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第1章 序論 

1.1 本研究の背景と目的 

皮膚は人体最大の器官であり、単なる身体の保護機能だけでなく、重要な代謝、排泄機能

も担う。また、その広大な表面積と血管ネットワークにより、皮膚は薬物送達システム(DDS)

において理想的な経路の一つとされる[1]。経皮薬物送達システム(TDDS)を通して、経口投

与がリスクのある消化管吸収と初回通過効果を回避し、バイオアベイラビリティを向上さ

せ、薬剤が消化器系統に対して引き起こす副作用を減少させ、患者の生活の質を向上させる

[2]。 

しかし、TDDS は現在もいくつかの課題がある。例えば、皮膚は天然のバリアであり、そ

の主な機能は外部環境から体を保護することである。しかし、これは薬物が皮膚層に送達さ

れる際に困難を伴う原因となる。薬物が角質層のバリアを克服できない場合、いくつかの薬

物は TDDS プロセスで透過性が不足し、治療効果が低下する。また、一部の薬物は皮膚上で

活性を失ったり分解されたりする可能性があり、治療効果に影響を与える。薬物の過剰な投

与は副作用を引き起こす可能性がある[3,4]。TDDSには皮膚の角質層のバリアを克服する必

要があり、薬物の皮膚内への浸透、薬物の安定性、薬物の投与量の制御などの問題が存在す

る。薬物が制御可能に皮下に放出されることを確保することが難しいという課題を抱えて

いる。 

一方、ナノエマルション技術は近年、研究と注目を集めている DDSキャリアシステムの

一つである。このシステムは水または油中の微小な油滴または水滴から成り、界面活性剤に

より、ナノエマルションの安定性、浸透性を向上し、一般的に粒径は 20-200 nmの範囲内に

ある[5]。ナノエマルションは優れた安定性、浸透性を有しており、理想的な DDS キャリア

となる。過去の研究では、Water-in-Oil(W/O)エマルションが開発され、水相に親水性薬物を

含ませ、疎水性の界面活性剤で被覆し、油中に分散させることで皮膚バリア機能を担う角質

層を突破する可能性が示された[6]。 

増殖因子は、細胞の増殖、組織再生、傷の治癒プロセスの調節において重要なタンパク質

の一群である。伝統的な増殖因子の投与方法には、経口、注射などがある。しかし、安定性

が低い、分解しやすいなど、さまざまな問題が存在する[7]。これらの課題に対し、当研究室

の既往研究では、ヘパリン導入ゼラチン(heparin-gelatin)が開発され、増殖因子の固定化、活

性の維持と徐放性付与が確認された。これにより、増殖因子が体内で迅速に失活するのを防

ぎ、組織中での作用可能時間を延長する。 

上記の背景に基づき、本研究は、heparin-gelatin を油中に分散させ、ナノサイズの Gel-in-

Oil ナノエマルション(G/O)を開発する。G/O の粒子表面は疎水性の界面活性剤で被覆され、

油中に分散されているため疎水性の皮膚角質層を突破できる。さらに、heparin-gelatin を使

用して増殖因子を固定化し、活性を維持し、ゲルの分解による徐放性を持たせる。Basic 

fibroblast growth factor(bFGF)の血管新生を促進する能力は既に報告されている[8]。したがっ

て、本研究ではモデルケースとして in vivo における bFGF 固定化 G/O による皮下の血管新

生効果の評価を行い、G/O による増殖因子の経皮送達の有効性を評価する。さらに、紫外線

B(UVB)誘発の急性皮膚損傷モデルおよび慢性糖尿病皮膚褥瘡モデルを使用し、増殖因子固

定化 G/O が急性および慢性皮膚損傷の予防および修復に及ぼす効果を評価し、G/O の経皮

送達の有効性を検証する。 
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1.2 本研究の方針 

増殖因子の徐放制御と生物学的な安定性を向上させる必要性から、ポリマーバイオマテ

リアル(ヒドロゲル、マイクロカプセルなど)を使用した増殖因子の放出制御システムが研究

されている[9]。ヘパリンを増殖因子として結合させた機能性材料の開発も報告されており、

ヘパリンはさまざまな増殖因子(例：塩基性線維芽細胞増殖因子(bFGF)、血管内皮細胞増殖

因子(VEGF)、トランスフォーミング増殖因子 β(TGF-β)など)と高い親和性で結合し、ヘパリ

ンに固定された増殖因子は安定性が向上し、適用部位での作用期間を延長することができ

る。このコンセプトに焦点を当て、ヘパリンを化学的にゼラチンに導入した heparin-gelatin

基材に注目した。ゼラチンは化学的架橋によって微粒子が生体温度でゲル状態を保つこと

ができるようになり、ゼラチンの分解過程で含まれる成分が徐々に放出され、長期的な効果

を提供できると予想される。bFGF は血管内皮細胞の増殖と遊走を刺激し、血管新生を促進

する能力が報告されている[10]。そのため、bFGF をモデル増殖因子として経皮送達による

血管新生の結果から、経皮送達の有効性を評価することができる。 

急性損傷の場合、複数の増殖因子が協調して創傷の治癒、組織再生、および炎症の調節を

促進することができる[11]。UVB は皮膚細胞に対して DNA損傷、細胞のアポトーシス、炎

症反応、皮膚バリアの損傷、そしてメラニン生成などの悪影響を及ぼし、急性皮膚障害を誘

発する。長期または過度の紫外線暴露により、皮膚癌などの皮膚問題のリスクが高まること

がある[12,13]。 

また、複数の増殖因子を協調して使用することで、慢性傷害の治癒を効果的に促進し、炎

症反応を軽減し、感染リスクを低減し、損傷した組織の構造と機能を最大限に回復させるこ

とができる[9]。糖尿病性慢性損傷では、高血糖が血管に不利な影響を及ぼす可能性があり、

褥瘡では持続的な圧力が血流を妨げる。これらの損傷からの治癒には通常長い時間がかか

り、慢性的な創傷に発展しやすく、感染と合併症のリスクを高める[14]。 

UVB および難治性糖尿病性褥瘡などの損傷の治療において、増殖因子は皮膚保護および

予防において、皮膚細胞の修復と再生、血液供給の改善、抗炎症作用、皮膚バリアの維持な

どの方法を通じて主要な役割を果たす[9,15]。 

したがって、この研究では以下の条件を満たす経皮増殖因子送達キャリアを開発するこ

とを目指した： 

1) 増殖因子をナノサイズの粒子に封入し、油中に分散させることで、角質層の突破が可

能となる。 

2) Heparin-gelatin基材を使用して、ナノサイズの微粒子を製造し、増殖因子をその効力

を維持したまま、安定的に体内へ送達することができる。また、内水相をゲル化させるこ

とで、体内でゲルが分解する過程で増殖因子が徐々に放出されることが可能となる。bFGF

の経皮送達後の血管新生を評価することで、G/Oの経皮送達の有効性を評価できる。 

3) 急性と慢性皮膚損傷の予防・治療のために、複数種類増殖因子カクテル G/Oを使用し

た経皮送達システムを活用し、血管新生の促進、損傷した細胞の修復、再生を実現できる。 

本研究により、新しい経皮増殖因子送達キャリア G/O を開発し、増殖因子を効果的に体

内へ送達し、皮膚損傷の予防と治療に貢献することを目的とする。 
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1.3 本論文の構成および各章の位置付け 

Fig. 1-1 に本論文の概要を示す。 

 

第 1 章では、本研究を行うにあたっての背景、目的および本研究の方針を示した。 

 

第 2 章では、本研究と関係する既往研究について示した。 

 

第 3 章では、G/O の特性評価と最適化を行った。 

 

第 4 章では、bFGF固定化 G/Oの経皮送達による血管新生誘導評価を行った。 

 

第 5 章では、増殖因子カクテル G/Oの経皮投与による紫外線 B誘発皮膚障害の予防・修

復効果を行った。 

 

第 6 章では、増殖因子カクテル G/Oの経皮送達による難治性糖尿病褥瘡モデルの治療を

行った。 

 

第 7 章では、本論文の総括および将来の展望を示した。 
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Fig. 1-1 Outline of this study. 
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第2章 既往研究 

2.1はじめに 

この研究は、皮下で血管新生を促進するための増殖因子固定能力を持つ、経皮的薬物送達

が可能なナノエマルションの開発を目指す。そのため、この章では経皮送達、血管新生およ

び皮膚損傷の治療法の現状について概説し、過去の血管新生の研究についても論じる。さら

に、過去の研究におけるナノエマルションの開発と改善についても述べ、増殖因子固定化に

関連する類似の研究についても紹介する。 

 

2.2 経皮送達 

DDS は、細胞、組織、および臓器への薬理学的に活性な物質の送達と放出を制御できる

一連の物理化学技術の総称であり、薬理活性物質が最適な効果を発揮できる[16]。言い換え

れば、DDS は治療効果を最大化し副作用を最小化するための経路や薬物の製剤を含む。送

達経路に応じて、経口投与、経皮投与、肺吸入、粘膜投与、静脈注射などさまざまな種類の

投与法がある[17]。その中でも、TDDSは魅力的なアプローチであると考えられる。 

TDDSは、針に基づく注射を利用しない体内への非侵襲的な薬物投与の最も広く研究され

ている経路の一つとなる。TDDS は、各種治療薬の投与において特に疼痛管理、ホルモン療

法、心血管および中枢神経系疾患の治療に大きな影響を与える[18]。TDDSは胃腸経路を経

ないため初回通過代謝による損失がなく、薬物は pH、酵素、および腸内細菌の干渉なしに

送達される。さらに、最も重要なのは、TDDSが非侵襲的な投与方法であり、患者にほとん

ど痛みや負担がないため、安全で簡単にに患者に薬物を投与できる[19]。 

ただし、固有の皮膚バリアのために、まだその全ての潜在能力を活用できていなかった。

皮膚は最も外側の器官で、多層構造を持ち、皮膚の役割は化学物質、熱、毒素などの環境の

危険から身体を保護する[2]。このような皮膚は保護機能を持つ表皮と、血管があり、皮膚細

胞を生成する真皮に分かれ、それぞれの層には経皮投与を妨げる要素がある。 

表皮の角質層は最外層であり、表皮の皮膚バリア効果がある。このバリア効果は、分子量

の大きな物質の輸送において非常に重要である。TDDSでは、小さな分子量の物質の輸送に

は細胞内経路が利用されると一般的に考えられる。ただし、大きな分子量を持つ物質に対し

ては、細胞間経路に加えて細胞内経路を利用するさまざまな方法とメカニズムが導入およ

び使用される[20]。したがって、TDDSの最大の課題は角質層のバリア効果を解消し、薬物

を皮膚組織に送達し、細胞および血管組織を通過して目標組織に到達することである[21]。 

この問題を解決するために、さまざまな新しい TDDS 技術が次々と開発され、魅力的な

投与方法として浮上している。 

2.2.1 超音波(Sonophoresis) 

超音波デバイスによって経皮薬物送達を向上させることができる。低周波超音波（20 

Hz-20 kHz）は、振動を引き起こし、キャビテーションを生じ、二重膜を撹乱し、水分子が

透過する通路を作り出すことにより、薬物の移動を容易にする効果的な手段となる。具体

的には、この技術は低周波音波が生じる機械的な振動を利用している。これらの音波が水

を含むシステムに伝わると、液体中で高強度の振動が発生する。この振動はキャビテーシ
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ョン効果を引き起こし、液体中に微小な気泡が形成され、迅速に崩壊する。これにより局

所的な高温と高圧が発生する。このプロセスでは、振動と圧力の変化が細胞膜や他の生物

組織の構造を破壊するのに役立つ。薬物の伝達においては、この破壊が通路を作り出し、

水分子が細胞膜をより容易に透過できるようになり、薬物の移動が促進される。要する

に、低周波超音波は水中の気泡の形成と崩壊を引き起こすことで、局所的な機械的な圧力

と振動を生じ、薬物が細胞膜を通り抜けやすくなる通路を作り出す手段となる。これは薬

物の伝達を促進する技術経路を提供する[22]。薬物は特定の結合剤(ゲルまたはクリームな

ど)と混合され、薬剤と結合剤が超音波を皮膚に伝達し、皮膚層を撹乱して薬物が注入でき

る水の通路を作り出す。通常、薬物は超音波の適用によって形成される通路を通過し、そ

のエネルギー値は 20 kHz-16 MHz の間にある。超音波はまた、皮膚領域の局所温度を上昇

させ、皮膚のバリアを一時的に変性させ、薬物の浸透をさらに促進する。ただし、この方

法を介した薬物浸透の正確なメカニズムはまだ完全に理解されておらず、デバイスの利用

可能性、投与のための露出および治療サイクルの最適化、およびやけどを含む望ましくな

い副作用の問題が依然として存在している。 

2.2.2 フォトメカニカルウェーブ 

皮膚に伝わるフォトメカニカルウェーブは角質層を貫通し、角質層が一時的に変性し、一

時的に形成されたチャネルを通して薬物が通過することを可能にする。発生波は低い放射

線照射(約 5–7 J/cm2)によって制御され、送達の深さを 50-400 μmに増加させる。フォトメカ

ニカルウェーブにより、皮膚内の意図された深さへの製品の送達を確実にするために光力

学的な波の特性を制御する必要がある。単一のレーザーパルスによって生成される波は、数

分間に皮膚の浸透性が増加し、大きな分子が皮膚に拡散するのを可能にする。これによって

40 kDaのデキストランマクロ分子と 20 nmのラテックス粒子は、23 nsの持続時間を持つ単

一の光力学的なレーザーパルスによって送達される[23]。 

2.2.3 マイクロニードル 

マイクロニードル薬物送達システムは、薬物が針を介して循環系に送達される新しい薬

物送達システムであり、これは経皮的な薬物送達の最も人気のある方法の一つであり、現在

アクティブな研究領域である。これは、ミクロンサイズの針が皮膚の表層を刺し、薬物が表

皮層を横断して拡散するシステムを含みる。これらのマイクロニードルは短くて細いため、

これらは薬物を直接血管キャピラリー領域に送達し、痛みを最小限に抑えるのに役立つ[24]。 

マイクロニードルシステムの製造は、目標、薬物の種類と用量、使用対象を考慮して幅広

く調査される。現在までに、マイクロニードルはレーザーを利用した技術とフォトリソグラ

フィを用いて製造することができる。レーザーを利用した製造技術は、金属またはポリマー

マイクロニードルの製造に使用される。マイクロニードルの 3D 構造は、レーザーを使用し

て平らな金属/ポリマー表面を切断または蒸発させることによって生成される。さまざまな

形状の針をさまざまな材料を使用して製造することができるという利点がある。この方法

は、マイクロニードル構造に基づく逆型モールドを作製し、フォトレジストのエッチングを

介してマイクロニードル製剤やヒドロゲルマイクロニードル、またはシリコンマイクロニ

ードルを製造するために主に使用される[25]。 
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2.2.4 熱アブレーション 

