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研究成果の概要（和文）：（１）電気刺激療法により線維芽細胞を電気走性させた時には、放電操作（シャント操作）
が必要な操作であることが確認された。（２）線維芽細胞の増殖実験では、最適電流強度200&micro;Aで周波数が少な
い（1 Hz群，2 Hz群, 4 Hz群）ほうが細胞分裂を促進することが確認された。（３）線維芽細胞から筋線維芽細胞への
分化を促進する周波数に関する研究結果は確認できなかった。（４）病院での臨床試験や症例研究は少数症例にとどま
ったが、全ての症例で創の縮小効果が認められ、副作用は認められなかった。今後の実践を考えて、電気刺激装置の使
用方法の映像マニュアルを製作した。

研究成果の概要（英文）：(1)Discharging of reverse current is necessary for electrical stimulation to 
promote galvanotaxis of fibroblasts.(2)We observed that low-frequency (1, 2, or 4 Hz) electrical 
stimulation (intensity; 200 μA) promoted proliferation of fibroblasts.(3)We are currently investigating 
the frequency to induce fibroblasts differentiation into myofibroblasts.(4)There were several clinical 
studies that investigated the effects of electrotherapy for pressure ulcers healing, and the wound 
contraction was observed without side effects in all of the cases. We made the instruction manual of 
electrical stimulation device for future clinical trials.
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１．研究開始当初の背景 
ベッドでは高機能のマットレス、車椅子で

はクッションを使用して、褥瘡を予防してい
るが、褥瘡が発症すると治癒に長期間を要し、
医療コストは膨大である。褥瘡発症の予防と
相まって、要介護の高齢者を在宅で療養して
いくには褥瘡治癒促進療法の開発が重要か
つ緊急な課題である。 
日本褥瘡学会ガイドラインでは電気刺激

療法が創の縮小を促進する局所治療（推奨度
B）として報告されている。自然治癒におい
て、創は好中球やマクロファージにより壊死
組織が除去され清浄化する。その時の創部へ
の遊走（電気走性；galvanotaxis）を促進さ
せる電流刺激強度は、陽極に直流 60μＡであ
ることが確認されている。肉芽増殖期や創の
縮小期には創部に陰極を置き、陽極を創の周
辺部に設置して線維芽細胞の遊走を促進さ
せる。挑戦的萌芽研究で得られた培養細胞実
験結果では、ヒト線維芽細胞の電気走性を促
進させる最適刺激条件（極性；陰極・周波数；
0.3Hz・刺激電流強度；100～200μA）が確
認された。今までの基盤研究（C）では、褥
瘡治癒に最適刺激条件の小型専用直流電流
刺激装置（67×43×21 ㎜,約 50g）を製作し、
臨床試験委員会（IRB）の指導の下で安全性
と実用性の確認を始めた。今後、電気走性に
加えて、線維芽細胞の増殖や創を収縮させる
筋線維芽細胞への分化を促進する最適電気
刺激条件を確認し、小型専用直流電流刺激装
置に機能を追加し、医療機器申請をする。そ
の後、褥瘡に物理療法を実施しよう考えてい
る全国の主要施設に、ヒトの創部
（translational research：基礎研究の結果を
ヒトに適用）での電気刺激療法の成果を検討
する。 
 
２．研究の目的 
（１）ヒト皮膚線維芽細胞の電気走性におけ
る放電操作（シャント操作）の有効性を確認
する。 
（２）ヒト皮膚線維芽細胞の増殖をさせる電
気刺激条件（周波数）を確認する。 
（３）ヒト皮膚線維芽細胞から筋線維芽細胞
への分化を促進する電気刺激条件（周波数）
を確認する。 
（４）確認された電気刺激療法の最適条件が
臨床での有効性を確認する。 
 
３．研究の方法 
（１）放電操作の有効性実験 

方法：実験には、ヒト皮膚由来線維芽細胞
の 6-8 継代を用い、直流パルス微弱電流刺
激装置で電流を通電した。電流強度は、0µA
（コントロール）群、200µA 群、400µA
群、600µA群（周波数；2 Hz、パルス幅；
250 ms、刺激時間；8 時間）の 4 条件で実
施した。その後、通電した3群を無作為に、
通電終了直後に 1分間のシャント操作をし
た群（シャント有群）としなかった群（シ

