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要旨 

 

創傷局所の酸素分圧可変モデルを開発し酸素環境が治癒過程に及ぼす影響を検

証した。正常および糖尿病マウスの背部両側に皮膚欠損創を作成し、酸素不透

過膜(低酸素環境)、酸素透過膜(大気圧酸素環境)で被覆した。創表面酸素分圧

および創面積の測定・組織学的検討を行った。その結果、正常マウスでは低酸

素環境で高い血管密度を認めたが、創縮小と肉芽形成は遅延した。糖尿病マウ

スでは低酸素環境で血管密度は低く、創縮小と肉芽形成は遅延した。本結果よ

り正常マウスでみられた血管新生の促進は酸素不足を補うための生体適応反応

と考えられた。難治性創傷ではこの代償的血管新生が減弱していると考えられ

た。 
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序文 

 

 創傷は、外部からの作用により皮膚・皮下組織および粘膜に解剖学的な非連

続性が引き起こされた状態、と定義される。皮膚は、外界から受ける刺激や変

化に対して身を守るための防御機能といえる。創傷はこの防御機構が破壊され

た状態であり、微生物の侵入や恒常性維持の破綻といったリスクを発生させる。

これに対する生体の防御・修復反応が創傷治癒である。 

創傷は出血凝固期、炎症期、増殖期、瘢痕期の過程をたどり治癒する[1-3]。 

出血・凝固期は受傷直後～数時間に見られ、その主役は、血小板と血小板よ

り放出される各種サイトカインである。受傷直後、出血を抑えるために一過性

の血管収縮が起こると同時に、損傷血管内皮に付着した血小板により凝固・止

血系が稼動し、線維化したフィブリンによる血餅が創を一時的に閉鎖する。こ

れに並行し、創内の血小板より血小板由来増殖因子（platelet derived growth 

factor: PDGF）、Transforming growth factor-β(TGF-β)、プロスタグランデ

ィンなどの生理活性物質が放出され、本格的な創傷修復を開始するために、白

血球や線維芽細胞の遊走を刺激し、引き続き炎症期へと移行する[4-6]。炎症期

は、受傷数時間～数日に見られ、損傷を受けた組織が本格的な修復を開始する

ための準備期間であり、その主役を担うのは白血球を代表とする炎症性細胞で



5 

 

ある。炎症期にはまず毛細血管の拡張と透過性亢進により、好中球を主体とし

た白血球が創内へ遊走する[7][8]。遊走した好中球の主な働きは、殺菌作用と

貪食作用である。好中球から放出される好中球プロテアーゼなどの酵素群が、

死滅した細胞片・異物・細菌などを分解する。次いで、単球や単球から変化し

たマクロファージが、分解された細菌や異物を貪食・除去する[9-12]。最後に、

マクロファージより遅れて出現したリンパ球の免疫応答反応により細菌・異物

が攻撃される[13]。これらに並行し、創内に線維芽細胞が出現する。活性化リ

ンパ球から遊離したリンフォカインが、線維芽細胞の増殖を促進し、肉芽形成

など本格的な創傷修復反応である増殖期へと移行する[14]。増殖期は受傷数日

～数週間に見られ、血管新生[15-17]、創収縮[18][19]、上皮形成[20]といった

組織修復のための一連の反応が進行し、創傷治癒においても特に重要である

[21][22]。創閉鎖後は成熟期と呼ばれ、数年かけて ECM 内の再構築が行われ、

当初赤く肥厚していた瘢痕は、過剰な細胞がアポトーシスすることで赤みや肥

厚が減少する[23]。またコラーゲン置換による架橋強化が進み、外力からの抵

抗力を増強する[24][25]。最終的には白く平坦な成熟瘢痕となる。 

創傷治癒はその形態によって、一次治癒、二次治癒、三次治癒に分類される

[26]。一次治癒とは、縫合やテーピングなどで創縁を寄せて欠損が最小限にし

た状態での治癒形態である。瘢痕もわずかで短期間で創傷治癒が完結する。二
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次治癒とは、創縁が離開した状態で組織の喪失が生じた場合の治癒形態で、一