熱アブレーションまたは熱透析は局所的な熱によって表皮構造を選択的に破壊する有望

な技術であり、これにより皮膚に作成された微小なチャネルを通じて薬物送達が向上する。

熱アブレーションによって角質層を剥離するには、100℃以上の高温が必要で、これにより

ケラチンの加熱と蒸発が引き起こされる。また、局所的に上昇した温度に比例して角質層構

造の変化の程度が増加するため、これは薬物送達を精密に制御するための理想的な技術で

ある。熱的な露出は、生存する表皮を損傷せずに角質層を選択的に剥離するために、マイク

ロ秒単位の短さでなければならない。熱アブレーションから生じるミクロンスケールの欠

陥は十分に小さく(直径 50-100 μm)、痛み、出血、刺激、感染の可能性を回避するため、深

部組織の細胞に損傷がない場合、患者は十分耐えることができる。また、熱アブレーション

は、機械的な削り取り、化学処理、またはテープ剥離などの他の手法よりも優れた制御性と

再現性を持ち、小分子だけでなく高分子量の化合物の効果的な送達も提供する。ただし、特

に薬物分子の拡散率を向上させるために高いエネルギーを使用する場合は、皮膚の構造変

化を評価する必要がある[2]。 

TDDS技術は製薬分野で急速に成長しており、局所経路を通じて薬物送達を向上させる製

剤システムとして、価値を確立している。しかし、過去数十年にわたる広範な研究にもかか

わらず、化学的な増強剤などの受動的な手法は、小分子の経皮輸送を増加させることに限定

的な成功しか収めておらず、潜在的に臨床的に許容される条件下で大規模分子の輸送を増

加させる能力は比較的低い。外部デバイスを使用したアクティブトランスポート法は、薬物

および大規模分子の経皮的な送達効率をより広範に増加させる。ただし、これらの技術が薬

物を効果的に送達する能力は、エネルギー源を必要とする電子制御デバイスに依存してお

り、その有用性とコストを制限している。マイクロニードルなどの皮膚に微小な孔を穿刺す

る方法は、薬物、大規模分子、または粒子の経皮的な送達を著しく増加させることができる

が、これにはさらなる安全性と低い皮膚損傷、費用対効果の向上が必要である。 

 

2.3 血管新生 

 

既存の血管からの新しい血管形成、すなわち血管新生と呼ばれるプロセスは、傷の治癒に

は欠かせない。新たに形成された血管は、成長中の組織に栄養と酸素を供給する。さらに、

炎症細胞は、血管内皮基底膜との相互作用と通過を必要として、損傷部位に入るのこと。組

織の損傷に対する血管新生は、セラムと周囲の特殊な細胞外マトリックス(ECM)環境からの

信号によって高度に制御されるダイナミックなプロセスである[26]。 

皮膚、神経、筋肉、骨などの損傷を受けた組織を工学的に設計する際の基本的な課題は、

埋もれた深い組織内の細胞に栄養と酸素を供給し、同時に細胞から廃棄物を排除する血管

を作り出すことである。合成組織内の血管の空間分布は、周囲の細胞の活力に重要な役割を

果する。細胞が最寄りの血管から 100–200 μm以上離れると、酸素と栄養の不足によって細

胞が死ぬ[27]。したがって、血管形成バイオマテリアルの設計や血管形成工学の取り組みに

おいては、この重要なポイントを考慮する必要がある。 
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2.3.1 皮下における前血管化の誘導技術 

皮下細胞移植による機能的な臓器や組織の再生は、組織工学において有望な方法である

[28]。皮下幹細胞移植は、臓器移植よりも安全性に関していくつかの利点があり、侵襲性が

高く、ドナー不足と莫大な人的および財政的負担の問題点がある[29,30]。細胞移植は他の治

療法と組み合わせて使用でき、患者に利益をもたらすだけでなく、移植に適していない臓器

から細胞を収穫する可能性もある[31–33]。実際、移植された細胞は移植後の増殖能力が不

確かであり、異常な増殖と腫瘍の形成のリスクを伴うため、移植部位の生検と移植細胞の簡

単な回収が適切な安全管理のために不可欠である[34,35]。ただし、移植された細胞は元の循

環ネットワークと ECM を失っているため、移植部位に適切な血管ネットワークが必要であ

る[36–39]。皮下の血管は、他の移植部位よりも皮下での発展が難しく、細胞の生存率が低い

ため、皮下移植はまだ臨床設定で使用されていなかった[40]。 

皮下の低い血管分布を克服するための方法の中で、移植前の皮下の血管分布を増強する

(前血管化)が、後続の移植を向上させる最も有望な方法と示されている[41,42]。通常、前血

管化部位を作成するために材料(ナイロンディスクなど)を移植し、その前血管化部位の周囲

には血管の豊富な組織が形成される。密集した血管は移植物と移植部位の間の分子交換を

増強し、特に栄養物質や酸素(O2)は細胞の生存に非常に重要である。さらに、高い血管分布

は分子の迅速な感知と放出を可能にし、膵島移植の機能において重要な役割を果たす。たと

えば、膵島は血管を介してインスリン感知を行い、インスリンおよびグルカゴンの放出を調

整して血糖平衡を維持する。さまざまな研究が様々な前血管化手法を導入してきたが、それ

らが臨床実践に転化することについてはまだできなかった[42,43]。また、前血管化にはより

長い時間がかかり、ナイロンディスクの移植と細胞移植の間に 3 週間以上かかることがあ

る[44]。したがって、細胞移植前に安全で迅速な前血管化手法を開発することは、皮下の密

な血管分布を実現するために非常に重要である。 

皮下の血管不足を改善する効果的な方法として、目標移植部位の皮下に新生血管を人工

的に誘導することが報告されている[45]。糖尿病マウスの皮下でのインスリン細胞と血管内

皮細胞(HUVECs)の共移植により、短期間で血糖値が正常化さた[46]。ただし、移植された細

胞が宿主の免疫系と活発に相互作用し、炎症下では移植された細胞の機能が損なわれるこ

とがよく知られており、重要な免疫抑制法が必要である[42]。基本的な材料を使用した皮下

移植前の血管新生の誘導に関する研究(例：コントロール可能なアンカー自己組み立て法ま

たはポリ乳酸エチレングリコール酸共重合体およびアクリルスキャフォールドを用いて作

成されたミクロバスキュラーメッシュなど)もある。しかし、時間とともに移植物への炎症

反応が起こるため、移植を繰り返すことは安全ではない[47,48]。そのような基質の血管化誘

導期間は長く、ナイロンディスクの移植と細胞移植の間で 3週間以上かかることがある[42]。

したがって、細胞移植前に密集した皮下血管を生成するための侵襲性の低い、安全で迅速な

血管化技術を開発することは、臨床への応用にとって重要である。 

2.3.2血管新生における増殖因子の応用 

生物分子(例えば増殖因子(GF)やサイトカイン)は生体内で非常に重要である。増殖因子の

発見は 1952年にさかのぼり、その時に神経成長因子(NGF)が初めて発見された[49]。それ以

降、増殖因子に関する継続的な研究により、増殖因子が細胞と ECMとの特定の相互作用を
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調節する機能について深い理解が得られた。増殖因子は、特定の相互作用を誘導し、組織の

形成につながるように、細胞の運命と振る舞いに影響を与えることが確立されている。各増

殖因子は、細胞表面に存在する特定の受容体に結合できる。結合後、連鎖的なトリガーが特

定の細胞運命につながることが後に起こる。ほとんどの増殖因子は特定の細胞タイプのみ

を調節できるが、一部の増殖因子は多くの異なる細胞タイプに影響を与え、さまざまな種類

の細胞に作用することがある。一部の場合、異なる増殖因子は重複した機能を持つ可能性が

ある。したがって、異なる種類の細胞が同じ種類の増殖因子を産生する。 

増殖因子の安定性は、一部の分子が高い感受性を示すため、薬物デリバリーの研究におい

て広く注目される[50]。増殖因子の変性に対する感受性は、物理的環境など多くの要因によ

って異なる。例えば、一部の増殖因子は凍結乾燥の形態で室温で保存できると報告されてい

る。溶液状態にある増殖因子の形態は、低温(例えば-80°C)で最大 12ヶ月間維持されること

が、増殖因子に依存する。一方、増殖因子は室温または体温で急速に失活する。例えば、bFGF

は、静脈内投与後に半減期がたった 3-50 分と報告されている[51,52]。同様の投与条件で、

血小板由来増殖因子(PDGF)の半減期は 2分未満であり、血管内皮増殖因子(VEGF)の半減期

は 30-45分である[53]。 

増殖因子の失活の原因はさまざまである。高温(100°C 以上など)で増殖因子に曝露するこ

とは、変性を引き起こし、自然な構造の展開につながる[54]。この展開はタンパク質の構造

を変化させる可能性がある[55]。一方、増殖因子が崩壊し、自然な形態に戻らなくなる過程。

酸化や pH 値の変化などの微細な環境変化は分解を引き起こす原因となる[56]。pH 値の変更

も失活を促進する。Santana らは、ヒトの再組み立て EGFソリューションの pH変化を調査

し、最適な安定条件を見つけるために 50°C で増殖因子の分解を 30 日以上にわたって測定

した[57]。彼らの研究によれば、逆相 HPLC(rp-HPLC)および ELISA の結果が、増殖因子の

分解が酸性とアルカリ性の pH 値下で促進されることを示した。研究から導かれた結論は、

pH 範囲が 6.0 から 8.0 の間で増殖因子が最大の化学的、物理的、および構造的安定性を示

す。この研究は、蛋白質の安定性を維持するために溶液の pH値とのバランスが重要である

ことを強調している。一方、生体内では増殖因子は天然に存在するタンパク質分解酵素によ

って分解される。これらの酵素から保護するためには、酵素阻害剤を使用するか、増殖因子

を生体適合性のある材料で直接包装することが研究のテーマとなっている。増殖因子や他

の生物分子を内包するための標準的な方法は、生体適合性のある材料を使用する。 

bFGF は、細胞の増殖、分化、血管新生、組織の恒常性、組織修復を調節できる[58]。VEGF

や他の増殖因子受容体とは異なり、線状線維芽細胞増殖因子(FGF)受容体は内皮細胞と平滑

筋細胞の両方で発現し、成熟した血管ネットワークの形成に寄与す[59,60]。bFGF は内皮細

胞の増殖を促進する強力なプロモーターであり、VEGF に比べて優れた薬剤候補とされる

[61]。しかし、bFGF の使用は、その迅速な拡散、低い生物学的安定性、および短い半減期の

ため、標的領域内での親剤投与が精度が低いことから、臨床試験に限定される[62]。 

2.3.3増殖因子生物安定性を向上させる既存の研究 

増殖因子の生物安定性を向上させることは、最適な結果を得るために重要である。これら

の制限を克服するために、ポリマー生体材料(たとえば、スキャフォールド、ヒドロゲル、

およびミクロスフィア)を使用した bFGF の徐放システムが研究されており、ポリ乳酸とポ

リグリコール酸の共重合体(PLGA)、キトサン、アルギン酸、ゼラチン、およびアセトアル



第 2章 既往研究 

10 

 

キルデキストランなどのポリマーに基づくミクロスフィアの使用も含まれる[63–65]。増殖

因子のデリバリーキャリアには、おおよそ以下の種類がある。 

2.3.3.1 増殖因子デリバリーに使用されるヒドロゲル 

ヒドロゲルは、その構造内に水に高い親和性を持つ親水基が存在するため、大量の液体を

保持することができる重合物ネットワークである[66]。これらのゲルは、共有結合または物

理的な相互作用(イオン相互作用、疎水相互作用、水素結合など)によって架橋される。した

がって、ヒドロゲルの水和度は 20％から 90％まで異なる[67]。一方、親水性ポリマーネッ

トワーク(例： PLGA)は吸水能力が制限される[68]。ヒドロゲルは、環境分解から因子を保

護し、増殖因子の生物活性を長期間維持する潜在能力がある。この独特の特性は、増殖因子

介在の組織再生においてヒドロゲルを魅力的な選択肢として。例えば、軟骨、骨、筋肉など、

研究によれば、骨形成因子 2(BMP–2)はヒアルロン酸(HA)ゲル内で 28 日間効果的に保持さ

れたと報告される[69]。これらの例は、ヒドロゲルを使用すると、水溶性増殖因子と類似の

親水性と親和性を持つため、生物活性を長期間保持できることを示す。さらに、高い水分含

有量と ECMに似た物理的特性により、ヒドロゲルは高い生体親和性を持っており、これが

成功した体内実験につながっている。Leeら(2003)は、2つの異なる GF を内包したアルギン

酸液滴を製造し、重症免疫不全マウスの皮下組織における血管新生への VEGF と bFGF の

影響を比較した。その結果、VEGFをデリバリーする場合、増殖因子濃度の増加に伴い血管

の数と肉芽組織の厚さが増加し、血管密度は一定のままである。bFGFをデリバリーする場

合も、血管の数と肉芽組織の厚さが似た傾向が見られるが、VEGF と比較して bFGF の血管

密度は低かった。この研究から、アルギン酸ゲルを使用することで、異なる因子の効果を比

較することができ、この材料がさまざまな増殖因子をデリバリーするための信頼性のある

キャリアとなり得ることが示される[70]。 

ヒドロゲルには多くの利点があるが、いくつかの制約も存在する。分子の捕捉(およびそ

れに続く放出曲線)は封入方法に依存することもある[71]。物理的な封入方法を使用すると、

増殖因子の放出曲線は主に分子がネットワークの孔を通じて拡散することによって制御さ

れ、これにより短期間の放出が引き起こされる可能性がある[72]。一方、ゲル内の生物活性

物質の化学的な封入は、高分子の分解、結合体、またはゲル基質からの解離によって放出曲

線が制御される。 

2.3.3.2疎水性ポリマー 

疎水性ポリマーは、その構造中に多くの疎水性基が存在し、したがって低親水性で水和性

が制限される。しかし、これらのポリマーは延性を持ち、正確に合成できる。そのため、疎

水性の合成材料は組織工学の応用に使用される。人気のある疎水性ポリマー材料のグルー

プには、乳酸異性体の派生物、すなわちポリ乳酸(PLA)、ポリ D-乳酸(PDLA)、ポリ L-乳酸

(PLLA)およびポリ D, L–乳酸(PDLLA)が含まれる[73]。これらのポリマーは有機溶媒、クロ

ロホルムなどに可溶で、単純な加水分解により降解が生じ、増殖因子の長期デリバリーに適

す。また、ポリグリコール酸(PGA)の共重合体である PLGA やポリカプロラクトン(PCL)な

ど、ポリエステルも科学的な興味を引いている。PLGA と PCL は、生物活性物質や薬物の

デリバリーに必要な速度に合わせてポリマーの降解速度を調整するための優れた例である。



第 2章 既往研究 

11 

 