ャント無群）に分けた（計 7 群）。通電終
了後のシャント操作の効果をみるため、通
電終了直後に計測を開始し、8 時間後、16
時間後にタイムラプス顕微鏡下で撮影を
行った。線維芽細胞の遊走距離から遊走比
率を算出した。  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
（２）線維芽細胞の増殖をさせる最適条件 
方法：実験にはヒト皮膚線維芽細胞の 7-8 継
代を用いて，直流パルス微弱電流刺激を周波
数の違う 7 条件とコントロール（通電なし）
群の 8 条件で実験を行った。直流パルス微弱
電流刺激は強度を 200µA とし、周波数を 1 
Hz，2 Hz, 4 Hz, 8 Hz, 16 Hz, 32 Hz, 64 Hz
に変更した。パルス幅については Duty factor
を 50 %に設定しているため，周波数に依存
するパルス幅をとった。培養時間は 96 時間
とし、1 時間毎にタイムラプス顕微鏡で撮影
した。直流パルス微弱電流刺激は播種後 24
時間、48 時間、72 時間の時点で 1 時間通電
した。細胞数は 96 時間後にトリパンブルー
法にて細胞数と生存率を求めた。また，電気
刺激の影響を多く受ける dish 中央部分の 1 
mm2あたりの細胞数を算出した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
（３）筋線維芽細胞への分化実験 
方法：実験には、ヒト皮膚由来線維芽細胞
（CC-2511; Clonetics, San Diego, CA）の 8
継代を用い、直流パルス微弱電流刺激装置で
電流を通電した。電流刺激条件は、対照（コ
ントロール）群と電流強度 200 µA で、周波
数；2 Hz、10Hz で、パルス幅；Duty factor



を 50 %に設定して通電した。電気刺激には白
金電極を使用し、6-well plate 内に挿入し、
37℃の CO2インキュベーター内で 1 時間実施
した。 
mRNA 発現解析；刺激終了後、TRIzol Reagents 
(Thermo Fisher scientific,Bremen, 
Germany) にて mRNAを分離し、クロロホルム、
イソプロパノール、75%エタノール、
RNase-free 水を使用して mRNA を抽出した。
抽出された mRNA を逆転写し、得られた cDNA
にて real-time PCR（applied biosystems 
StepOneTM; life technologies）を解析行っ
た。プライマーは GAPDH, TGFβ1、α-SMA
（TaqMan® Gene Expression Assay）を用い
た。PCR 反応には、iCycler IQ を使用し、95℃
30 秒、62.5℃30 秒、72℃30 秒の 3ステップ
反応を 40 cycle 行った。PCR 反応後の融解曲
線解析にて、ターゲット遺伝子の特異性を確
認し、GAPDH を reference 遺伝子とした⊿⊿t
法にて相対発現量を算出した。 
 
（４）臨床試験；平成 25 年、26 年で確認し
た結果を最適条件として組み込んだ小型専
用直流電流刺激装置を製作し、臨床試験委員
会（IRB）の承認のうえで、安全性と有効性
の検証をする。 
褥瘡の病態評価 NPUAP の stage 分類でⅡ

（表皮から真皮までの欠損）またはⅢ（皮下
脂肪組織までの損傷）を有する患者に同意を
得て臨床試験を行う。 
無作為に割り付けし、両群の褥瘡部に電流

刺激（対照群：0μA、直流微弱電流刺激群：
100～200μA、最適周波数、最適パルス幅）
を開始する。電流刺激は１日１回、60 分間で、
2 週間継続する。その後、1 週間の wash out
期間をおき、電気刺激条件を交代（クロスオ
ーバー）し行う。褥瘡の治癒過程は日本褥瘡
学会の開発した評価尺度 DESIGN-R®と創面積
を経時的（１回/週）に測定する。 
尚、大学病院が早期退院を推進するように

なり、協力病院へも上記の臨床研究を依頼す
る。医療機器として販売されている電気刺激
治療器を使用し、治療として同様の刺激条件
で実施し、症例報告としてまとめた。生命倫
理・安全に関する留意して実施した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