次治癒に比べて治癒期間は長く、瘢痕はよリ多く形成される。三次治癒とは、

主に感染に伴う創傷に対して一定期間意図的に開放創として処置し、感染がな

くなった後に縫合した場合の治癒形態である。本研究では二次治癒を対象とし

た。 

増殖期は上皮化、肉芽形成により欠損部が修復される時期であり、多くの血

管新生がおこり治癒に必要な栄養や酸素、細胞が供給され活発に細胞分裂が起

こる。低酸素環境では血管新生が促進され[15][25]、サイトカインや血管内皮

前駆細胞が動員されること[27]が知られており、低酸素による血管新生促進効

果を期待した酸素不透過の創傷被覆材が臨床現場で広く用いられている

[25][28]。その一方で、酸素は細胞活動や増殖に不可欠であり、創傷治癒過程

において代謝[29]、細胞外マトリックス新生[30][31]、細胞遊走・増殖[30][32]

を促進することが知られている。また全身を高濃度酸素で暴露し呼吸による酸

素取り込みを図る高圧酸素療法[33]や創傷局所を酸素に暴露する局所酸素療法

[34][35]は、難治性創傷治療において高い有効性が示唆されている。低酸素環

境、高酸素環境いずれが創傷治癒に至適なのか、創傷治癒における至適酸素環

境は不明である。創傷治療において適切な酸素環境は重要課題であるにも関わ

らず未だに統一した見解が示されていない理由として、これまでの酸素が創傷
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に与える影響を検証した研究では、細胞や動物自体を様々な酸素環境に暴露す

る方法であったため、純粋に被覆下創表面局所の酸素環境の影響を検証するこ

とはできなかったためと考えられる[31][34-43]。 

我々は創傷を異なる酸素透過度の膜で被覆することによって、創傷局所に異

なる酸素環境を創出できるのではないかと考えた。問題は被覆下創表面の酸素

分圧を計測する方法である。酸素分圧測定には一般的に測定部位に針状のプロ

ーベを刺入する方法やコード付きセンサーを装着する測定機器が用いられる。

しかし密閉した状態を維持したまま被覆下創傷部にプローベやセンサーを挿入

し酸素分圧を測定することは不可能であった。そこで血管内酸素分圧の測定に

用いられるリン光プローブによる光学的測定に着目した。 Pdポルフィリンは励

起光の照射によりリン光を発生する[44]。本測定方法はリン光が酸素存在下で

減弱することを利用し、発生したリン光の強度・寿命を測定することで酸素分

圧を算出する[44-48]。皮膚欠損層に Pd ポルフィリンセンサーを接着した透明

膜を貼付し、外側から励起光をあてることで被覆下創傷部の酸素分圧測定が可

能となると考えた。研究目的に合致する測定デバイスとして Minisensor Oxygen 

Meter(Fibox 3、PreSens社)を導入し、酸素透過度の異なる透明膜を組み合わせ

ることで、創傷局所の酸素分圧可変モデルを開発した。本研究では開発したモ

デルの有用性を評価し、これを用いて異なる酸素環境が正常創傷および難治性
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創傷の治癒過程に及ぼす影響を検証した。 

 

方法 

 

埼玉医科大学動物実験委員会の承認のもと(承認番号;454)、日本実験動物学

会が提唱する「実験動物に関する方針」に準じて行なった。実験動物は日本ク

レア社(東京)より入手した。まず実験 1.で開発した創傷酸素分圧可変モデルの

有用性を確認し、実験 2.で酸素環境が創傷治癒へ及ぼす影響を検証した。 

 

実験１. 創傷酸素分圧可変モデルの開発  

7-9 週齢の ddy マウス 6 匹を対象とした。麻酔器は THE UNIVENTOR 400

（ANESTHESIAⓇ：UNITUNIVENTOR 社）を使用し、吸入麻酔はイソフルラン（エス

カインⓇ；メルク社）を使用した。ddyマウスに対し、エアー流量 100ml/分のも

とイソフルラン濃度 1.5～2.0％で麻酔を維持した。除毛後、顕微鏡観察下に微

小外科用手術器具を用いて、背部に左右対称的に直径 8mm の全層皮膚欠損創を

作成した。次に異なる創傷酸素環境を創出する目的で、創の一方を酸素透過膜

(ポリメチルペンテン、酸素透過度:60000-65000ml/m2・24hr・1atm、理研テクノ、

東京)、もう一方を酸素不透過膜(ポリ塩化ビニリデン、酸素透過度:40-90ml/m2・



9 

 