PLGA は、縫合糸、薬物デリバリーデバイス、組織工学のフレームなど、多くの生体医学の

応用で最も研究されている分解性ポリマーの一つで、降解速度は PLAと PGA の組成比に応

じて調整できる[74]。Meinelら(2003)は、異なる濃度(30–100 μg)のインスリン様成長因子(IGF)

を PLGA(50：50比率)のマイクロスフィアに封入した。これらのマイクロスフィアは、2つ

の羊の長骨欠陥モデル(骨端端孔：8 mm、部分的な脛骨欠陥：10 mm)を充填するために使用

される。著者は、100 μgのマイクロスフィアを与えることで、欠陥部に新しい骨形成が 3週

間後に誘導されることを発見した。さらに、8 週間後、IGF-I を含む PLGA が炎症を減少さ

せる、部分的な脛骨欠陥(10 mm)を補いた[75]。同様に、PLGA は VEGF、NGF 、TGFβ-3な

どの多くの GF を含むマイクロスフィアの製造に使用され、このポリマーの幅広い応用が証

明されている[76,77]。 

PCL は、その生分解速度が他のポリマーよりも遅いため、長期デリバリーの応用で非常

に注目される。PCLは生理的条件(生体内)で数年にわたる加水分解を経て、生成物は自然な

生理経路によって排出される[78]。最近、Limongi ら(2018)によって、脳由来神経栄養因子

(BDNF)のデリバリーに使用される PCL 製のデバイスが報告された[79]。このデバイスは、

増殖因子を PCL デバイスに充填するために増殖因子を含む溶液に浸す。この研究により、

材料の疎水性と孔率が最適な表面形態と増殖因子デリバリーを向上させるのに大きな影響

を与えることが示唆された。PCL は、その生分解速度が他の PCLや PLGAと同様に、他の

疎水性ポリマーも独自の機械的、化学的、物理的特性を持っており、臨床応用と商業化が期

待される。ただし、PCL や PLGA と同様に、これらのポリマーの大部分は非常に疎水性を

持っているため、細胞親和性が不足している可能性があ。この特性は炎症反応などの有害な

影響を引き起こす[79]。さらに、一部の疎水性ポリマーは他の化学物質と結合する際に細胞

毒性を示すと報告される[80]。 

2.3.3.3コンポジット材料 

改善されたゲル材料と疎水性重合体の戦略には、このような複合材料を使用する、材料の

機械特性を向上させる。2016年、Nojoomiらは軟骨再生用の PEG–リシン酸塩ベースの注入

可能な複合材料を開発した[81]。この複合材料は、天然の軟骨に近い機械特性を示し、天然

の軟骨の初期成長と類似した応力と負荷に耐える。同様に、Jeong らは細胞付着ペプチド

(GRGDSP)で修飾されたアルギン酸塩と非修飾のアルギン酸塩をポリエチレンオキシド

(PEO)と異なる濃度および混合比で混合した[82]。この研究の目的は、静電紡糸技術を使用

してナノファイバーを製造できるようにする。結果から、PEO を添加しないとナノファイ

バーが形成されないことが分かった。これにより、ゲルの機械的特性を調整し、同時に線状

細胞の付着、拡散、および増殖をサポートすることができる。これは、複合材料を作成する

際に、複数の機能を調整して多機能材料を生成する方法を示しており、機械的な流動特性を

向上させ、細胞の接着力を高めるなどの複数の機能を調整する。 

複合材料を調整することで、キャリアの生体適合性を向上させたりできる。たとえば、

PCL は、ヒアルロン酸、コラーゲン、キチンなどの天然ゲルと組み合わせて使用され、BMP-

2、PDGF、BMP-6などの輸送に使用される[83–85]。 



第 2章 既往研究 

12 

 

2.3.4増殖因子の固定化 

増殖因子と結合できるヘパリンで固定化された機能材料の開発が報告される。ヘパリン

は天然の多糖類であり、増殖因子との固定化および相互作用に適した特性を持っている[86]。

ヘパリンは、物理的吸着、共有結合、または静電相互作用を含むさまざまな技術を使用して、

さまざまな材料表面に固定化できる。この固定化により、ヘパリンが材料表面に提示され、

増殖因子と相互作用できる基材が作成される[87]。 

ヘパリンは、FGF、VEGF、および TGF-β など幅広い増殖因子に結合する高い親和性を持

っており、ヘパリン固定化材料への増殖因子の結合は、その安定性と生物活性を向上させ、

制御された放出メカニズムを提供し、応用サイトでの存在を延長する。増殖因子のヘパリン

への結合は、彼らを分解から保護し、放出プロセス中にその生物活性を維持する[88]。 

多くの生体材料は、硫酸ヘパランモデリング修飾を使用して、増殖因子のヘパラン硫酸結

合能力を模倣し、そのデリバリーを改善する。たとえば、Jha ら(2015)は、ヘパラン機能化

ヒアルロン酸ベースのハイドロゲルの一連の開発を行い、ヘパラン硫酸の分子量およびそ

の相対濃度が TGF-β1の負荷効率と保持挙動に及ぼす影響を調査した。結果は、高分子量ヘ

パラン硫酸が TGF-β1 の積載と保持に有利であり、最も遅い放出動力学を示した。これは、

低分子量ヘパランと比較して、高分子量ヘパラン硫酸が TGF-β1に対する親和性が高いため

である[89]。さらに重要なことは、増殖因子が高分子量ヘパランに結合したハイドロゲルは、

幹細胞を内皮細胞へより強力に分化させ、ハイドロゲル内での血管様ネットワークの形成

をさらに促進した。 

傷口癒合は、複雑で進化的に保守された多細胞プロセスであり、損傷を受けた上皮を修復

するために設計されている。これらのプロセスは、多くの増殖因子と細胞因子が複雑なシグ

ナル伝達ネットワークを介して増殖、分化、代謝の変化を調節し、標的細胞に影響を与える

ことに依存する。急性傷口癒合プロセスでは、これらの生物活性ペプチドは傷口内で容易に

見られ、傷口癒合のさまざまな段階で機能する：炎症、肉芽組織の形成、再上皮化、基質形

成、および再構築。ただし、体内および体外の研究は、治癒しない急性および慢性(生理学

的に損傷した)傷口では、多くの増殖因子(例：PDGF、VEGF、および bFGFなど)の緩和を示

唆しており、これは外部の増殖因子と細胞因子の臨床環境での使用に関係をもたらし、治癒

しない傷口の臨床的効果を向上させる目的である[90–92]。治癒しない傷口(糖尿病性潰瘍

(DFUs)、圧潰瘍(Pus)、慢性下肢静脈性潰瘍(Vus)など)は主要な医療負担となっており、研究

によれば、おおよそ年間 71,000 人の患者が DFUs のために四肢または指の切断を受けてお

り、別の研究では重度の敗血症(III期および IV 期)に対する 68%の死亡率を示し、入院費用

は最高で 12.4 万ドルに上る可能性がある[93]。さらに、治癒しない傷口は入院期間を延長

し、生活の質を低下させ、長期的な施設での監視が必要となる可能性を増加させます。遺伝

子工学とバイオテクノロジーの進歩に伴い、外部の増殖因子と細胞因子を治療に応用する

方法が提案される。 

 

2.3.5血管新生定量の方法 

血管の定量的な研究では、血管の形態、数量、および分布を定量化するためのいくつかの

既存の方法がある。 
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一般的な生体血管の定量方法: 

 

2.3.5.1光学顕微鏡と画像解析 

光学顕微鏡と画像解析は、組織スライスまたはライブイメージングにより生体組織や細

胞を光学顕微鏡で観察し、その後専用の画像解析ソフトウェアを使用して血管を定量的に

分析する。微小な血管構造を観察し、定量的なデータを取得する。取得した画像は専用の画

像解析ソフトウェアに投入され、血管の密度、直径、長さ、体積などのパラメータが定量的

に解析される。ソフトウェアは通常、自動セグメンテーションや対象領域の計測などの機能

を提供する[94]。 

 

2.3.5.2血管の造影剤注入 

血管の造影剤注入は、血管系の視覚化や構造の明瞭化を目的として、体内の血管に造影剤

を注入する診断技術である。これにより、X 線や磁気共鳴画像法などの画像技術を用いて、

血管の形態や血液流動などを詳細に観察し、異常を検出することが可能である。 

血管造影は、動脈や静脈の異常、狭窄、瘤（動脈瘤）、血管奇形などの診断に使用される。

冠状動脈造影（冠動脈カテーテル検査）、血管造影法（アンギオグラフィー）、および磁気共

鳴アンギオグラフィ（MRA）などが一般的な手法である。生体内の血管構造を直接視覚化

できる。血管の異常や疾患を確認しやすい[95]。 

2.3.5.3 血管マーカーと免疫組織染色 

血管マーカーと免疫組織染色は、生体内の血管や血管系の構造を視覚的に明瞭にするた

めの手法である。これは、特定のタンパク質や抗原を検出するために特異的な抗体を用いて

染色を行う免疫組織染色法と血管組織の特定の成分を標識するための血管マーカーを組み

合わせて使用される。具体的な抗原やタンパク質を検出するための抗体を用いて、免疫組織

染色を行う。これにより、特定の成分が染色され、色の変化によって視覚化が可能となる。 

同時に、血管マーカーと呼ばれる特定の蛍光色素や標識物質を使用して血管を標識する。

これにより、血管系の構造が目立つようになる。取得された画像は画像解析ソフトウェアを

使用して解析され、血管の密度、形態、異常な部位などが定量的に評価される。この手法は、

血管系の研究や疾患の診断に広く使用される。例えば、がん組織内の血管新生の評価、炎症

反応中の血管変化の観察、または神経組織との関連性などが挙げられる。 

生体組織内の血管や組織の微細な構造を視覚的に把握できる。特定の成分やタンパク質

の発現を確認でき、組織内での位置関係を把握できる。血管マーカーの使用により、血管系

が明瞭になりやすい[96]。 

2.3.5.4 三次元再構築とマイクロ CT スキャン技術 

三次元再構築とマイクロ CTスキャン技術を用いて、生体組織内の血管構造を非破壊的か
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つ高解像度で観察する。これにより、血管系の微細な解剖学的構造や変化を詳細に把握する

ことができる。血管の位置や分岐点、直径などの情報を得るために、取得したサンプルをマ

イクロ CT スキャンにかける。X 線を用いて非常に高い解像度で断層画像を取得する。マイ

クロ CTスキャンによって得られた断層画像データを収集する。これは、血管の空間的な配

置や構造に関する情報を含んでいます。マイクロ CTスキャンによって得られた。収集され

た断層画像データをコンピュータで処理し、三次元の画像に再構築する。この過程で血管の

立体的な構造が視覚的に表現される。三次元再構築された画像を解析し、血管の直径、長さ、

枝分かれのパターンなどの定量的な情報を取得する。生体組織を損傷せずに内部の血管構

造を観察できる[97]。 

 

2.3.5.5 機能性 MRI 

Magnetic resonance imaging (MRI)は、生体組織の血流や代謝の変化を非侵襲的に観察する

ための画像診断技術。fMRI を使用することで、脳の活動や血管の動態をリアルタイムで観

察することが可能。機能性 MRI の前に、基本的な MRI 画像（解剖学的な構造を示す画像）

を取得する。これにより、血管や組織の位置が確認される。血液中の酸素量が変化すること

によって生じる信号を検出することで、脳活動や血管の動態を観察する。MRIは主に BOLD

信号（血液酸素レベル依存性のコントラスト）を利用している。取得されたMRIデータは、

データ解析ソフトウェアを使用して処理される。脳活動の特定の領域や、血管の動態が可視

化され、機能的な情報が得られる。データは、データ解析ソフトウェアを使用して処理され

る。得られた MRI データを解析することで、血管の酸素供給と需要の変動や、血流の動態

をリアルタイムで観察できる。血管の構造や動態の変化を観察し、血管性の疾患の診断に活

用される。薬物治療による脳活動や血管の変化を評価し、治療効果をモニタリングするのに

使用される。生体組織に侵入することなく血管の動態を観察できる。血管の微細な構造や脳

の機能的な領域を高い解像度で可視化できる[98]。 

2.3.6血管評価の指標 

血管評価における主な指標には、以下のようなものがある。これらは血管の形態や機能を

測定・評価するための一般的な指標: 

2.3.6.1長さ(Length) 

血管の全体的な長さを測定することで、血管ネットワークの拡張性や縮退、また新しい血

管の形成などを評価することができる。血管の長さは体内の循環系統にとって極めて大事

で、これが血液の効率的な循環、酸素や栄養物質の効果的な供給、代謝産物の排泄に直接影

響を与えるんだ。適切な血管の長さは、組織や臓器の正常な機能、特に多くの血液供給が必

要な組織の維持に不可欠だ。さらに、血管の長さの変化は新しい血管の形成や全体的な血管

系統の再生にも影響を与える。総じて、血管の長さは生理学的な正常機能だけでなく、血流

抵抗、病理生理学的な状態などにも直接的または間接的に関与し、健康状態を維持する上で

不可欠だ[99]。 
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2.3.6.2直径(Diameter) 

血管の直径は、血流の速度や抵抗、血管壁の状態などに影響を与える。直径の変化は、血

管の機能や健康状態に関する情報を提供する。血流の速さをコントロールして、組織や臓器

にちゃんと血液が供給されるように拡張したり収縮したりして、生理学的なバランスを保

つんだ。それに、血管の太さが変わると、血圧も変わる。血管が狭くなれば抵抗が増して、

血圧が上がり、逆に広がれば抵抗が減って、血圧が下がる。それに、血管の太さは微小血管

にも影響を与えて、組織や細胞に十分な血液が行き渡るのを助けている。ただ、血管があま

りに狭くなると、血液が固まりやすくなって、血栓ができやすくなる[100]。 

2.3.6.3分岐(Branch) 