４．研究成果 
（１）線維芽細胞の電気走性における放電操
作の有効性；この操作は、今後の実験を継続
していく上で、証明しておく必要のある実験
である。 
結果：線維芽細胞の直流微弱電流刺激後の電
気走性における放電操作（シャント操作）の
有効性を検討した。シャント操作は、直流電
流刺激後に発生する放電電流を除去する操
作である。通電中の遊走比率では 200µA 群
は他群より有意に陰極方向へ遊走していた。
通電終了後には、シャント操作の有無により
400µA群間、600µA群間で有意差があり、シ
ャント操作により陰極方向への遊走が維持
されていた。通電開始から通電終了 16 時間
後では、シャント有群の 200µA 群と 600µA
群間に有意差があり、200µA群で陰極方向へ
遊走していた。また 600µA 群においては、
シャント無群で陽極方向へ遊走していた。通
電終了直後と通電終了 16 時間後のシャント
有群においては、全ての群に有意差はなく、
通電終了後も通電中の遊走比率を維持して
いた。シャント無群での遊走比率は、600µA
群において有意差があり、陽極方向へ遊走し
ていた。以上より、シャント操作は線維芽細
胞の遊走に必要な操作であることが確認さ
れた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
（２）線維芽細胞の増殖実験 
結果：細胞数はコントロール群に比較して，
周波数 1 Hz 群，2 Hz 群, 4 Hz 群, 8 Hz 群で
有意に多かった。また、周波数 64 Hz 群はコ
ントロール群に比べ有意に細胞数が少なか
った。細胞生存率は 8 群すべてにおいて変化
はみられなかった。1 mm2あたりの細胞数の
検討では，コントロール群に比べ 1 Hz 群，2 
Hz 群, 4 Hz 群が有意に多く，16 Hz 群, 32 Hz
群, 64 Hz 群が有意に少なかった。最適電流
強度 200µA では、周波数が少ないほうが細
胞分裂を促進することが確認された。 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
（３）線維芽細胞から筋線維芽細胞への分化
を促進する電気刺激条件を確認する。 
 対照群と比較して、周波数 2 Hz で刺激し
た線維芽細胞群のα-SMA mRNA 発現が高くな
り、周波数 10Hz では対照（コントロール）
群と同値を示していた。また、TGFβ1mRNA 発
現は、周波数 2 Hz では上がらず、周波数 10Hz
群では軽度上昇していた。これらの結果から、
線維芽細胞から筋線維芽細胞への分化が周
波数 2Hz 群に認められたことになり、先行研
究や仮説と矛盾する結果となった。今後、機
器のメンテナンス及び手技の検討を継続す
る必要性があることが確認できた。(1) n=3
のテクニカルレプリケートのばらつきが大
きい、 (2) 検量線サンプルの設定が適切で
ない、(3) 蛍光強度のプラトーが全てのアッ
セイで低い、に関する問題箇所の検討に入っ
ている。 
 
（４）臨床試験 
結果：大学病院で最後まで追跡可能な症例は
２例であり、短期入院の推奨による影響がで
た。それを解消するため、２病院の協力を得
ることができ、最適条件下での研究が遂行で
きるよう指導をしてきた。今後の実践を考え
て、電気刺激装置の使用方法の映像マニュア
ルを製作した。 
 全ての症例で、創の縮小効果が認められ、
副作用は認められなかった。 
 今回の研究を通して得られた最適刺激条
件を「手続き補正書」にて優先権主張をした。 
電気刺激装置（小型、電流強度 170μA、周

波数 2～4Hz、通電終了後に自動放電機構）と
して医療機器申請の手続きに入った。 
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〔産業財産権〕 
○出願状況（計 １件） 
 
名称：電気刺激治療器 
発明者：杉元雅晴 
権利者：学校法人 神戸学院 
種類：特許 
番号：特願 2014-185752 
出願年月日：2014 年 9 月 11 日 
 
種類：手続き補正書 
番号：特願 2015-177106 
出願年月日：2016 年 3 月 9 日 
国内外の別：国内  
 
○取得状況（計 ０件） 
 
名称： 
発明者： 
権利者： 
種類： 
番号： 
取得年月日： 
国内外の別：  
 

〔その他〕 
ホームページ等 
 該当なし 
 
６．研究組織 
(1)研究代表者 
  杉元雅晴（SUGIMOTO Masaharu） 

神戸学院大学・理学療法学科・教授 
 研究者番号：20379457 
 
(2)研究分担者 
  寺師浩人（TERASHI Hiroto） 

神戸大学医学部附属病院・形成外科・教授 
 研究者番号：80217421  
 

前重伯壮（MAESHIGE Noriaki） 
神戸大学保健学研究科・理学療法学科・助
教 

 研究者番号：80217421 
 
(3)連携研究者 

（   ） 
 

 研究者番号：  
(4)研究協力者 
 