24hr・1atm、旭化成、東京)で被覆した(図 1)。直径 1cm の穴をあけた粘着テー

プを用いて、膜を皮膚に固着させた。膜の内側には Pｄポルフィリンセンサーを

接着した。この Pdポルフィリンセンサーに Minisensor Oxygen Meter(Fibox 3、

PreSens社)を用いて外側から 505 nmの励起光をあて、その反射光を解析するこ

とで、被覆下創表面の酸素分圧を経時的(被覆後 6-8時間、3、5、7日目)に評価

した(図 2)。あらかじめパイロットスタディとして、大気および純酸素を充填し

て各膜で被覆したビーカー内の酸素分圧の測定を行い、膜の存在が測定値に影

響を与えないことを確認した。 
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図 1. 実験モデル 

ddyマウスの背部に左右対称的に直径 8mmの全層皮膚欠損創を作成した。異なる

創傷酸素環境を創出する目的で、創の一方を酸素透過膜、もう一方を酸素不透

過膜で被覆した。あらかじめ膜の内側には Pｄポルフィリンセンサーを接着した

。 
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図2. 創表面酸素分圧の測定 

このPdポルフィリンセンサーにMinisensor Oxygen Meter(Fibox 3、PreSens社)

を用いて膜の外側から励起光をあて、その反射光を解析することで、被覆下創

表面の酸素分圧を評価した。 
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実験 2．酸素環境が創傷治癒へ及ぼす影響の検証 

実験 1.で開発した創傷酸素分圧可変モデルを用いて異なる酸素環境が創傷治

癒に及ぼす影響を検証した。正常な創傷モデルとして ddyマウス 24匹を、難治

性創傷モデルとして dbdb マウス 24 匹を対象とした。実験１．と同様にモデル

を作成し、創傷面積を経時的(創作成直後、1、3、5、7 日目)に評価した。また

7 日目の組織を採取し、HE 染色および免疫染色(CD34)を行い、肉芽の厚さおよ

び肉芽中の血管密度を評価した。 

 

＜創傷面積の評価＞ 

創傷面積は透明フィルム上に創傷をトレースし、スキャナー（ES 10000GⓇ：

EPSON 社）を用いて取り込み、画像解析ソフト(beta 4.02 version; Scion 

Corporation、Frederick、MD、USA)を用いて創傷面積を算出した。創傷面積の

縮小率(以下、相対創面積)を(各日目の創傷面積/創傷作成直後の創傷面積)(%) 

と定義し 1、3、5、7日目の相対創面積を算出した。 

 

＜組織学的および免疫組織学的検討＞ 

マウスは7日目に屠殺し、創傷をその周辺組織と共に筋層を含めて鋭的に採取

した。採取した組織は、ホルマリンフリー溶液 (IHC ZINC fixative、BD 
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Pharmingen、Tokyo、Japan)にて固定し、パラフィン包埋した。創傷中央部を含

む部位を4μm に薄切し、ヘマトキシリンエオジン (H&E) 染色した。Win Roof 

version 5.5 (Mitani Corporation、Japan) softwareを用いて組織画像を得、

左右の創縁と創部中央の肉芽の厚さを計測し、その平均値を肉芽の厚さとして

算出した。 

また同部位の4μmの薄切片を、血管内皮細胞を染色する抗CD34抗体で免疫染

色した。免疫染色の手順は以下の通りである。キシレンで脱パラフィン後、1mM、

PH8.0のEDTAに検体を浸して500w20分間マイクロウェーブをかけ抗原の賦活化

を得た。次にBackground Buster(Innovex bioscience社product no.NB306-50)

を用いて10分間のブロッキングを行った。1次抗体は抗CD34 モノクローナル抗

体(BD Pharmingen、Tokyo、Japan)を100 倍希釈し5μg/mlとして、4℃ に一晩

静置した。2 次抗体はBiotin標識goat anti-rat IgG  (BD Pharmingen、Tokyo、

Japan) 10μl/mlを使用し、室温で1時間静置した。その後、horseradish 

peroxidase/diaminobenzidine (DAB) substrate kit (BD Pharmingen、Tokyo、

Japan)を用いて発色反応を行った。最後にヘマトキシリンで2分間浸漬し、核を

薄く染めて脱水・透徹・封入した。Win Roof version 5.5 softwareを用いて得

られた組織画像よりフォトショップ(Adobe Photoshop、San Jose、CA、USA)を

用いて血管内腔と肉芽面積を染色した。 染色した画像より画像解析ソフト
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(beta 4.02 version; Scion Corporation、Frederick、MD、USA)を用いて血管

