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研究成果の概要（和文）：本研究では、ヒト口腔粘膜由来線維芽細胞、ヒト皮膚由来線維芽細胞をそれぞれ培養
し、ミトコンドリア機能制御に関わる因子(PGC-1α, TFAM, NRF-1/2)を検討した。また、ラット皮膚欠損モデル
を作成し、炭酸ガスペースト塗布による創傷治癒促進効果を確認した。IL-1β, IL-6等の炎症性マーカーは炭酸
ペースト群で減少した。また炭酸ペースト群において、HIF-1αの減少を認め、低酸素環境が改善されているこ
とが示唆された。VEGF, TGF-β等の創傷治癒マーカーは炭酸ペースト群で増加した。これら創傷治癒マーカー
は、免疫染色においても同様の結果を得た。

研究成果の概要（英文）：In this study, we cultured human oral mucosa-derived fibroblasts and human 
skin-derived fibroblasts and investigated the factors related to the regulation of mitochondrial 
function (PGC-1α, TFAM, NRF-1/2). The effect of CO2 paste on wound healing was examined in a rat 
skin defect model. The rates of wound healing were significantly higher in the CO2 paste group than 
those in the control group. Inflammatory markers such as IL-1β and IL-6 were decreased in the CO2 
paste group. Wound healing markers such as VEGF and TGF-β increased in the CO2 paste group. The 
results of the wound healing markers were similar in the immunostaining.

研究分野：創傷治癒

キーワード： 炭酸ガス　ミトコンドリア

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、創傷治癒促進のための様々な創傷被覆材や治療法が開発されているが、さまざまな問題が残されている。
本研究では、局所的炭酸ガスによる効率的で、新たな創傷治癒促進法の確立を目指すもので学術的意義が示され
た。また、低酸素環境を改善することにより、創傷治癒促進効果が確認できた。今後、臨床応用として、局所的
炭酸ガス投与による効率的で、低リスク・低コストな新規創傷治療法が提供できる可能性があり、社会的意義が
あると考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
 創傷治療は、外科処置後の創部・高齢者に多い褥瘡や糖尿病性潰瘍・若年者の熱傷に至るまで
幅広く行われている。現在、日本では 1日当たり 100万人以上の患者が創傷治療を受けており、
そのニーズは増加している。近年では、QOL向上や治療期間短縮を目指して、創傷治癒促進の
ための様々な創傷被覆材や治療法が開発されているが、被覆材の交換などの医療者への負担や
治療に関わる高額な費用など、さまざまな問題が残されている。 
 さて、炭酸ガス療法は古くから知られており、血流や微小循環の改善に用いられてきた。過去
には炭酸泉の創傷治療への応用なども試みられてきたが、水中への浸漬が必要であり、炭酸ガス
の吸収率は高くない。したがって、皮膚から効率よく炭酸ガスを吸収する材料の開発が望まれて
いた。過去にわれわれは、炭酸泉への浸漬における体内への炭酸ガス吸収率と比較し、約 50倍
の吸収率をしめす経皮的炭酸ガス吸収ゲルを使用した局所的炭酸ガス投与法を用いて、①血管
拡張作用と Bohr効果により、局所の酸素供給を増やすことと、②筋肉細胞内のミトコンドリア
量が増加し、その機能が促進することを証明した[1]。また、この投与法を外科処置後の局所皮
弁に応用したところ、皮弁の生着面積が増加し、血管新生・血管内皮細胞増殖因子(VEGF)の増
加と低酸素誘導因子(HIF1-α)の低下を確認した(下図)[2]。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

一方、創傷治癒とミトコンドリアは密接な関係があることが、近年報告されているが、皮膚上
皮に比較し、口腔粘膜上皮はエネルギー代謝が活発であり、創傷治癒能力が高い理由のひとつと
されているが、エネルギー産生の主な担い手であるミトコンドリアの機能が関わっているかは
不明である。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究の目的は、①異なった細胞間の治癒能力の違いとミトコンドリア機能との関連性を調
査し、②局所的炭酸ガス投与によって、創傷治癒を促進する新しい治療法の開発を目指すことで
ある。 
 
３．研究の方法 
 
①細胞の準備 
 ヒト口腔粘膜由来細胞(線維芽細胞)、ヒト皮膚由来細胞(線維芽細胞)を用いる。インキュベー
ター内で 37℃、5%CO2 の条件下で培養し、サブコンフルエントまで細胞を増やした。 
 