血管の分岐によって、血液は複数の方向に流れ、異なる部位や組織に均等に供給されるた

め、各部位が十分な酸素と栄養素を受け取り、代謝産物を効率的に排出できる。また、組織

の成長や修復に不可欠であり、怪我や損傷が生じた場合には、新しい組織に必要な酸素や栄

養素を供給するために分岐した血管が新しく生じることがある。微小血管への分岐によっ

て、血液は組織の最も細かい部分まで到達し、毛細血管が酸素と栄養素を供給し、同時に代

謝産物を回収する。血管の分岐はまた、身体が異常な状態に対応する能力を向上させ、免疫

応答にも関与する。総じて、血管の分岐は体内の生理的なプロセスにおいて効率的かつ適切

な血液供給を確保し、組織や臓器の正常な機能をサポートしている。血管が分岐するパター

ンは、血流の分布や組織への酸素・栄養供給に影響を与える。分岐の評価は、血液供給のパ

ターンや血管ネットワークの効率を理解する上で役立つ[101]。 

2.3.6.4面積(Area) 

血管の断面積や表面積は、血管壁やその他組織との相互作用、血液と組織との物質交換に

関与する要因を示す指標だ。特に微小血管の評価において有用である。これらの拡大によっ

て血液と周囲の組織との物質交換が増加し、酸素や栄養素の効率的な供給と、代謝産物の効

率的な排除が可能となる。その結果、組織細胞が必要な酸素や栄養素に素早くアクセスでき、

生理的な機能が向上する。また、血管の断面積が広がると血管抵抗が低減し、これが心臓の

負担を軽減し、循環系統の効率を向上させる。さらに、微小血管や毛細血管においても物質

の交換や酸素供給が向上する。これらの血管の特性の拡大は、組織との効果的な物質交換や

循環効率の向上、体温調節などにおいて非常に重要だ[102]。 

2.3.6.5体積(Volume) 

血管の体積は体内の血液量を貯蔵し調節する役割を果たす。体積の調整により、必要に応

じて血液を適切に貯蔵でき、逆に必要な場合には放出できる。次に、適切な血管体積は循環

系統の安定性を維持する。十分な体積があると、血圧や循環の安定性が確保され、血液が体

内で効率的に循環する。また、血管の体積が十分であることは、組織や器官への血液供給に

も直接影響を与える。適切な体積があれば、組織に必要な酸素や栄養素を十分に供給できる。

血管の体積は健康な循環系統と正常な体内機能の維持に不可欠な役割を果たす[103]。 
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2.4 UVB創傷に関するの研究 

 

人間の皮膚は、さまざまな物理的、化学的、生物学的損傷にさらされ、これらの損傷がさ

まざまな皮膚疾患の原因となっている[104]。すべての環境リスク要因の中で、オゾン層の

減少とそれに続く地表のUVBレベルの増加により、UVB照射がますます注目される[105]。

太陽のスペクトルは電磁波を放射する。大気とオゾン層は、有害な高エネルギー放射線の大

部分を取り除きが、UVB放射線(200–400 nm)は地球に到達し、人間の皮膚にまで届くことが

ある。太陽の UV 放射線は、1-10％が高エネルギーの中波 UVB(290-320 nm)と 90-99％が長

波長 UVA(320-400 nm)の光線から構成されており、これらは成層圏オゾンによって完全に吸

収される。日光にさらされると、波長(WL)300 nmの高エネルギー変異原性 UV 光はほぼ完

全に表皮細胞成分に吸収され、高い WL を持つ低エネルギーの UV 光は皮膚内に深く浸透

する。UVB は、日光による人間へのほとんどすべての有害な影響、日焼け、真皮結合組織

への光ダメージ、光老化、紅斑、皮膚癌の主要な原因である[106,107]。 

2.4.1 UVB損傷の特徴 

UVB は、地球表面に到達する最も強力な太陽放射線の一種であり、酸化ストレスを引き

起こす。UVB は表皮および真皮の上層を透過する能力を持っており、そのためには少量の

陽光でもより深刻な皮膚損傷を引き起こす可能性がある[12]。その有害な影響は主に DNA

およびタンパク質の損傷に起因し、細胞周期の停止とアポトーシスを引き起こす。DNA と

RNA に存在する芳香族の複素環の塩基は、UVB の WL に近い 260-265 nm で吸収極大を持

っており、直接の UVB 吸収によりピリミジン塩基が二量体を形成し、損傷した DNA の複

製により光透過性の位置で塩基が誤って挿入され、変異が生じる。UVB 誘導性の変異は、

DNA に明確な変化をもたらし、UVB を効果的な腫瘍促進剤とする。したがって、UVB に

よるケラチン形成細胞の損傷を減少させるための効果的な戦略の開発は不可欠である。 

UV 放射線の損傷効果には、光老化と光誘発性癌が含まれる[108]。光老化の臨床的な表現

には、年齢とともに皮膚の糖タンパク質、コラーゲン、弾性タンパク質のレベルが低下し、

皮膚の老化が引き起こされる可能性があり、その主要な原因は環境要因(UVB)によって誘発

される酸化ストレスが核心的な役割を果たす[109]。 

皮膚は表皮、真皮、および皮下組織という三つの層である。表皮は、角質細胞で構成され

る角質化した上皮細胞で、その約 80％は角質形成細胞で、物理的な保護バリア機能だけで

なく、免疫、炎症、腫瘍変換など、さまざまな細胞生物学的プロセスに関与し、外部刺激か

ら体を保護し、体内環境の恒常性を維持する。真皮は、密に不規則な結合組織で構成され、

コラーゲンタンパク質と弾性繊維が存在する ECMで主に形成されており、真皮層の圧縮性

と弾性を保持する。真皮層の主要な細胞は線維芽細胞であり、その発達した粗面内質網は、

I型および II型コラーゲンなどのさまざまなコラーゲンを構成される。さらに、真皮には肥

大細胞、マクロファージ、脂肪細胞、浸液細胞などの細胞が含まれており、これらの細胞は

周囲の神経線維、血管、リンパ管と絡み合っており、表皮層に豊富な栄養を供給し、表皮細

胞の分化、増殖、移動を促進する[110]。角質形成細胞は外部の損傷に対して一定の修復能力

を持っており、外部の損傷の強度が角質形成細胞自体が耐えられる能力を超えると、早期ま
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たは異常な角質化、さらには細胞のアポトーシスが現れる[111]。皮膚の老化は外観に重大な

影響を与え、乾燥や粗い肌、毛細血管の拡張、弾性の低下、不規則な色素沈着、皮脂過多な

どの症状が現れる可能性がある。UV放射線は皮膚の老化プロセスを促進し、外見と容姿に

早期の老化をもたらし、正常な皮膚の組織構造と生理機能に害を及ぼし、皮膚癌のリスクを

著しく増加させる可能性がある。光誘発性癌は細胞および DNA 損傷に起因しており、細胞

レベルで DNA 損傷は紫外線暴露後の主要な出来事であり、生成される損傷のタイプは放射

線の波長とエネルギー分布に依存し、異なる光生成物を形成する。内因性の DNA修復メカ

ニズムはDNAの修復に一定の効果を持っているが、一部のDNA損傷は依然として存在し、

慢性的な曝露とともに蓄積する可能性がありる。DNA 損傷をさらに制限するために、UVB

防護策、例えば日焼け止めの使用が非常に重要である。皮膚は環境との相互作用の主要な媒

体であり、毎日紫外線を受けるため、最終的には細胞の光損傷と皮膚の老化につながり、皮

膚の光老化を予防するために抗酸化剤の使用が皮膚科で行われ、化粧品に応用される。 

2.4.2 UVB損傷の予防および治療 

皮膚を UVB から保護するための有益な製品が多く開発されている。その中で、日焼け止

めクリームの使用が一般的である。最近の研究の 1つのアプローチは、バイオポリマーであ

るヒドロゲルを使用して日焼け止め材料を設計する。ヒドロゲルは高い水分含有量と分子

が均等に分散する三次元ポリマーネットワーク構造を持ち、UVB 防御機能を持つ成分を封

入するのに適す。ヒドロゲルは生物製剤を封入するのに特に有用であり、生物分子がその活

性を発揮するために必要な自然な水中環境を提供する。キトサンベースのヒドロゲルは、外

用製品の設計に考慮される。それらは生体適合性、無毒性、皮膚への刺激がないという特性

を持ち、適切な生体粘着性を備える[112]。 

UVB が皮膚に及ぼす負の影響から、ほとんどの日焼け止め製品は紫外線フィルター機構

に基づく。伝統的な UVBフィルターには通常 2つのタイプがある：物理的フィルターと化

学的フィルター。高い化学的安定性と紫外線吸収能力により、二酸化チタン(TiO2)および亜

鉛酸化物(ZnO)から成る物理的フィルターは、化粧品に広く使用される[113]。一方、化学的

紫外線フィルターにはオクチノキサート、アボベンゾン、オキシベンゾンなどが含まれ、こ

れらは紫外線放射線を効果的に吸収し、エネルギーを熱または光の形で分散させて皮膚を

保護する。ただし、この両方には欠点がある。特に、物理的吸収剤は活性酸素(ROS)を生成

し、DNA や組織に損傷を与える可能性がある。一方、化学物質は皮膚に浸透することがで

き、これは皮膚を紫外線から保護する効果を制限するだけでなく、潜在的な健康被害をもた

らす。これらの伝統的な紫外線フィルターは、動的な生理学的条件下での耐久性に欠け、生

体親和性にも問題があり、実際の応用に制約がある。そのため、自然由来の紫外線防御成分

をキトサンヒドロゲルにロードする研究が行われており、これらは皮膚を有害な外部要因

から保護する安全で環境に優しく、効果的な新しい日焼け止め製品となり得られた。 

現在、無毒で抗酸化性のある天然成分を使用した日焼け止め化粧品製剤が消費者に支持

される。サリバンバジウ(SB)などの植物由来の化学物質は、証明済みの抗酸化活性を持ち、

肌の老化と皮膚疾患の改善に役立つ。サリバンバジウは強力な抗酸化活性を持ち、UVB に

よる皮膚の損傷を抑制できることが示される[114]。以前の研究によれば、サリバンバジウ

を摂取することは、UVBによる損傷に対する皮膚の耐性を向上させ、DNA損傷の防止また

は修復を通じて効果的であり、UVB 放射線による増殖反応を減少させ、紫外線による細胞
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死および日焼け細胞の形成を抑制することができる。しかし、サリバンバジウは胃酸で分解

され、水溶性が低く、腸管吸収が悪いため、消化管への供給が制限される。したがって、サ

リバンバジウを局所的に送達する新しい方法は、皮膚を UVB 放射線から保護するための潜

在的なアプローチを示す可能性がある。キトサンヒドロゲルは薬物送達に使用されるだけ

でなく、環境から薬物を保護し、ゲル構造が環境刺激に反応して薬物の放出を制御する。天

然化合物は一般的に温度、光、pH 値、酸化などの外部環境条件の影響を受けやすい。した

がって、サリバンバジウを封入したキトサンヒドロゲルは製品の安定性を向上させ、製品の

品質を維持するだけでなく、天然化合物の放出を制御する。体内実験により、サリバンバジ

ウを携帯したキトサンヒドロゲルは、UVB 放射線による酸化剤および H2O2の生成を防ぐ効

果が示された[115]。 

皮膚は複雑な抗酸化物質と酵素システムを備え、酸化ストレスと抗酸化防御のバランス

を維持できる[116]。多くの活性酸素を抑制する能力を持つ抗酸化物質が、皮膚細胞の光に

よる損傷を抑制できる。現在、陸生植物、海産物、血小板を豊富に含むフィブリン分解物や

富血小板血漿などの製剤が広く光老化損傷の修復に使用される。第三世代の血漿エキスで

ある濃縮増殖因子(CGF)は、2006年に Saccoによって初めて提案され、多くのフィブリンと

血小板を含む新しい生物フレームと見なされる。CGF フィブリンゲルの重要な役割は、多

くの増殖因子とフィブリンを含んでおり、傷ついた組織の修復に使用される[117]。自己 CGF

フィブリンゲルを使用して骨再生を促進し、下顎関節を修復し、骨の欠陥を修復してきた。

そして、良好な臨床効果を得られた[118]。UVB 照射は一般的な健康問題となっており、UVB

照射による皮膚の光老化を予防する価値が高いとされる。 

2.4.3 UVB誘発性皮膚創傷の化学予防のための DDS戦略 

近年、UVB の損傷に対抗するための皮膚を介した薬物送達は高い関心を集めている。経

皮的な送達の利点は、初回通過代謝の低減と全身的な副作用の削減である。薬物の比較的低

い投与量は治療費を削減し、効果的な持続放出効果により患者の生活の質を向上させるこ

とができる。 

2.4.3.1超柔軟ナノキャリア(Ultra-flexible nanocarriers) 

超柔軟ナノキャリアは、UVB による皮膚がんを化学的に予防するために局所的に抗酸化

物質ジンジョール誘導体 (DIM-D)の投与に使用される。報告によると、Ultra-flexible 

nanocarriers は、より深い皮膚層に浸透できるため、必要な量の薬物を皮膚に運ぶのに役立

つ。これらのナノキャリアは流体膜から構成されており、皮膚層に簡単に浸透するのを助け

る。Boakye CH らの研究では、DIM-D を含む超柔軟なナノゲルが調製され、皮膚内の薬物

蓄積を増加させ、UVB誘発の皮膚がんの予防効果が評価された。UVB 照射のみのグループ

の平均累積腫瘍数は DIM-D-Ultra-FLEX-Nano ゲル治療の 3.3 倍だった。UVB 照射のみのグ

ループでは、背中の皮膚に腫瘍ができる割合が 87.5％であるのに対し、日焼け止め SPF30お

よびDIM-D-Ultra-FLEX-Nanoの予処理グループの割合はそれぞれ 37.5％と 62.5％であった。

24 週後、UVB のみ、日焼け止め SPF30、DIM-D-Ultra-FLEX-Nano ゲルの各グループの平均

腫瘍数はそれぞれ 20.00 ± 2.52、3.00 ± 1.52、6.00 ± 0.58 だった。また、DIM-D-Ultra-FLEX–

Nano は、DNA 損傷(8–ヒドロキシデオキシグアノシン)、転移(Vimentin、MMP-9、TIMP1)、
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皮膚炎症、免疫抑制、上皮増殖、細胞生存、細胞アポトーシス増加を有意に減少させたこと

が観察された。さらに、市販の日焼け止め(SPF30)と比較して、DIM-Dを含む Ultra-FLEXナ

ノキャリアはマウスの背中の皮膚に腫瘍形成を遅延させた。これらの研究は、超柔軟なナノ

キャリアが皮膚がんの予防に有望な薬物送達手法である可能性があることを示した[119]。 

2.4.3.2 脂質ベシクル(Lipid vesicles) 