内腔と肉芽の総面積を測定し、肉芽組織における血管内腔の占める割合を血管

密度(mm2/mm2)として算出した。 

 

＜統計学的評価＞ 

データは平均値±標準偏差で示した。酸素分圧および創面積の経時的変化の 2

群間比較には 2 元配置分散分析を、血管密度や肉芽の厚さの 2 群間比較には

Paired Student-t test を用いた。統計解析には SPSS15.0J (IBM、USA)を用い

た。P <0.05で統計学的有意差ありと判断した。 

 

結果 

 

実験 1 

創表面酸素分圧を経時的に評価した。その結果、各時点において 2 群間に有

意差が認められた。被覆後数時間から実験終了時まで酸素透過膜で被覆した創

傷は 100-140mmHg と大気酸素分圧(約 150mmHg)に近い酸素分圧(以下、大気圧酸

素環境)であったのに対し、酸素不透過膜で被覆した創傷は 10-30mmHgと極端な

低酸素分圧(以下、低酸素環境)であった。創表面酸素分圧は大気圧酸素環境で、
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創傷作成 6-8時間後、3、5、7日目: 119.3 ± 73.5、112.0 ± 24.6、102.5 ± 

46.3、114.1 ± 29.8 mmHg、低酸素環境で、創傷作成 6-8時間後、3、5、7日目: 

39.7 ± 15.8、21.8 ± 16.0、8.25 ± 4.45、5.72 ± 2.99 mmHg であった(図

3)。 
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図3 創表面酸素分圧の経時的変化 

被覆下創表面の酸素分圧を経時的(被覆後 6-8 時間、3、5、7 日目)に評価した。

被覆後数時間から実験終了時まで酸素透過膜で被覆した創は大気酸素分圧に近

い酸素分圧であったのに対し、酸素不透過膜で被覆した創は極端な低酸素分圧

であった。POD: post operative day。 
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実験 2 

創傷作成7日目の肉眼的所見を図4に示す。相対創面積は低値でより強い創縮

小を示す。 

正常マウスでは、低酸素環境と比較して大気圧酸素環境でより低い相対創面

積を認め、その差は創作成後5、7日目で有意であった(p < 0.01) (図5A)。低酸

素環境の相対創面積は創傷作成後1、3、5、7日目： 68.6 ± 8.28、56.0 ± 6.41

、37.1 ± 3.45、and 27.6 ± 3.47%、大気圧酸素環境では73.5 ± 14.3、38.1 

± 10.8、15.4 ± 2.03、and 11.1 ± 1.66%であった(図5A)。低酸素環境と比

較して大気圧酸素環境で有意に厚い肉芽形成を認めた。(低酸素環境vs. 大気圧

酸素環境： 295.3 ± 180.9 vs. 491.8 ± 243.2μm、p < 0.01) (図6A、7A)。

大気圧酸素環境と比較して低酸素環境で有意に高い血管密度を認めた(低酸素

環境vs. 大気圧酸素環境: 0.046 ± 0.025 vs. 0.011 ± 0.008mm2/mm 2、p < 0.01) 

(図8A、9A)。 

糖尿病マウスでは、大気圧酸素群では低酸素環境と比較して創面積の縮小が

早く、その差は創作成後3、5、7日目で有意であった(p < 0.01) (図5B)。低酸

素環境の相対創面積は創傷作成後1、3、5、7日目：84.8 ± 9.41、 83.1 ± 8.02

、 66.3 ± 14.3 and 34.1 ± 4.98%、大気圧酸素環境では83.3 ± 5.84、 71.4 

± 8.19、 50.8 ± 8.36 and 20.7 ± 3.64%であった(図5B)。低酸素環境と比
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較して大気圧酸素環境で有意に厚い肉芽形成を認めた。(低酸素環境vs. 大気圧

