関係する。糖尿病性
モデル動物において血管新生に関与する血管内皮前駆細胞の創部への流入遅延及び stromal 
derived factor-1α や stem cell factor などの局所サイトカイン発現が低下することが報告
されている (Botusan IR et al., 2008)。従って血管新生を促進させる試みが糖尿病性潰瘍の
治癒促進には必要不可欠であるといえる。 
この血管新生に関して、エストロゲンが血管内皮細胞の機能を向上させる (Paul RJ et al., 

2007) という報告がある。エストロゲンは性機能と生殖能の調節に最も重要な役割を果たすホ
ルモンであるが、女性の創傷治癒に大きな影響を及ぼすことが明らかとなりつつある。申請者
は 2010 年から 2014 年にかけて創傷治癒遅延に影響を与える要因である加齢・栄養不良に着目
し、卵巣切除マウスへのエストロゲン投与による創傷治癒への効果について検証した。その結
果、継続的に生体外からエストロゲンを経皮投与し、一定以上の血中濃度を維持することで皮
膚創傷治癒は年齢の影響を受けることなく促進すること(Mukai K et al., 2014abc)、エストロ
ゲンの経皮投与により創傷治癒促進作用を発揮する Ym1 陽性細胞 (M2 型マクロファージ) の
出現が増加すること (Mukai K et al., 2014d) を明らかにした。これらの研究結果より、若く
栄養状態が良好な卵巣切除マウスのみならず、加齢や栄養不良といったシビアな条件下に晒さ
れた場合においてもエストロゲンに創傷治癒促進効果があることを示した。さらに 2型糖尿病
モデルラットの大動脈でもエストロゲン受容体 (estrogen receptor: ER) α/nitric oxide 
synthase-3 (NOS-3) シグナル経路を抑制することで血管内皮細胞の機能を抑制するが、エスト
ロゲン投与により緩和する (Han Y et al., 2012) という報告がある。つまり、糖尿病という
条件下でもエストロゲンが血管新生に重要な役割を果たすことが考えられる。しかしながら、
現段階においてエストロゲン投与によって糖尿病性潰瘍の血管新生が促進することで皮膚創傷
治癒を促すのか否かは明らかとはなっていない。 
 
２．研究の目的 
本研究では糖尿病性モデル動物へのエストロゲン投与による創傷治癒への効果を明らかにす

る。 
 
３．研究の方法 
 10週齢の B6.BKs(D)-Leprdb/J（db/db）を db/db群、db/db+エストロゲン塗布群、db/db+vehicle
塗布群の 3群に無作為分類した。さらに positive control として 12週齢の C57BL/6 を WT 群と
して設けた。背部皮膚に直径 4 mm の皮膚全層欠損創を左右 2 個作製し、15 日間治癒過程の観
察と尾静脈採血による血糖値測定を実施した。db/db＋エストロゲン塗布群には estradiol 
benzoate 0.75μg/g/day を創部塗布、db/db+vehicle 塗布群には sasemi oil を同量創部塗布し
た。創作製後 7、14 日目に創部組織を採取し、採取した組織は OCT コンパウンドに包埋後 5μm
の凍結切片を薄切し、HE 染色、抗 Mac-3 抗体免疫染色、抗 Ym1 抗体免疫染色、抗 CD３１抗体免
疫染色を実施した。血糖値、創面積比（各日の創面積／創作製時の創面積）、再上皮化率（新
生表皮の長さ／創部の長さ）、単位面積当たりの新生血管数割合を比較した。また、創作製後
14 日目に子宮を採取し、湿性重量を測定した。本研究は本学動物実験倫理審査委員会に承認さ
れた（AP－163749）。 
 
４．研究成果 
（1）血糖値の推移（図 1） 
 WT群と比べてdb/dbの3群はいずれも全期
間を通して血糖値が有意に高かった（p < 
0.01）。しかしながら、エストロゲンを投与
すると血糖値が徐々に下降していき、創作製
後13,14日目においてdb/db+エストロゲン塗
布群は db/db 群及び db/db+vehicle 群と比べ
て血糖値が有意に低下した（p < 0.01）。 
（2）子宮の湿性重量の比較 
 創作製後 14 日目に採取した子宮の湿性重
量はdb/db+エストロゲン塗布群が他の3群と
比べて有意に重かった（p < 0.01）。 
（3）創面積比の推移（図 2） 
 db/db 群の創面積比は創作製後 5 日目まで

Figure 1. Blood Sugar level 
Tukey-Kramer HSD test, **p<0.01: versus db/db, 
††p<0.01, †p<0.05: versus db/db+E and ¶¶p<0.01, 
¶p<0.05: versus db/db+vehicle, n = 3-6 each groups, 
data was mean ± SEM. 