二メチルスルホキシド(DMSO)およびトランスファゾームを含む小胞体は、UVB 照射によ

る皮膚がんの治療薬の提供に使用される[120]。トランスファゾームは、トランスファゾー

ムとリポゾームから成る脂質ベシクル(Lipid vesicles)である[121]。DMSO は、その抗酸化、

鎮痛、抗炎症、および皮膚浸透増強の特性から、脂質小胞体の開発に使用される。Menezes 

AC らの研究では、トランスファゾーム(TE)および DMSOを含む小胞体(NPZ-DM)を含む 1-

(1–ナフチル)ピペラジン(1-NPZ)が開発され、UVB 照射による炎症への治療効果が評価され

た。UVB 照射は白血球浸潤を誘導し、それによって炎症が引き起こされ、最終的に腫瘤の

進行を促する。実験結果から、NPZ-DM製剤が UVB による白血球浸潤を抑制できることが

示された[122]。DMSOを NPZ-DMは、UVB照射による皮膚疾患の治療の選択的な薬物送達

方法として考えられる。 

2.4.3.3親水性のクリーム/ローション 

親水性のクリームまたはローションの処方は、緑茶ポリフェノール(GTP)が UVB による

マウスの皮膚損傷に対する効果を評価するためにも使用される。Vayalil PKらの研究によれ

ば、日焼け止め、スキンケア製品、保湿クリーム、フェイスクリーム、脱毛クリームなどの

局所的なスキンケア製品に GTPを添加することで、UVBによる皮膚疾患の治療または予防

に使用できる。GTPを含む外用製剤は、UVBによる抗酸化酵素の消耗を著しく抑制するこ

とが示された。この研究では、GTP の成分であるエピガロカテキンガレート(EGCG)が UVB

誘導の酸化ダメージと MAPKタンパク質の発現を減少させるのに役立ち、MAPKタンパク

質は発癌の原因とされる。これは、UVB による皮膚損傷を減少させるために緑茶ポリフェ

ノールを含む外用クリームを調製した[123]。 

 

2.4.3.4 微乳液（Microemulsions） 

微乳液(ME)は、カフェイン(CAF)の局所的なナノキャリアとして使用され、CAFの皮膚内

での保持を増強し、UVB 誘発性皮膚癌の治療効果を向上させるために用いられる。ME は

UVB誘発性皮膚癌治療に有望な局所的な CAFデリバリーシステムとなる可能性がある。ま

た、微乳液はクエルセチンのデリバリーキャリアとしても使用されている。Vicentini FT ら

の研究では、クエルセチンを搭載した微乳液が UVB 暴露による酵素の分泌/活性を抑制し、

正常なグルタチオン(GSH)レベルを維持するのに役立ち、UVB 暴露下で GSH レベルが非暴

露時に比べて約 2 倍低下した対照グループと比較し、微乳液のない製剤では薬物浸透性に

有意な差が見られた。 
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2.4.3.5新しいナノエマルションキャリア 

新しいナノエマルションキャリアは、経皮的な薬物送達によって引き起こされる皮膚刺

激を大幅に減少させる。ナノエマルションの利点には、皮膚の保湿を実現し、皮膚の保護バ

リアの向上、および持続的な薬物放出が含まれる。薬物の生体利用能と効果を向上させるた

めに使用できる[124–127]。 

 

2.5 糖尿病創傷に関しての研究 

 

現在、全世界には 5.29 億人の糖尿病患者がおり、2050 年までにはこの数が 13 億人に達

すると予想されており、各国で糖尿病患者の数が増加する。糖尿病は、心血管合併症、糖尿

病腎症、糖尿病性網膜症、神経障害、糖尿病性足症、免疫系の問題など、さまざまな長期合

併症を伴う[128]。糖尿病の長期合併症は、多くの臓器とシステムに影響を及ぼし、長期的な

苦痛と医療負担をもたらし、患者の生活の質と幸福感に影響を与える可能性がある。約 15％

の患者が糖尿病性足症を経験し、その中の 85％が最終的に切断手術を受ける必要があり、

切断手術後の 5 年生存率は 50％に過ぎない。潰瘍の後の 5 年間の死亡率は約 40％である。

DFUおよびその長期的な後遺症は、直接的な医療費と長期の障害の原因となる。 

糖尿病性足症(DFD)は、主要な罹患率、死亡率、および生活の質の低下に関連する糖尿病

合併症の一つであり、糖尿病の最も重大な合併症の一つである。DFD の発症率は依然とし

て増加する。国際的な糖尿病足の共通の定義によれば、足の潰瘍は、糖尿病患者で足首以下

の全層の傷であるかどうかにかかわらず、足の状態を指す。推定によれば、糖尿病患者が一

生で DFU を発症するリスクは 25％である。非潰瘍性糖尿病患者と比較して、DFU 患者の

死亡率は 2 倍以上に上昇する。潰瘍の後の 5 年間の死亡率は約 40％である。さらに、DFD

およびその長期の後遺症は、直接的な医療費と長期の障害の原因となる[129]。疫学研究に

よれば、約 15％の糖尿病患者が糖尿病性足症を発症し、糖尿病性足症の発症率は年間 2％程

度であり、潰瘍が治癒した後の初年度の再発率は 30–40％である。これらの患者のうち、85％

が最終的に切断手術を受ける必要があり、切断手術後の 5 年生存率は 50％に過ぎなかった

[130]。 

糖尿病性慢性創傷は、持続的な炎症反応を特徴とし、血管新生を変化させ、最終的に上皮

化を遅延させ、タンパク質酵素の分泌不均衡を誘導し、病理的な遅延癒合プロセスを示す。

糖尿病性創傷の治癒プロセスにおける炎症段階の延長に伴い、炎症細胞は一般的に活性化

され、炎症段階から増殖段階への転換が遅れる。細胞が分泌する多くの炎症性サイトカイン、

例えば腫瘍壊死因子(TNF-a)やインターロイキン 6(IL-6)などは、創傷部位に放出され、糖尿

病性創傷の修復に必要な細胞の増殖と移動を妨げる[131]。さらに、過度な炎症活性化は、マ

トリックスメタロプロテアーゼ-9 の発現を増加させ、自然なコラーゲン、線状結合タンパ

ク質、弾性タンパク質の迅速な分解を引き起こし、それにより糖尿病性創傷の修復プロセス

が遅くなる。火傷、外傷、潰瘍などの創傷には通常、水分とタンパク質の大量の喪失、細菌

感染、内分泌および免疫系の機能障害などの一連の問題が伴う。重度の皮膚損傷は生命を脅

かす可能性がある。医療用包帯は損傷した皮膚組織を代替し、汚染や化学的刺激に対抗し、

適切な創傷環境を創り出し、乾燥と電解質の喪失を防ぎ、最終的に創傷治癒を促進する。し

かし、創傷治癒は多くの細胞、増殖因子、細胞外シグナル源の協調作用を含む複雑なプロセ

スであることが証明される。さらに、細菌感染は創傷治癒プロセスから避けがたく、炎症を
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悪化させ、酸化ストレスを引き起こし、損傷した組織の修復を妨げる。したがって、従来の

包帯やガーゼなどの包帯は創傷治癒の要求を満たすのが難しく、多機能で効果的な包帯の

開発が急務である[132]。 

傷口癒合は、非常に複雑なプロセスであり、止血、炎症、増殖、再構築の連続的かつ重複

する段階を含み、各段階に多くの細胞と細胞因子が関与する。止血は、初期の傷害の直後か

ら数秒から数分の間に発生する。損傷した血管はすぐに収縮して血栓を形成し、血管の損傷

による出血を防ぎる。炎症段階では、マクロファージが主要な貪食細胞であり、損傷した細

胞と壊死組織をクリアし、さまざまな細胞因子、ケモカイン、増殖因子を放出する。これら

は線維芽細胞と内皮細胞の増殖に幅広く影響を及ぼし、新しい血管形成に影響を与え、炎症

から増殖への転換を調整する。炎症段階の特徴は、角質形成細胞、線維芽細胞、マクロファ

ージ、内皮細胞の広範な活性化する。血管形成と肉芽組織の形成を調整し、上皮組織を修復

する。増殖期には線維芽細胞の増殖、再上皮化、血管形成、神経再生が含まれる。組織モデ

リング段階では、炎症と増殖段階で開始されたすべての修復プロセスが終了する。線状線維

芽細胞と肉芽組織内の筋肉成分が減少し、III 型コラーゲンが I 型コラーゲンに置き換えら

れ、線維が形成され、傷口は完全に閉じる[133,134]。 

2.5.1 増殖因子とサイトカインの糖尿病性足潰瘍治癒における役割 

糖尿病足潰瘍の創傷癒合は、複雑で極めて挑戦的な生物学的および分子プロセスであり、

さまざまな細胞タイプの協調努力を含みる。様々な増殖因子が創傷の臨床的管理において、

慢性静脈潰瘍、圧疮、および糖尿病足潰瘍に対する治療効果がある。糖尿病足潰瘍患者では、

様々な細胞因子の変化が見られると結論づけられる。同様に、糖尿病合併症（糖尿病腎症、

網膜症、および神経症など）を抱える患者でも細胞因子のレベルの変化が見られる。その後、

糖尿病性創傷癒合プロセスは、サイトカインのレベルを調節することで加速できるとされ

る。 

2.5.2褥瘡の治癒に関与する 3つの段階 

皮膚創傷治癒過程は受傷直後から始まり、炎症期、増殖期、再構築期の 3つの過程が互い

にオーバーラップしながら進行する一連のプロセスである。糖尿病性の潰瘍(褥瘡)治癒の分

子段階には、病態生理学を理解するために増殖因子の役割を詳細に検討する。増殖因子は通

常の治癒プロセスの仲介に関連するが、傷口治癒の障害において不可欠な役割を果たす。

PDGF、FGF、EGF、VEGF、IGF、TGFなどのサイトカインは、その生理学的な作用を通じ

て傷口治癒を加速し増強する。増殖因子は、傷口治癒の選択において重要な役割を果たし、

様々なプロセスに影響を与える。これには、様々な細胞タイプの増殖と移動、内皮細胞の刺

激、血管新生、線維芽細胞や炎症細胞のケモタクシスなどが含まれる。サイトカイン増殖因

子はアポトーシスの予防にも寄与し、ECM の生成とリモデリングに影響を与える。傷口治

癒の段階を順序正しく進行させるには、様々な体液因子、細胞、および他の物質が相互作用

する。これにより、傷口は適切な時期に正確に閉じることができる。これらの方法のいずれ

かでの異常や不規則性は、慢性的な非治癒性の傷口から肥厚性瘢痕形成またはケロイドま

での病理学的な傷口治癒を引き起こす可能性がある。PDGF や IGF などの増殖因子はアポ

トーシス経路を抑制する作用があり、これらの増殖因子は生理学的な傷口治癒の異なる段
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階を可能にするために[135]。 

2.5.2.1 PDGFの役割 

PDGF は傷口治癒において重要な要素であり、その影響は過小評価できなかった。PDGF

は、傷口閉鎖を加速するために局所的に適用するために承認された最初の組み換え増殖因

子である。血管の形成や血管新生、既存の血管組織からの血管の新生において、PDGF は血

小板によって放出され、活性化したマクロファージによって PDGF が分泌される。傷口治

癒の初期段階では、PDGF は炎症部位への線維芽細胞、好中球、および単球の移動のための

ケモアトラクタントとして機能する。PDGF は新しい ECM成分の生成を促進し、線維芽細

胞の分裂促進因子でもある。さらに、PDGF は線維芽細胞の分化を促進し、コラーゲンマト

リックスの収縮と傷口の増殖段階での役割を助ける[136]。 

 

2.5.2.2 FGFの役割 

FGF は、広範なプロセスに関与する細胞シグナリングタンパク質ファミリーであり、最

も重要なのは正常な発達のプロセスである。同様に、その機能に異常があると、さまざまな

発達異常が生じる。その機能には神経発達、角質細胞の組織化、血管新生、および傷口治癒

プロセスが含まれる。FGF は PDGF や VEGF よりも強力な血管増殖因子であり、FGF は血

管新生と線維芽細胞の増殖を刺激し、これにより肉芽組織が形成される。この組織は傷口治

癒プロセスの初期段階で傷口のスペースに充填される[137]。 

2.5.2.3 VEGFの役割 

VEGF はサイトカイン増殖因子ファミリーに属する。VEGF は、血管透過性、血管新生、

およびリンパ管新生の重要な仲介物質として認識される。同様に、VEGF は傷口治癒におい

てコラーゲンの沈着と上皮化を促進する。VEGF の産生は低酸素状態の下流にあり、これは

内皮細胞上に存在する受容体に結合し、それにより血管の成長が誘導される[138]。 

 

2.5.2.4 IGFの役割 

IGF は抗カタボリックであり、多くの細胞タイプに作用する増強作用のある物質である

[21]。IGF は 2つのペプチド、すなわち IGF-1および IGF-2から成る複合体である。IGF-1は

サイトカインであり、成長ホルモンのファシリテーターおよびモデレーターである[139]。

成長ホルモンが血流中に放出されると、肝臓によって IGF-1が生成される。IGF-1は成長に

おいて重要な役割を果たし、体のすべての細胞の成長促進を促する[140]。それは細胞内シ

グナリングのプロセスを開始するために、細胞内でインスリン様成長因子 1 受容体(IGF1R)

に結合する。これにより、細胞増殖、アポトーシス、およびグルコース代謝を引き起こすプ

ロテインキナーゼ B(PKB)が活性化される[141]。さらに、細胞の移動と転写も引き起こす。

糖尿病性褥瘡では、IGF-1 は傷口治癒中の細胞の肉芽形成に参加する。IGF-1 の発現は糖尿
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病患者では減少し、これにより細胞の肉芽形成に異常が生じる。IGF-1はアポトーシス経路