酸素環境： 128.7 ± 42.4 vs. 225.7 ± 54.7μm、p < 0.01) (図6B、7B)。低

酸素環境では大気圧酸素環境と比較して、血管密度では有意差を認めなかった(

低酸素環境vs. 大気圧酸素環境: 0.038 ± 0.017 vs. 0.046 ± 0.022mm2/mm2

、p = 0.80) (図8B、9B)。 
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(A) 

(B)  

図4. 創傷作成後7日目の肉眼的所見 

正常マウス(A)糖尿病マウス(B)いずれも低酸素環境と比較して、大気圧酸素環

境でより創縮小を認める。 
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 (A) 

(B) 

図5. 相対創面積の経時的変化 (N=24) 

(A)正常マウスでは、低酸素環境と比較して大気圧酸素環境でより縮小を認め、

その差は創作成後5、7日目で有意であった。 

(B)糖尿病マウスでも、低酸素環境と比較して大気圧酸素環境でより縮小を認め

、その差は創作成後 3、5、7日目で有意であった。 
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(A) 

 (B)  

図 6. 創作成後 7 日目の肉芽の厚さ (N=6) 

正常マウス(A)および糖尿病マウス(B)で、低酸素環境と比較して大気圧酸素環

境で有意に厚い肉芽組織を認めた。 
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(A-1) (A-2) 

 

 

(B-1) (B-2) 

 

図 7. 創傷作成後 7 日目の HE 染色所見 

正常マウスでは低酸素環境(A-1)と比較して大気圧酸素環境(A-2)で有意に厚い

肉芽形成を認めた。糖尿病マウスでも同様に低酸素環境(B-1)と比較して大気圧

酸素環境(B-2)で有意に厚い肉芽形成を認めた。 
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(A) 

(B) 

図 8. 創傷作成後 7 日目の血管密度 (N=6) 

正常マウス(A)では大気圧酸素環境と比較して低酸素環境で有意に高い血管密

度を認めたが、糖尿病マウス(B)では両者に有意差はなく、大気圧酸素環境でや

や高い血管密度を認めた。 
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(A-1) (A-2) 

(B-1) (B-2) 

図 9. 創傷作成後 7 日目の免疫染色(CD34)所見 

免疫染色を用いて血管密度を評価した。正常マウスでは大気圧酸素環境(A-2)と

比較して低酸素環境(A-1)でより高い血管密度を認めた。糖尿病マウスでは両者

に有意差はなく、低酸素環境(B-1)と比較して大気圧酸素環境(B-2)でやや高い

血管密度を認めた。 
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考察 

 

これまでの創傷と酸素環境に関する vitro の研究では創傷治癒に関わる個々

の細胞増殖に最適な酸素環境を検証した報告[36-38]はあるが、創傷治癒には多

種多様な細胞やサイトカインが関与しているため研究結果をそのまま生体創傷

における至適酸素環境としてあてはめることはできない。Vivo の研究では、実

験動物そのものを低酸素環境や高酸素環境に暴露して検証した報告[39][40]が

あるが、呼吸による酸素取り込みが強く影響するため、純粋な創周囲の酸素環

境を評価したモデルとは言えない。また創傷局所に直接酸素を投与したり、酸

素不透過膜で低酸素環境を創出して創傷治癒動態を検証した報告

[31][34][35][39][41]もあるが、創表面の酸素濃度を測定しておらず評価不十

分と言える。創傷治療において酸素環境設計は重要な課題にも関わらず、酸素

環境が創傷局所に与える影響や至適酸素環境を検証した報告はない。この理由

は創表面の酸素環境のみを変化し得る有用なモデルが欠如しているためと考え

られる。これは被覆下の酸素分圧のみを変化させ測定する方法がなかったため

と考えられる。今回我々は酸素透過膜、酸素不透過膜で創傷を被覆することで、

大気圧酸素環境、低酸素環境を作成し得た。またリン光プローブによる光学的

測定を利用した独自の実験モデルの開発により、被覆下創表面の酸素分圧の評
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価が可能であった。しかし本研究で用いた被覆膜は液体の水分は透過させない

