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研究成果の概要（和文）：皮膚や潰瘍底には、分子量の大きい薬剤や物質を皮膚潰瘍底の瘢痕を透過させない保護機能
が備わっている。有効な薬剤や物質を透過できれば、皮膚の創傷治癒や抗加齢を目指すことができる。今回、電気穿孔
法（EP法）により、無侵襲でより高分子である20-100kDレベルの増殖因子の透過性を検討した。
EP法のヒト皮膚への侵襲、bFGFや複合サイトカインである多血小板血漿（PRP）の導入を検証した。電圧80Vでは、皮膚
への軽度の刺激性は生じたが、導入時のみの刺激であり、永続的な損傷なく導入を行うことができた。同条件において
EP法によるサイトカインの皮膚導入効果を上げることを認めたが、今後さらに詳細な検討を要する。

研究成果の概要（英文）：Skin and basis of skin ulcer have protective function not to permeate through 
them for medications and materials over 20kD molecules in the size. It is aimed to treat skin wounds and 
aging skin broadly, if medications and materials with larger molecule can be penetrated. In this time, 
how to penetrate 20-100kD growth factors minimally invasively trough the skin and the base of the skin 
ulcer using electroporation (EP method) is studied.
Any invasions in EP method, and permeating bFGF and PRP, which contains various growth factors, were 
investigated invasions. As comparing in voltages, in 80V light skin stimulation was observed only during 
induction. No skin and soft tissue damages remained. Cytokines penetrating the skin surface was 
confirmed, however, more detailed mechanisms will be investigated in the future.

研究分野： 形成外科学
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１．研究開始当初の背景 

＜皮膚面と潰瘍面＞皮膚は元来各種物質の

体内侵入に対する強固なバリアーであり、

創傷面も特に慢性創傷ではバイオフィルム

が存在し、各種物質や薬剤の透過性を著し

く減じている。臨床の現場では、一般に軟

膏塗布や各種創傷被覆材を用いて ODT 効果

をも加え毛根を開く、あるいは湿潤環境を

つくるなどの機序で薬効を高める試みが行

われている。しかし、その効果はわずかに

上がっているものの十分とは言えない。低

侵襲あるいは無侵襲で目的とする薬効成分

が皮膚あるいは創面を透過することは、創

傷治癒や皮膚活性化のために極めて重要で

あり、潰瘍治療や皮膚活性化においてさら

なる将来に薬剤到達（DDS; drug delivery）

の点で極めて有効となる。 

＜サイトカインの生理的意義＞近年生理活

性物質、特にサイトカインについての知見

が積み重なり、その体内での細胞や組織へ

の作用が明らかとなってきた。これらは生

命活動だけでなく、各種外傷、ストレス、

加齢など生命活動に危害が加わる変化に対

しても対応し、維持、修復、回復に働くよ

うに調節されている。これらに適合したサ

イトカインが、治療を目的とする局所皮膚

や潰瘍部分にのみ無侵襲で導入されれば極

めて理想的である。 

＜電気穿孔法（EP 法；electroporation）＞

皮膚に一定の電気負荷、立ち上がり電圧

50-80V の指数関数的減衰波、あるいは方形

波を瞬発的に（パルス幅 10μs-10ms）負荷

すると、角質細胞間脂質や細胞膜にランダ

ムな多数の親水性孔を誘起して開孔して物

質の出入りを可能とする  

（E. Neumann et al. 1972）。電気刺激を

中止すると閉孔し通常の皮膚状態に戻る。

本法は細胞への DNA 導入などに用いられて

いるが、サイトカインを含めたその他の詳

細な検討は見られない。 

＜今回の実験の背景と意義＞我々はこれま

で骨形成タンパク（BMP；骨誘導するサイト

カイン）、多血小板血漿（PRP ; 複合サイト

カイン）の実験研究を続けてきた。結果とし

て骨の誘導、創傷治癒など著明な効果を引き

出すことを検証してきた。これらサイトカイ

ンを局所で有効に働かせるには、手術的埋入、

注入など侵襲的な手法でしか導入できなか

った。今回、EP 法の機序から、これを用いる

ことで無侵襲で経皮的あるいは経潰瘍的に

サイトカインを目的の箇所への導入を行え

ることは医療における大きな意義を有する

ことを認識し、これを検証する目的で本実験

計画を立てた。 

 