を抑制し、プロおよびアンチ炎症性サイトカインの産生を抑制する。さらに、線維芽細胞お

よび角質細胞に対してミトーゲンであり、細胞外マトリックス成分の産生を刺激する。 

2.5.2.5 TGF-βの役割 

TGF-β はサイトカインの変異成長因子ベータスーパーファミリーのポリペプチドメンバ

ーである。TGF-β はさまざまな細胞機能を実行し、細胞の成長、細胞の分化、細胞の増殖、

およびアポトーシスの制御に関与する[142]。糖尿病は持続的な炎症と不全な組織修復反応

と関連する。TGF-β-1 は、受容体経路を通じたシグナリングをブロックすることで、マクロ

ファージの刺激を逆転させ、防ぎる。TGF-βの増加は 2型糖尿病と関連する。これは細胞の

機能的な数の減少をもたらす ECMの蓄積を抑制する。これにより、腎臓の再吸収および排

泄機能が弱くなる。 

2.5.2.6 TNFαの役割 

腫瘍壊死因子 α(TNFα)またはカシェキシン/カシェクチンは、全身性の炎症に関与し、急

性期反応の一環として多くのサイトカインの 1 つである細胞シグナリングプロテインであ

る。主に活性化されたマクロファージによって生成され、免疫細胞の調節に重要な役割を果

たす。また、インスリン抵抗性を誘発し、インスリン受容体基質-1(IRS-1)のセリンリン酸化

を促進することでインスリン信号を低下する。TNFαは結合組織の破壊と関連する。これは、

住民および炎症細胞によって生成される溶解酵素の放出によるもの。TNFαの削除または阻

害は組織修復プロセスに重要な役割を果す。TNFαの発現の制御は、糖尿病患者の傷口治癒

において有意な助けとなることが示される。TNFαブロッカーは、糖尿病性傷口の骨膜細胞

のアポトーシスを減少させ、糖尿病性傷口治癒プロセス中に骨の形成を増強することが示

される。一方で、十二指腸潰瘍や胃癌の発症は TNFαなどのサイトカイン遺伝子のポリモル

フィズムと関連する[143]。 

2.5.2.7 MMPの役割 

マトリックスメタロプロテアーゼ(MMPs)は、カルシウム依存性の亜鉛含有エンドペプチ

ダーゼである。MMPsは細胞の行動において重要な役割を果たし、細胞の増殖、移動、分化、

血管新生、粘着と分散、アポトーシス、および宿主防御などさまざまな機能に関与する。適

切なレベルでは、MMPsは傷口治癒に理想的である。それらは傷口の炎症段階で損傷した細

胞外マトリックスの除去に関与する。さらに、増殖段階では、それらは細胞の移動と血管新

生のために意図された毛細血管膜の崩壊において重要な役割を果す。したがって、MMPsは

傷口治癒の組織リモデリング段階で大いに役立っている。MMPs の高いレベルは組織修復

およびそれに伴う糖尿病性足潰瘍の不良な傷口治癒プロセスに否定的な役割を果たします。

彼らはまた、糖尿病性腎症の発症に関与しており、糸球体肥大と ECMの沈着を引き起こす

[144]。 
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2.5.3 褥瘡の治癒 

褥瘡の治癒は、提供されるケアの質と患者のそれに対する遵守度に強く影響される。事故

や高血糖がさまざまな理由で制御できない場合、感染や擦過の可能性がある。一般的に、傷

の治癒の四つの段階は止血、炎症、増殖、熟成またはリモデリングである。止血過程は、怪

我や傷の場合に出血を止めるための身体の防御機構である[145]。出血があるとすぐに始ま

り、血管は血液の流れを制御するために収縮する。血小板は結合して壊れた血管を修復する。

結果として、フィブリンの糸が結合剤として機能し、凝固物を形成する。傷の治癒の第二段

階は炎症段階であり、ここでは血管が透過を受けて傷が腫れる。充血は修復細胞を傷の領域

に移動させることで傷の治癒を促進する。この段階に関連する症状には痛み、腫れ、赤み、

熱がある。この段階では、多くの酵素、白血球、栄養素、増殖因子が細菌、病原体、傷から

損傷した細胞を取り除くために一生懸命働きる。第三段階は増殖段階であり、傷が再構築さ

れ始める。新しい組織は通常、ECM とコラーゲンでできる[49]。新しい組織が構築される

と、傷はミオフィブロブラストの助けを借りて収縮する。最後に、上皮化過程が発生し、上

皮細胞が表面に現れる。傷の治癒の最終段階は熟成またはリモデリング段階であり、コラー

ゲンのリモデリングが発生する。この段階では、増殖段階でおおよそ組織化されたコラーゲ

ンがきちんと構造化され、より密に結合する。傷の治癒のカスケードはさまざまな段階で構

成され、慢性の非治癒性傷を形成する可能性がある。傷の治癒には増殖因子、サイトカイン

などの炎症細胞、プロテアーゼなどの仲介者の努力が必要なため、これらの要因のいずれか

の変化が傷の治癒に悪影響を与える可能性がある。同様のことが糖尿病患者で観察され、外

因性の要因の影響を受けるため、傷が適切な方法で癒えず、慢性的な傷が形成されることが

ある。これは傷をさらに複雑にする。リモデリング段階は増殖段階の後に始まり、血管の成

熟と後退に従い、怪我が発生してから 6-24か月かかる[146]。 

 

Table 2-1 Summary of the Research Position of the Technology 

Research Theme Development of a transdermal delivery system for growth factors using G/O 

Overview of Prior 

Research 

Transdermal drug delivery systems and nanoemulsion technology have been under 

focus, and this study is positioned within that context 

Limitations of Prior 

Research 

Challenges exist in the stability of growth factors and overcoming the skin barrier, 

and this study addresses these challenges with its uniqueness 

Objectives of this 

Research 

To achieve transdermal delivery of growth factors using G/O and develop an 

effective system for the treatment of acute and chronic skin injuries 

Characteristics of this 

Research 

The use of Heparin-gelatin base and the effective delivery of growth factors 

through nanoemulsion are key features 

Positioning of the 

Study 

Addressing challenges in traditional growth factor transdermal delivery systems 

and proposing a new approach using G/O 

Expected Contributions 

Providing an effective method for the treatment of acute and chronic skin injuries 

through transdermal delivery of growth factors using G/O 
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第3章 G/O エマルションの開発 

 

3.1 本章の目的および概要 

増殖因子とは、細胞の増殖や分化を促す親水性の生体高分子である。皮膚内の細胞に増殖

因子が作用することで、しみやたるみ等の肌トラブルを改善することが知られており、有効

的な効果の発現には長期的な治療が必要である。そこで本研究では、増殖因子の長期的な経

皮投与が可能なキャリアである、Gel-in-Oil (G/O)の開発を目指した。 

皮膚は、外側から順に表皮層、真皮層で構成されている。皮膚の真皮層に存在する繊維芽

細胞はコラーゲンを生産する細胞であり、線維芽細胞のコラーゲン生産能の低下によって

しわやたるみといった肌トラブルが引き起こされる。 

皮膚再外層である角質層は疎水性であるため、親水性の高分子である増殖因子が透過で

きないことである。そこで本研究では、薬物を微粒子に封入し体内へ送達するエマルション

化技術に着目した。既往の研究として、親水性の薬物を含んだ水相を疎水性の界面活性剤で

被覆し油中へ分散させた Water-in-Oil (W/O) エマルションや、凍結乾燥により W/O の内水

相の水を除去した Solid-in-Oil (S/O) エマルションが開発されており、様々な分野への応用

が研究されている。このエマルション化技術を利用して、増殖因子をナノサイズの粒子に封

入し油中へ分散することで角質層の突破が可能となる。 

増殖因子は非常に安定性が低く、効能を維持したまま体内へ送達することが困難な点で

ある。そこで本研究では、増殖因子固定化能を有するヘパリンを、化学架橋によって生分解

性のあるゼラチンに導入した heparin-gelatin基材に着目した。本基材は、へパリンに増殖因

子を固定化することによる活性の維持がすでに評価されており、再生医療の分野における

応用が期待されている。Heparin-gelatin基材を用いてナノサイズの微粒子を作製することで、

増殖因子を安定的に体内へ送達することを目指した。また、粒子の内水相をゲル化させたこ

とで、体内でゲルの分解に伴って増殖因子が徐放することが期待される。 

以上のような特徴を持った TDDSのための G/O の開発を目的とした。 
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3.2 G/Oエマルションの調整 

3.2.1実験目的 

Heparin-gelatin基材を使用して、ナノサイズの微粒子を製造し、増殖因子をその効力を維

持したまま、安定的に体内へ送達する、また、内水相をゲル化させるキャリア G/O の開発

を目的とした。 

3.2.2 実験方法 

[1]G/Oエマルションの作製 

G/O エマルション作製手順を Fig.3-1 に示す。化学架橋剤である 1-エチル-3-(-3-ジメチル

アミノプロピル)カルボジイミド塩酸塩(EDC)および N-ヒドロキシスクシンイミド(NHS)

を用いてヘパリン中のカルボキシル基を NHS 活性化させ、ゼラチン中のアミノ基と縮合

結合させることでゼラチンにヘパリンを導入した。へパリン導入ゼラチンゾルの水相と、

疎水性界面活性剤であるショ糖脂肪酸エステルを溶解したミリスチン酸イソプロピル

(IPM)の油相を混合し、超音波ホモジナイザーを用いて撹拌して W/O エマルションを得

た。このW/Oを冷却することで、内水相のゲル化を行うことで G/O を調製した。界面活

性剤に用いたショ糖脂肪酸エステルは、食品や医薬品などに広く用いられており、安全性

が高いことが知られている。また、ショ糖脂肪酸エステルは体内で D-グルコースと D-フ

ルクトースに分解されて吸収されるため、体内に残存することによる影響もない。分散溶

媒として用いた IPM は角質層に存在するセラミドなどの脂質成分に対して親和的であり、

細胞間隙を乱し、角質層の流動性を高めることで IPM に分散させた薬物の角質層中への

浸透性を向上させる効果を持つ。 

 

Fig. 3-1 Preparation of Gel-in-Oil (G/O) emulsion. 

 

[2]粒子径制御 

G/O は、薬物のキャリアとしてその内包物や用途によって粒子径を制御できることが好

ましい。そこで、G/O調製時の界面活性剤濃度(Table 3-1)、水相と油相の体積比、ゼラチ

ン濃度が粒子径に及ぼす影響について検討を行った。具体的には、水相としてゼラチン溶

液を調整し、恒温槽で溶かした。界面活性剤をクロヘキサンに添加し油相を調整した。水

相と油相を超音波ホモジナイザー(Sonifier 250, Branson Ultrasonics Co., Danbury, CT, USA)

で混合した(Duty cycle : constant、出力：7、時間：10 min）。粒子 5 μL(約 3 mg)を IPM 3 mL

に分散させた。DLS測定を行った。 
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Table 3-1 Surfactant concentration 

 volume(mL) Surfactant 

concentration(mg/mL) 

Gelatin 

concentration(%) No. Water phase Oil phase 

#1 

1 2 

12.5 

5 #2 25 

#3 50 

 

Table 3-2 Volume Ratio of Aqueous Phase and Oil Phase 

 volume(mL) Surfactant 

concentration(mg/mL) 

Gelatin 

concentration(%) No. Water phase Oil phase 

#1 1 1.5 

50 5 #2 1 2 

#3 1 2.5 

 

Table 3-3 Gelatin concentration 

 volume(mL) Surfactant 

concentration(mg/mL) 

Gelatin 

concentration(%) No. Water phase Oil phase 

#1 

1 2 50 

3 

#2 5 

#3 10 

 

[3] 架橋濃度 

疎水性界面活性剤 ER-290を 50 mg/mL の濃度でミリスチン酸イソプロピル(IPM)に溶解

させた。50 mg/mLの MES bufferに Hep/EDC/NHSを質量比でそれぞれ 10:6になるよう

に添加し(ボルテックス)、30分静置した。5%-ゼラチン溶液を調製した。ゼラチン溶液

に Hep/EDC/NHS溶液を Table.3-4の濃度で混合した。ピペットを用いて、IPMにを滴下

することで直径数 mmのエマルションを作製した。4℃下で冷却してエマルションをゲ

ル化させた。シャーレに移し、37℃のインキュベーター内に静置した。15分後、形態観

察した。 

 

Table 3-4 Cross-linking conditions for internal water phase 

 Heparin/EDC/NHS concentration 

(mg/mL-Internal water phase) 

No. Heparin EDC NHS 

#1 0 0 0 

#2 0.05 0.05 0.03 

#3 0.5 0.5 0.3 

#4 1 1 0.6 
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[4] 架橋時間 

疎水性界面活性剤ER-290を 50 mg/mLの濃度でミリスチン酸イソプロピルに溶解させた。

50 mg/mL の MES buffer に Hep/EDC/NHS を質量比でそれぞれ 10:6 になるように添加し、

30分静置した。終濃度 5%になるようにゼラチン溶液を調製した。Heparin/EDC/NHSがそ

れぞれ 1 mg/mL、1 mg/mL、0.6 mg/mL の濃度になるように混合した。直径 15 mmの円形

の方に流し込み、4度下でゲル化させることで高さ 5 mmのゲルフィルムを作製した。異

なるゲル化時間で作製したゲルフィルムを用いて圧縮試験を行った(プローブ直径：3.5 

mm、Max設定値：2.5 mm)。 

 

[5] G/O エマルションの内水相ゲル化評価 

まず、5%ゼラチン溶液を調整した。ER-290を 50 mg/mL で IPMに溶解させた。5%ゼラチ

ン溶液 1 mL と IPM 2 mL を超音波ホモジナイザー(Sonifier 250, Branson Ultrasonics Co., 

Danbury, CT, USA)で混合した(Duty cycle : constant、出力：7、10 min)。ドラフト内でふた

を開け保冷材下でシクロヘキサンを揮発させた。W/O エマルションを作製した。レオメ

ーターを用いてW/O と G/O の動的粘弾性の測定を行った。 

 

3.2.3結果および考察 

Fig. 3-2に動的光散乱法により測定した粒子径分布を示す。界面活性剤の濃度が大きくな

るにつれて、粒子径および PDI 指数の小さいナノゲル粒子が得られた。界面活性剤の濃度

が高くなると、粒子の周りに配列する界面活性剤が多くなることで小さな粒子が安定して

調整されることが考えられた。 

 

Fig. 3-2 DLS measurement of G/O emulsion by changing surfactant concentration 

A: 12.5 mg/mL, B: 25 mg/mL, C: 50 mg/mL. 

 

Fig.3-3に動的光散乱法により測定した粒子径分布を示す。水相と油相の組成比は、水相：

油相 = 1 : 2.5の条件において粒子径および PDI指数の小さいナノゲル粒子が得られた。こ

れは分散相である油相の割合が大きくなることで、連続相である水相が安定して分散でき
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るようになったためだと考えられる。 

 

Fig. 3-3 DLS measurement of G/O emulsion by changing ratio of water and oil volume 

A: water : oil = 1 : 1.5, B: water : oil = 1 : 2, C: water : oil = 1 : 2.5. 

 

Fig.3-4に動的光散乱法により測定した粒子径分布を示す。ゼラチン濃度は 3%の条件にお

いて粒子径および PDI 指数の小さいナノゲル粒子が得られた。これはゲル濃度が高くなる

と強固なゲルネットワークが形成されるためだと考えられる。 

 

 

Fig. 3-4 DLS measurement of G/O emulsion by changing gelatin concentration 

A: 3w/v%, B: 5w/v%, C: 10w/v%. 