が、水蒸気の透過性については評価の対象としていない。実験時肉眼的にすべ

ての創が乾燥状態でないことは確認しているが、厳密に創傷面周囲の湿度の違

いが治癒に及ぼす影響については今後の課題といえる。 

酸素は生命活動に必須の要素であり、創傷治癒においても線維芽細胞増殖

[49]やコラーゲンの産すべて生[31][32][34][35][50]、血管新生[34][51]など

様々な過程で関与している。正常な皮膚において角質層は大気からの気体取り

込みを防止している。近年、角質が破壊された創傷では、大気からの拡散によ

って創傷深部まで酸素が取り込まれることが明らかにされている[34][52][53]。

このため創傷治癒過程には大気と血液を介した酸素供給が影響を与える。 

酸素は上皮化を促進することが告されている[34][35]。局所酸素投与が豚の

全層皮膚欠損創[34]やウサギの虚血耳モデル[35]の創傷治癒を促進させること

が報告されている。本研究結果でも正常マウス、糖尿病マウスの両方において

大気圧酸素環境でより早い創縮小が認められ、創傷の早期閉鎖に向けては酸素

透過性ドレッシングがより望ましいと考えられた。 

肉芽組織は新生血管、細胞、細胞外マトリックスより成る。コラーゲンは全

身のタンパク質の約 30％を占める最も多いタンパク質であり、肉芽組織の細胞

外マトリックスの主な構成成分である。コラーゲン産生や置換には大量の酸素
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を必要とする[31][32][54]。Niinikoskiらの報告によると 50％酸素環境では大

気圧酸素環境と比較して 25％創傷の抗張力が上昇したことを報告した[32]。こ

の他にもウサギの創傷局所に酸素投与するとコラーゲン置換が促進されること

[31]、外科手術後の貧血患者に酸素投与すると創傷の抗張力が 3倍であった[50]

ことが報告されている。本実験では正常マウス、糖尿病マウスの両方において

大気圧環境群が低酸素環境群よりも厚い肉芽組織が形成された。臨床において

骨や腱の露出創を二次治癒に誘導する際や植皮術の移植床を準備する時にはよ

り速やかで厚い肉芽組織の増生が望まれる。この点においても酸素透過性ドレ

ッシングのほうが有利であることが示唆されたと考える。 

その一方で低酸素が血管新生を促進することが報告されている[25][43]。

Knightonらはウサギの創傷モデルを用いて低酸素が創傷治癒における血管新生

を促進することを示した[25]。ハイドロコロイド製剤も同様の低酸素効果によ

って血管新生を促進することが報告されている[43]。これらの報告は臨床にお

いて酸素不透過の創傷被覆材が最適であると結論づけている。このように十分

な酸素供給が有用であるとの報告と低酸素環境が有用であるとの相反する見解

があり、創傷治癒に最適な酸素環境の見解は一致していない。 

本研究モデルでは、低酸素環境で血管新生が促進されたが創縮小や肉芽形成

が遅延した。低酸素環境では、大気からの酸素供給が障害され、大気圧酸素環
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境と比較して酸素不足の状態にあると考えられる。このため低酸素環境におけ

る血管新生の促進は酸素不足を補うための生体適応反応と考えられ、臨床にお

いては酸素透過性の創傷被覆材が望ましいことが示唆された。また糖尿病マウ

スを用いた難治性創傷モデルでは低酸素環境と大気圧酸素環境で血管密度に有

意差はなく、大気圧酸素環境でやや高い血管密度を認めた。これより難治性創

傷モデルでは、この代償的血管新生が減弱していると考えられた。臨床現場で

治療に難渋する難治性創傷では、不適切な治療が治癒の遷延・増悪ひいては下

肢切断に直結しかねない。本研究結果は汎用されている酸素不透過の創傷被覆

材が逆効果となる可能性を示唆しており、その使用に警鐘をならすものである。 

 

結論 

 

酸素透過膜、酸素不透過膜で創傷を被覆することで、大気圧酸素環境、低酸

素環境を作成し得た。リン光プローブによる光学的測定を利用した独自の実験

モデルの開発により、被覆下創表面の酸素分圧の評価が可能であった。正常マ

ウスでは低酸素環境において血管新生が促進されたが創縮小や肉芽形成が遅延

したことより、血管新生の促進は酸素不足を補うための生体適応反応と考えら

れ、臨床においては酸素透過性の創傷被覆材が望ましいと考えられた。 
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