２．研究の目的 

 損傷皮膚や慢性創傷や開放創などでは、よ

り短期間に肉芽増生と上皮化、活性化が期待

される。創傷治癒過程ではこれを進めるため

に PDGF、bFGF、TGF-β、VEGF などのサイト

カインが重要な働きを担っており、サイトカ

インを該当の潰瘍底や周囲皮膚に、より低侵

襲、無侵襲で導入できることが理想的である。

今回、無侵襲で分子量の大きいサイトカイン

を導入する可能性を有する電気穿孔法

（electroporation）を応用し、各種サイト

カインをラットおよびヒト材料を用いて一

定の潰瘍底や皮膚からの皮内、皮下脂肪層へ

の到達とこれによる創傷治癒促進効果につ

いて実験的に検討することとした。 

 

３．研究の方法 

概要：電気穿孔法（EP 法；electroporation）

を用い、サイトカイン（bFGF、PRP(カクテル

サイトカイン含有)）のラット皮膚・潰瘍、

ヒト皮膚・潰瘍への浸透性を組織学的、生化

学的に定性的、定量的に検討する。皮膚・潰

瘍への EP 法を用いたサイトカインの導入法



についてのサイトカイン単一、複合での検討

を行い、皮膚活性化、潰瘍治療の基盤となる

ことを目指した。 

 

（１）各サイトカインの濃度条件を設定し、

皮膚、実験的潰瘍に導入し検討した。 

 

 

 

 

 

① EP 法（MesoDerm, MICROLAB, Italy）

50V,1ms でサイトカイン（bFGF、PRP）を用い

て導入のパイロットスタディを行った。 

この導入確認を行い、以下の条件設定を確定

した。 

② 電気穿孔機の条件設定：電気負荷条件を

立ち上がり電圧 50、80V、方形波パルス幅

100μs、1ms、10ms に設定した。 

③ モデルラット作成：ラット（Wistar 雄

200g.）の右背部は正常皮膚（Ｓ）とし、左

背部に 20mm 径の皮膚欠損創（W）を作成し、

プラスチック枠で周囲縫合固定して瘢痕拘

縮を予防し潰瘍モデルとした。 

④ サイトカインの調整： bFGF, PRP を準備

し、それぞれ３濃度条件を設定し、連続１回

/日で３日連続 EP 法を行った。 

⑤ 最終 EP 法後にラット腹腔内麻酔を行い、

同部Ｓ領域、Ｗ領域を筋膜上で摘出し、生理

食塩水で洗浄し、検討対象材料とした。 

⑥ 組織学的検討：切り出し組織を、HE染色、

各サイトカイン対応する免疫染色を行いサ

イトカインの局在を検討した。 

 

（２） 

① 電気穿孔機の条件設定：電気負荷条件を

立ち上がり電圧 50、80V、方形波パルス幅

100μs、1ms、10ms に設定した。 

サイトカインの調整： bFGF,PRP を準備する。 

② 最終 EP 法後にＨＳ領域、ＨＷ領域を摘出

し、生理食塩水で洗浄し、検討対象材料とし

た。 

③ 組織学的検討：切り出し組織を、HE染色、

各サイトカイン対応する免疫染色を行い検

討した。 

 

４．研究成果 

（１）EP 法によるヒト皮膚の無侵襲の検討、

bFGF や複合サイトカインである多血小板血

漿（PRP）を用いて検証した。電圧による比

較では、80V で、皮膚への軽度の刺激性

（piripiri-sensation）を生じたが、導入時

のみの刺激であり、永続的な損傷なく導入を

行うことができた。 

 80V 以下では、刺激感を生じなかったが、

導入効率を考慮して今回は80Vを定格とした。 

（２）EP 法によるサイトカインの導入効果が

確認でき、皮膚の肉眼的、スコピーによる様

相は改善した。ダーマスコピーによってこれ

を確認した。導入効率の詳細な検討は、今後

に残っている。 
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