②各細胞のミトコンドリア量とその機能の解析 
培養後、day 2, 4, 7, 14 に、RNA を回収し、Real-time PCR 法で測定し、蛋白については、
免疫染色で評価した。各細胞の通常培養状態でのミトコンドリア量(mtDNA/nDNA)、ミトコンドリ
ア機能制御に関わる因子(PGC-1α, TFAM, NRF-1/2)を検討した。 
 
③ラット創傷治癒モデルの作成 
 皮膚欠損モデルとして、8 週齢の SD ラット背部皮膚に直径 8mm の円形の全層皮膚欠損創を作
成した。 
 
④炭酸ペースト塗布 
材料内に炭酸ガスを保持し、外部からの炭酸ガス供給を必要とせず、局所的に炭酸ガス投与がで
きる局所塗布剤(炭酸ペースト)を使用し、投与時間 10 分間、週 5回、同ペーストの塗布を行っ
た。 
 



⑥各群における創傷治癒関連因子の解析 
 コントロール群、炭酸ペースト群において、7, 14, 21 日目の創部の写真撮影を行い、創傷治
癒の観察および Image J を用いた面積の測定を行った。またそれぞれの time point で組織を採
取し、RNA を回収し、Real-time PCR 法で、創傷治癒関連因子(VEGF, TGF-β)、低酸素誘導因子
(HIF-1α)、炎症性マーカー(IL-6, IL-1β)の計測を行った。また、蛋白レベルでは、同様に免
疫染色を行った。 
 
 
４．研究成果 
 
①培養細胞における細胞数変化 
 通常培養状態において、ヒト口腔粘膜由来細胞(線維芽細胞)、ヒト皮膚由来細胞(線維芽細胞)
ともに、da2, 4, 7 と経時的に細胞数が増加した。 
 
②培養細胞におけるトコンドリア機能制御に関わる因子(PGC-1α, TFAM, NRF-1/2)の変化 
 Real-time PCR において、ヒト皮膚由来細胞(線維芽細胞)ともに、培養後 7 日目において、
PGC-1α, TFAM, NRF-1/2 がピークをむかえた。一方、ヒト口腔粘膜由来細胞(線維芽細胞)では、
ピークがより早い傾向があった。また、免疫染色でも同様の結果を示したが、各 well ごとの差
が大きく、バラツキのある結果となったため、有意ではなかった。 
 
図 1:ヒト皮膚由来細胞(線維芽細胞)における PGC-1α, TFAM, NRF-1/2 の経時的変化 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
③ラット創傷治癒モデルにおける炭酸ガスペーストの効果 
 7 日目以降コントロール群と比べて炭酸ガスペースト群での創の縮小が肉眼的に観察された。
21 日目では炭酸ガスペースト群ではほぼ損傷部位はわからなかった。(下図 2) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
④創傷治癒面積の測定 
 創 傷 治 癒 面 積 を Image J(ImageJ (a public domain software available at 
https://imagej.nih.gov/ij/)を用いて計測し、半定量化した。術後 3日目では両群では 30％程
度の治癒が進行したが、有意差はなかった。7日目以降では炭酸ガスペースト群において有意に
創傷治癒の促進がみられ、21 日目では炭酸ガスペースト群ではほぼ治癒していた(下図 3)。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3：創傷治癒面積 
 

 
⑤各群の創傷治癒過程における創傷治癒関連因子の変化(real time PCR) 
 IL-1β, IL-6 等の炎症性マーカーは炭酸ペースト群で減少した。また炭酸ペースト群におい
て、HIF-1αの減少を認め、低酸素環境が改善されていることが示唆された。VEGF, TGF-β等の
創傷治癒マーカーは炭酸ペースト群で増加した。 
 
図 4：各群における real time PCR の結果 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
⑥各群の創傷治癒過程において、創傷治癒関連因子の変化(組織学的変化および免疫染色) 
HE 染色において、3日目では、両グループで炎症細胞がみられ、7日目では線維芽細胞の増殖
が確認された。7日目の炭酸ガスペースト群ではコントロール群よりも線維芽細胞が密に配列し
ている。14 日目には炭酸ガスペースト群で瘢痕の明らかな縮小が観察された。さらに、21 日目
にはコントロール群では瘢痕が残存しているのに対し、炭酸ガスペースト群ではほぼ治癒して
いた。(図 5) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5：HE 染色 
 

 



免疫染色において、先の結果⑤と同様、炭酸ペースト群において、HIF-1αの減少を認め、低
酸素環境が改善されていることが示唆された。VEGF, TGF-β等の創傷治癒マーカーは炭酸ペー
スト群で増加した。(図 6) 
 
図 6：免疫染色 
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