 



拡大し続け、その後縮小はしたものの、WT群
と比べて創作製後 3-14 日目で有意に大きか
った（p < 0.05）。一方、db/db+エストロゲ
ン塗布群は創面積比が創作製後拡大するこ
となく縮小し、創作製後 14 日目までに瘢痕
治癒した。db/db+エストロゲン塗布群の創面
積比は WT群と比べて創作製後 1-14日目にお
いて有意に小さく（p < 0.05）、db/db 群と比
べて創作製後 3-14 日目において有意に小さ
かった（p < 0.01）。また、db/db+vehicle 群
においても創面積比は創作製後拡大するこ
となく縮小し、WT群と比べて創作製後 3、5-8
日目において有意に小さく（p < 0.05）、db/db
群と比べて創作製後 3-14 日目において有意
に小さかった（p < 0.05）。 
（4）マクロファージ数当たりの Ym1 陽性細
胞数割合の比較（図 3） 
 db/db 群のマクロファージ数当たりの Ym1
陽性細胞数は創作製後 7日目において有意差
はないものの WT 群と比べて少なかった。一
方、db/db+エストロゲン塗布群のマクロファ
ージ数当たりの Ym1 陽性細胞数は創作製後 7
日目において db/db群と比べて有意に高く（p 
< 0.01）、WT 群及び db/db+vehicle 群と比べ
ても有意に多かった（p < 0.01）。 
（5）再上皮化率の比較（図 4） 
 db/db群の再上皮化率は創作製後7、14日目においてWT群と比べて有意に低かった（p < 0.05）。
一方、db/db+エストロゲン塗布群の再上皮化率は創作製後 7、14日目において db/db 群と比べ
て有意に高かった（p < 0.05）。また、db/db+vehicle 群の再上皮化率も創作製後 7、14 日目に
おいて db/db 群と比べて有意に高かった（p < 0.05）。 
（6）新生血管数割合の比較（図 5） 
 db/db 群の新生血管数割合は創作製後 7、14 日目において WT群と比べて有意に低かった（p < 
0.05）。一方、db/db+エストロゲン塗布群の新生血管数割合は創作製後 7日目においては WT群
と比べて有意に低かったが（p < 0.01）、創作製後 14日目においては db/db 群と比べて有意に
高かった（p < 0.05）。また、db/db+vehicle 群の新生血管数割合は創作製後 7日目においては
WT 群と比べて有意に低かったが（p < 0.01）、創作製後 14 日目においては db/db 群と比べて有
意に高かった（p < 0.05）。 

 

 
 
（7）結論 
 以上の結果より、2 型糖尿病モデル db/db マウスへのエストロゲン投与により Ym1 陽性細胞
数の増加、再上皮化促進、脈管形成促進の効果を示し、皮膚創傷治癒を促すことが明らかとな
った。今後はどのようにしてエストロゲン投与によって 2型糖尿病モデル db/db マウスの皮膚
創傷治癒が促進するのか、遺伝子レベルでの分析や作用経路の検討などを進めていく予定であ
る。 
 
 

Figure 2. Wound area  
Tukey-Kramer HSD test, **p<0.01: versus db/db, 
††p<0.01, †p<0.05: versus db/db+E and ¶¶p<0.01, 
¶p<0.05: versus db/db+vehicle, n = 6-12 each groups, 
data was mean ± SEM. 
 

Figure 3. Ratios of Ym1+/Mac-3+ 
Tukey-Kramer HSD tests, **p < 
0.01: vs db/db, ††p<0.01: versus 
db/db+E, n = 4-6, data was 
mean ± SEM. 

Figure 4. Re-epithelialization 
Tukey-Kramer HSD tests, *p 
< 0.05 and**p < 0.01: vs 
db/db, n = 4-6, data was mean 
± SEM. 

Figure 5. New blood vessels 
Tukey-Kramer HSD tests, *p 
< 0.05 and**p < 0.01: vs 
db/db, n = 4-6, data was 
mean ± SEM. 
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