 

粒子調製直後は、すべての条件においてエマルションがゲル化し球状を保っている様子

が確認された(Fig.3-5 A)。しかし、37℃下で 15 分静置後、#4 の条件で作製した粒子だけが

球状を保ったゲル粒子であった(Fig.3-5 B)。よって、G/O エマルションの内水相が生体内温

度下においてゲル化状態を維持するためには、内水相の EDC、NHS濃度をそれぞれ 

1 mg/mL、0.6 mg/mL以上で添加する必要があることが確認された。 
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Fig. 3-5 Morphological images. After the preparation A: 0 min, B: 15 min. 

 

応力-ひずみ曲線より、ゼラチンゲルは経時的に硬くなる様子が確認された (Fig.3-6 A)。

これまで G/O エマルションの架橋時間を 30分に設定していたが、内水相の架橋は不完全で

あったことが確認された。最大応力が架橋後 330分で最も高い値を示したことから 

(Fig.3-6B)、内水相の十分な架橋には約 6時間以上の時間が必要であることが示唆された。 

 

 

Fig. 3-6 Compression test results. A: Stress-strain curve, B: Maximum yield stress. 
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エマルションの固さの指標として、フィックの法則に基づく弾性率とニュートンの法則

に基づく粘性率を複素的に表現した複素弾性率｜G’|(動的粘弾性)の測定結果を Fig.3-7 に示

す。今回の測定範囲においては、常にG/Oの複素弾性率の方がW/Oよりも高い値を示した。

よって、G/Oが W/Oよりも相対的に固いことが示され、G/O の内水相ゲル化が示唆された。 

 

Fig. 3-7 Dynamic viscoelasticity measurement results. Amplitude dependence measurement. 

Strain (g) is 1%, Angular frequency (ω) is 0.1-1000 rad/s, Measurement points is 40 s, 

Time unit is (s), Measurement interval is 10 s, interval is 400 s. 

 

3.2.4本節のまとめ 

以上の結果より、G/O は粒子調整時の諸条件によって粒径制御が可能であり、約 250 nm

の大きさで単分散の安定した粒子が調整可能であった。体内での薬物の滞留やマクロファ

ージなどによる異物排除といった観点より、DDSに用いるキャリアは数 10 nm-400 nm以下

に制御することが求められていることから、調製された G/Oは DDS のキャリアとして適切

かつ皮膚浸透が期待されるサイズであった[147]。調整されたナノゲル粒子は W/O よりも相

対的に固く、内水相がゲル化した G/O の開発が示唆された。 
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3.3 G/Oの安定性評価 

3.3.1実験目的 

増殖因子の有効的な効果を発現するためには比較的時間を要するため作用対象部位にお

ける増殖因子の徐放が望ましい。ここでゲル粒子の分解による徐放性により十分な効果を

得るには生体環境下で一定期間粒子形状を維持する必要がある。本節では安定性の指標と

して粒子径に焦点をあて、作製した G/Oを 7日間 4℃(保存温度)および 37℃(生体内温度)下

で静置し経時的に粒子径を測定することで、G/Oの安定性評価を試みた。 

3.3.2実験方法 

[1]G/Oの作製 

疎水性界面活性剤 ER-290 (Mitsubishi-Chemical Foods Co., Tokyo, Japan)を IPM (FUJIFILM 

Wako Pure Chemical Co., Osaka, Japan)に 50 mg/mlで溶解させた。50 mM MES bufferにヘパ

リン(Wako)、EDC (Peptide Institute Inc., Osaka, Japan)、NHS (Wako)を質量比でそれぞれ 10 : 

10 : 6 となるように添加し、ヘパリン濃度が 10 mg/mL のヘパリン/EDC/NHS 溶液を作製

後、30分間室温で静置した。ゼラチン (porcine-skin-derived gelatin Type A, Sigma-Aldrich, 

St. Louis, MO, USA)終濃度が 5%の PBS溶液を調製した。ゼラチン溶液 900 μL とヘパリン

/EDC/NHS溶液 100 μL を混合した。油相と水相を体積比 2:1で混合した。超音波ホモジナ

イザー(Sonifier 250, Branson Ultrasonics Co., Danbury, CT, USA)を用いて 3 分間処理した

(Duty cycle : 70%, Output control : 7, 30 秒インターバル)、4℃下で 30分間冷却して G/O を

調製した。G/O 5 µL (約 3 mg)を IPM3 mLに分散させた。DLS測定を行った。 

 

[2]安定性評価 

3.3.2の[1]作製したのサンプルを 4℃および 37℃下でそれぞれ保存し,経時的に DLS測定

を行った。 

3.3.3結果および考察 

作製した G/O は 120 nmの大きさで単分散の安定した粒子が調整可能であった(Fig.3-8)。

体内での薬物の滞留やマクロファージなどによる異物排除といった観点より、DDS に用い

るキャリアは数 10 nm-400 nm以下に制御することが求められていることから、調製された

G/Oは DDSのキャリアとして適切かつ皮膚浸透が期待されるサイズであった[2]。 
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Z-average (nm) PDI (-) 

123 0.16 

Fig. 3-8 Particle size distribution. 

 

Fig. 3-9に 4℃および 37℃下における G/Oの粒子径分布の変化を示す。粒子径に関しては

7日間でほぼ変化はなく 120 nm前後と経皮投与に応用可能なサイズを保っていた。また PDI

に関しては、4℃下においては 0.1(PDI < 0.1 で単分散)に近い値を 7 日間示しており、一方

37℃下においては 7 日目で PDI が 0.2 近くまで上がっていた。これは温度が高くなると粒

子の熱運動が活発になり粒子同士の衝突頻度が多くなることで粒子が合一しやすくなった

ことが原因と考えられる。しかしながら、一般的に PDIは 0.3以下であれば単分散に良好な

分散であると言え、G/O は生体内温度の 37℃下においてもその粒子形状を維持することが

可能であることが示された[148]。 

 

Fig. 3-9 Stability study of G/O at 4 ℃and 37 ℃. 

Bars represent standard deviation, n=3. 
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3.3.4本節のまとめ 

経皮投与に利用可能な粒子を単分散で作製可能である。また、G/Oの長期保存が期待され

た。 
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3.4 G/Oの皮膚浸透性評価 

 

G/O のゼラチン粒子は疎水性界面活性剤により油中に分散しているため、角質層の疎水

性バリアの透過が容易であり皮膚への浸透性が向上している。過去の検証において G/O の

高い皮膚浸透性は確認されていたものの、当時の G/O 内水相の組成が現在の最適化された

組成とは異なっていた。そこで本検討では現在の G/O 内水相の組成においても高い皮膚浸

透性が示されるか検証した。方法としてはフルオロセインを含有した G/O を摘出したマウ

ス背部皮膚の表皮側から添加し、所定の時間静置後皮膚断面の蛍光観察を行うことで皮膚

への浸透を確認した。 

3.4.1実験方法 

[1]フルオレセイン-G/O の作製 

疎水性界面活性剤 ER-290 125 mg を IPM 2.5 mLに溶解させた。50 mM MES buffer にヘパ

リン、EDC、NHSを質量比でそれぞれ 10 : 10 : 6となるように添加し(ボルテックス)、ヘ

パリン濃度が 10 mg/mLのヘパリン/EDC/NHS溶液を作製後、30分間室温で静置した。 

クリーンルームで遠沈管にゼラチンを入れて外の天秤で重さを計り、終濃度が 5%になる

ように、ゼラチン 50 mgに対して PBS を 895 µL の割合で入れた。100 mg/mL フルオレセ

イン溶液 5 µLとヘパリン溶液 100 µL およびゼラチン溶液 895 µLを混合した。超音波ホ

モジナイザー(Sonifier 250, Branson Ultrasonics Co., Danbury, CT, USA) を用いて 3分間処理

した(Duty cycle : constant、出力：7、30秒インターバル)。 

 

[2] G/O の皮膚浸透性評価 

マウスの背中の毛を剃刀で軽く剃った後、除毛剤を用いて残りの毛をきれいに除去した。 

はさみでマウスの背中皮膚を切り取った。はさみで皮膚を 2 cm角程度に切り、拡散セル

に挟んだ。拡散セルを 6-well plateに入れ、PBS を皮膚下面が接する程度まで加えた。 

サンプル添加口に作製したフルオレセイン含有 G/Oを 200 μL 添加した。インキュベータ

ーに入れて 1日間静置することで透過試験を行った。皮膚を回収し、プロワイプで軽く表

面をふき取った。皮膚を小さくカットし、OCTコンパウンドに包埋した。-80℃下で凍結

した。ミクロトームで 20 mm の組織片を作製した。スライドガラスに皮膚切片を吸着さ

せ、位相差観察と蛍光観察を行った。 

3.4.2結果および考察 

Fig.3-10 にフルオレセインを溶解した PBS(F-PBS)とフルオレセインを含有した G/O(F-

G/O)をマウス背部皮膚に添加した後、所定の時間における断面の位相差および蛍光写真を

示す。添加後 5 分および 1 時間において F-PBS 添加条件では皮膚内部に蛍光は確認されな

かったが、F-G/O 添加条件では皮膚表面から 13 mm の深さまで蛍光が確認された。マウス

の表皮厚さは 13 mm でありそのうち疎水性バリアを有する角質層は 5 mm とされ、親水性

成分であるフルオロセインが角質層を透過していることが示された。本検討ではフルオレ

セインが G/O のゼラチン粒子内部に保持された状態で皮膚の親水性領域に存在しているの

か、界面活性剤である IPM の親水基に結合したフルオレセインが粒子外でミセルを形成し
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角質層を透過し親水部に放出されたのか確認できていない。今後の検討では蛍光物質と粒

子を結合させることで粒子自体の皮膚添加後の動態を確認する必要がある。 

添加後 24 時間では F-PBS、F-G/O 添加条件ともに皮下に蛍光が確認された。フルオレセ

インは低分子であるため親水性溶媒中でも皮膚にある程度浸透する可能性があり、F-PBS添

加条件においても蛍光が確認されたことが考えられる。しかしながら、皮膚中の蛍光輝度は

F-G/O の方が強くより多くのフルオレセインが送達されていることが確認され、G/O の親水

性薬物に対する皮膚吸収促進効果が示された。 

 

 

Fig. 3-10 In vitro permeability of gel-in-oil (G/O) emulsion through the skin. A: Permeability of 

enhanced green fluorescent -aqueous solution. B: permeability of fluorescent-G/O 

emulsion. Scale bar: 100 mm. Bars: 100 mm, exposure time 5 min・1 h: 1/10 s, 24 h: 

1/100 s 

 

3.4.3 本節のまとめ 

G/Oは高い皮膚浸透性を示し親水性成分の経皮送達が可能であった。 

 

3.5考察 

本章では、G/O エマルションを開発する試みを行なった。まず、エマルション調製中にさ

まざまな条件を変更して G/O エマルションの粒子サイズ分布を測定した。粒子直径が減少

すると、粒子の比表面積が増加し、粒子を囲むために必要な界面活性剤が増加する。したが

って、界面活性剤濃度が増加すると、粒子サイズと PDIが減少する。一般的に、内部水相の

粘度が低いほど、形成される粒子は小さくなる。したがって、水相ゼラチン濃度が低く粘度

が低い条件下では、小さくて安定した粒子が得られると考えられた。G/O の粒子サイズは、

界面活性剤濃度、水相と油相の体積比、ゼラチン濃度などのさまざまな条件を変更すること

A B 
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で制御できた。さらに、直径が 250 nm以下の均一に分散した安定した粒子を調製すること

が可能だった。DDS に使用されるキャリアは、体内での薬物の保持とマクロファージなど

の異物の排除の観点から、数十 nmから 400 nm未満に制御されなければなりない[149]。し

たがって、調製した G/Oは DDS のキャリアとして適しており、皮膚を貫通することが期待

されるサイズを持っている。 

次に、マウスの皮膚を使用して green fluorescentを含む G/O(F-G/O)の皮膚透過研究を行い

ました。Fig.3-10に示すように、F-G/O エマルションは皮膚表面を透過し、経皮的に投与す

ることができた。蛍光イメージから推定すると、蛍光は皮膚の約 150-190 μmの深さまで確

認された。マウスの背中の皮膚の表皮層は約 13 μm である[150]。したがって、G/O は真皮

層に到達した可能性が示唆された。この研究で使用されたマウスの皮膚は、透過性と調整毒

理学研究で一般的に使用され、人間の皮膚と似た構造を持っているが、厚さは人間の皮膚の

約半分である[151]。将来的には、このテストを人間の皮膚と似た豚皮を使用して実施する

必要がある。 

さらに、ゼラチンゾルを化学的に架橋することで、粒子は体温下でもゲル状態を維持し、

ゲルの生物分解に伴い包含物が徐々に体内に放出されると考えられる。現在、増殖因子の持

続的な放出は示されていないが、物理化学的な相互作用によりコラーゲンに固定された増

殖因子はゼラチンの架橋濃度に応じてその放出を制御できることが示された。内水相の化

学的な架橋によって調製された G/Oについても同様の制御が可能であると期待される。 

 

3.6本章のまとめ 

この研究で得られた結果から、調整されたナノゲル粒子は W/O よりも相対的に固く、内

水相がゲル化した G/O エマルションの開発が示唆された。ゼラチンを油中にナノサイズで

分散させた G/Oの作製が可能であり、その粒子径は約 120 nmで高い粒子安定性を有するこ

とから DDS キャリアとしての応用が可能であることが期待された。また、粒子表面が疎水

性界面活性剤で被覆され油中に分散していることから親水性薬物の皮膚浸透性を向上する

ことができ、経皮送達基材として有望なキャリアであることが期待された。 
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第4章 bFGF 固定化 G/O エマルションの経皮送達による血管新生誘導技術 

 

4.1 本章の目的および概要 

増殖因子は、細胞の増殖、組織再生、傷の治癒プロセスの調節において重要なタンパク質

の一群である。伝統的な増殖因子の投与方法には、経口、注射などがある。しかし、安定性

が低い、分解しやすいなど、さまざまな問題が存在する[7]。これらの課題に対し、当研究室

の既往研究では、ヘパリン導入ゼラチン(Heparin-Gelatin)が開発され、増殖因子の固定化、活

性の維持と徐放性付与が確認された。これにより、増殖因子が体内で迅速に失活するのを防

ぎ、組織中での作用可能時間を延長する。 

第 3章では、Heparin-gelatinを油中に分散させ、ナノサイズの G/Oを開発した。G/O の粒

子表面は疎水性の界面活性剤で被覆され、油中に分散されているため疎水性の皮膚角質層

を突破できる。さらに、Heparin-gelatinを使用して増殖因子を固定化し、活性を維持し、ゲ

ルの分解による徐放性を持たせる[88]。したがって、本研究ではモデルケースとして in vivo

における bFGF 固定化 G/O による皮下の血管新生効果の評価を行い、G/O による増殖因子

の経皮送達の有効性を評価する(Fig. 4-1)。 

 

 
Fig. 4-1 The synthesis of G/O and it's mechanism to induce angiogenesis. 
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4.2 増殖因子 bFGFの添加量に伴う血管新生誘導効果実験 

4.2.1実験目的 

増殖因子との高い親和性を有するヘパリン導入ゼラチンゲルを油中にナノ分散させた

G/Oという新たな経皮送達システムを開発した。G/O は増殖因子を固定化した Heparin導入

gelatin が油中に分散したナノエマルションであり、皮膚に塗布することで低侵襲な皮下血

管新生を可能である。G/O の有効性評価について評価する。また、bFGFの異なる添加量に

より、血管新生誘導の効果を検討する。低侵襲で効果的な皮下血管新生誘導が可能であるか

を検証する。bFGF の異なる添加量が G/O を介した血管新生に及ぼす効果を定量的に評価

し、最適な添加量を検討する。 

4.2.2実験方法 

[1]bFGF 固定化 G/O の作製 

IPM(ミリスチン酸イソプロピル(Fujifilm Wako Pure Chemical Co.) )に ER-290(ショ糖エルカ

酸エステル(Mitsubishi Chemical Foods Co.))を 50 mg/mL となるように溶解させて、室温で

振動させて油相を形成した。50 mM MES buffer (2-morpholinoethanesulfonic acid monohydrate 

buffer (pH 5.6;Dojindo Laboratory)) に ヘ パ リ ン (WAKO), EDC(Peptide Institute Inc.), 

NHS(WAKO)を質量比でそれぞれ 10：10：6 となるように添加し(ボルテックス)、ヘパリ

ン濃度が 10 mg/ml のヘパリン/EDC/NHS 溶液を作製後、30 分間冷蔵庫内で静置した。

PBS[-]1.8 mlにゼラチン粉(porcine-skin-derived gelatin type A, Sigma Aldrich, St. Louis, MO, 

USA)0.105 g をインキュベーター内で溶解させた(架橋剤を加えたときにゼラチンが終濃

度 5%となるようにする)。超音波処理する直前に、ゼラチン溶液にヘパリン/EDC/NHS溶

液を 200 µl添加後し十分にピペッティングを行なった。超音波処理の直前に bFGF(#3: 0.1、

#4: １、#5: 10 ng/mL) (R&D Systems) 10 µLを Table 4-1の条件で水相に添加し十分にピペ

ッティングを行った。油相 2000 µL と水相 1000 µL を混合した(水相：油相＝1：2)。超音

波ホモジナイザー(Sonifier 250, Branson Ultrasonics Co., Danbury, CT, USA)を用いて 3分間

処理した(Duty cycle: 70%, Output control: 7, インターバル：30秒間)。4℃下で冷却し、G/O

を調製した。前の研究で得られたように、モノディスパース(PDI < 0.3)であり、平均粒子

径は < 250 nmであった[152]。 

Table 4-1 Conditions for mouse application 

#1 No treatment 

#2 G/O(Heparin(-)) 

#3 G/O(Heparin(+)) 

#4 *0.1 µg bFGF G/O 

#5 *1 µg bFGF G/O 

#6 *10 µg bFGF G/O 

 

※ 2回のテープ張替えでの総送達量 
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[2]血管新生マウスの作製 

調製した bFGF G/O をサンプルチューブに当量ずつ分け、5000 rpm で 7 分間遠心分離し

た後、上澄み液を吸引除去した。イソフルランで 4週齢ヘアレスマウス(Hos : HR-1, SLC 

Inc. Japan)に麻酔をかけた。2.0×3.0 cm2に切った滅菌済みガーゼを医療用サージカルテー

プの中央に固定し、抗菌剤(フェニバックス、5 mg/mL ((Finibax for Intravenous Drip Infusion 

0.5 g, Shionogi & Co. Ltd.))を含んだ滅菌水約 250 μL を染み込ませ、作製した G/Oをガー

ゼに塗布した。マウスの背中にサージカルテープを巻き、その上から粘着性布伸縮包帯で

巻き付けた。3日後に塗布の作業を繰り返した。一週間後に、背中の皮膚をハサミで摘出

(2 cm×2.5 cm)した。摘出した皮膚裏側の写真を撮り、溶血剤(0.9％ NH4Cl) 1 mL中で皮膚

を細かく切り刻んだ。4℃下で一晩溶血させた。皮膚と溶血剤を遠心分離(3500 rpm, 30 min)

し、上澄み液の吸光度（415 nm）を分光光度計を用いて測定した。1週間後、マウスの背

中の皮膚全体の血管新生を定量的に分析した。 

4.2.3結果および考察 

Fig. 4-2 に皮膚裏側切片の写真を示す。No treatment、G/O(Heparin(-))の条件に対して、

Heparin含有 G/O の全条件はにおいて、既存の血管から伸びるようにより多くの血管が枝分

かれし新たな血管網が形成されているまた主要な血管が太くなっている様子が見られた。

Fig.4-3に単位重量当たりヘモグロビン量のグラから、No treatmentと G/O(Heparin(-))の条件

比較して、ヘモグロビンがあまり変わりない、G/O(Heparin(-))と G/O(Heparin(+))の条件と比

較して G/O(Heparin(+))の条件がヘモグロビン高いことから、Heparin固定化基材が体内に増

殖因子を捕まえることから内因性増殖因子が誘導されたことが考えておる。一方、0、0.1 µg、

1 µg、10 µgの bFGF 固定化 G/Oの外因性増殖因子投与する条件を比べると、ヘモグロビン

の値の差が見られなっかた。皮膚に元々あった血管に対して新生の血管が小さいので、血管

新生を誘導されたがヘモグロビン総量はあまり変わらなかったものと考えられる。 

 



第 4章 bFGF 固定化 G/Oエマルションの 

経皮送達による血管新生誘導技術 

41 

 

 

Fig. 4-2 Vascular network formed in the mice's back skin. Scale bar =1 cm. 
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Fig. 4-3 Measurement of hemoglobin per unit of skin mass. Bars represent standard deviation, 

n = 3, *p < 0.05.  

 

4.2.4本節のまとめ 

bFGF 固定化 G/O を皮膚に塗布することにより、Heparin を含む条件では内因性増殖因子

による血管新生誘導が確認された。しかし、外因性増殖因子である bFGF 固定化 G/O の条

件では、新生の血管が小さく、ヘモグロビン総量には大きな変化が見られなかった。これに

より、Heparinの存在が内因性増殖因子による血管新生に寄与している可能性が示唆された。 

この結果は、外因性増殖因子の投与が期待されたほどの効果を示さなかったことから、内

因性増殖因子の誘導がより有効である可能性が示唆された。また、Heparin の存在が内因性

増殖因子の捕捉と誘導に寄与していることが示唆された。 

これらの観察結果から、外因性および内因性増殖因子を組み合わせたアプローチが、血管

新生の最適な誘導を実現する可能性があることが示唆された。 
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4.3 増殖因子 bFGFの添加量に伴う血管新生誘導効果の定量評価 

 

4.3.1実験目的 

bFGF 固定化 G/O 生成された血管に対する異なる量の bFGF の影響を定量的に評価した。

新生の微小血管は肉眼で観察するのが難しいため、異なる指標を用いて血管新生を定量的

に分析した。 

 

4.3.2実験方法 

[1]血管の総面積 

Fig. 4-4のように写真を二値化(8 bit)にし、Image J「Analyze Particles」で、黒い部分の面積

を測定した、ただ例えば皮膚のふち反射など、血管以外の部分も黒くなってしまう場合も

あるので血管以外の黒い面積を測定して総面積から引くことで血管面積を計算した。 

 

 
Fig. 4-4 A: Bright field image of the subcutaneous vascular network. B: 8 bit to the binary 

conversion of the vascular image on A. Scale bar: 1 cm. 

 

[2]血管の枝分かれ数 

血管の枝分かれ数の定量的な解析プロセスでは、「ノード」と「エンドポイント」が定義

された。Fig.4-5 に示す通り、ノードは、血管の中心線上で 2 本の線が交差するポイント

である。エンドポイントは、血管に沿って最後のポイントと定義さた。ノードの数を数え

ることにより、血管の枝の数を得ることができる。 

A B 
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Fig. 4-5 Diagram of the branch of a blood vessel. 

 

[3]血管の体積、長さおよび血管半径の分布 

一般的に、血管の腔内面積は円形と考えられており、血管の中心線に垂直な 2つの点の接

続長さが血管の断面直径とみなされる。血管の直径分布が均一でないため、血管の一部の

セクションでいくつかの直径を取り、これらのセクションの平均直径と長さで血管の体

積を計算した。 

Fig. 4-6は、ノード 1からノード 2までの血管の体積をどのように計算したかの例を示す。

いくつかの直径(d1、d2、d3)を取り、平均直径 D12=((d1+d2+d3)/3)を求めた。次に、血管

の長さ（L1）および血管の体積（V12=(ΠD12
2)*L1/8）を測定した。血管の合計体積は、各

セグメントの体積を合算して得られ、合計長さはすべての長さを合算して得られる。最終

的に、直径の間隔分布は平均直径を合算することで得られる。 

 

Fig. 4-6 Diagram of the vessel volume, perimeter, and vessel radius distribution. 
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4.3.3結果および考察 

血管面積の定量化の結果、No treatment と G/O(Heparin(-))では同じレベルが示された(Fig. 

4-7)。G/O(Heparin (+))および bFGF-G/O(Heparin (+))グループの両方で、総血管面積が有意に

増加したことが示唆された。しかし、bFGF 濃度の増加とともに血管領域は有意に増加しな

かった。 

Fig. 4-8 に血管の枝分かれ数の指標に関しては、No treatment と G/O(Heparin(-))の条件で

は、枝分かれ数量に違いは見られなかった。一方、G/O(Heparin (+))および bFGF 固定化 G/O

グループでは、総血管枝の数が有意に増加した(*p < 0.05)。これは、ヘパリンが血管の誘導

効果を示している。さらに、bFGF の添加量を増やすとともに値が大きくなる傾向が得られ

た。 

Fig. 4-9は、塗布部位での総血管体積、長さおよび血管半径分布の結果を示す。No treatment

と G/O(Heparin(-))を比較することで、G/O(Heparin(-))の総血管体積が増加したことが観察さ

れた(Fig. 4-9 A)。同様に、G/O(Heparin(-))と G/O(Heparin (+))を比較した場合も、ヘパリンが

血管体積の増加を促進することを示した。また、bFGFがある場合、血管体積も増加したが、

低い bFGF 濃度(0.1 μg)を追加した場合は差は少なかったことが示唆された。しかし、1 μgの

bFGF で治療後の総血管体積は、No treatment と G/O と比較して有意に高かった。ただし、

高濃度の bFGF(10 μg)を使用した場合、1μg の bFGF G/O と比較して総血管体積はさらに増

加しなかった。 

G/Oの塗布部位における総血管長は Fig. 4-9 Bに示される。No treatmentと G/O(Heparin(-))

には総血管長に差異はなかった。しかし G/O(Heparin (+))は総血管長を増加させ、ヘパリン

が血管新生と血管の伸長を促進することを示唆している。血管の総長さが bFGF 濃度に従っ

て増加し、投与した bFGF が皮下に効率的に送達されたこと、そして、皮下の血管新生と血

管の伸長を効果的に誘導したことを示している。全体的に、ヘパリンは血管新生を促進し、

G/O(Heparin (+))は bFGF などの生体高分子を皮下に効率的に運ぶことができることが結論

づけられる。増殖因子の外因性投与は、皮下の血管新生を大きく誘導する。 

Fig. 4-9 Cに示されているように、血管の平均直径分布を定量化する結果を示唆された。

すべての血管直径サイズ範囲において、No treatment と G/O(Heparin(-))の直径分布は大きな

変動がなく一貫しており、G/O(Heparin(-))が血管誘導とサイズ変化に有意な影響を与えてい

ないことが示唆された。No treatment の血管の直径は、< 0.012 cm の範囲にあるが。

G/O(Heparin (+))または 0.1 μg bFGF-G/Oの場合はより高い(> 0.012 cm)ことが示唆された。

したがって、G/O(Heparin (+))および低濃度の bFGF (0.1 μg)は、元の血管の直径を初期に太

くすることを示唆された。すべての血管直径範囲内の血管の総数は、< 0.012 cmの範囲では

より多かった。しかし、最も多くの血管は 1 μg bFGF-G/Oの条件の下で見られた。 

10 μg bFGF-G/O の血管の直径も高かったが、より小さな血管の数は 1 μg bFGF-G/Oの場

合ほど多くなかった。これらの結果から、1 μg bFGF-G/O の条件は元々の血管の太さの増加

とともに多血管新生を誘導できることが示唆された。 
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Fig. 4-7 Total vascular area. Bars represent the mean area value plus standard deviation, n= 3,  

*p < 0.05. 
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Fig. 4-8 Number of vascular branches. Bars represent the mean value plus standard deviation. 

n= 3, *p < 0.05. 
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Fig. 4-9 Total vascular area at the site of G/O nanogel application. A: Bars graph showing the 

vascular volume in the different experimental conditions. B: Total blood vessel length 

in cm in the different groups. C: Mean diameter distribution of blood vessels formed 

in the different treatment groups. Data are presented as the mean plus or +/- the 

standard deviation. n= 3, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, ****p < 0.0001. 
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4.3.4本節のまとめ 

本節では、血管画像解析を行なった。血管画像解析の結果、No treatmentと G/O(Heparin(-))

の条件では、全体的な指標において違いは見られなかった。しかし、G/O(Heparin(+))の条件

では血管新生が増加し、ヘパリンがその促進に寄与している可能性が示唆された。外因性増

殖因子としての bFGF 固定化 G/O の投与においては、新生の血管は小さく、ヘモグロビン

総量に大きな変化は見られなかった。この結果から、外因性増殖因子の投与が期待されたほ

どの効果を示さなかったことが分かり、内因性増殖因子の誘導がより有効である可能性が

示唆された。また、Heparin の存在が内因性増殖因子の捕捉と誘導に寄与していることが重

要であることが示唆された。したがって、これらの観察結果から、外因性および内因性増殖

因子を組み合わせたアプローチが、血管新生の最適な誘導を実現する可能性があることが

示唆された。 
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4.4 bFGFの添加量に伴う血管新生誘導効果実験(1週間と 2週間評価における比較) 

4.4.1実験目的 

1週間と 2週間の間に異なる量の bFGF G/O を投与することが皮下血管生成に与える影響

を検討する。bFGF G/O を投与することで、時間依存的な影響を評価し、投与の持続可能性

を検討する。 

 

4.4.2実験方法 

[1]bFGF固定化 G/O の作製 

4.2.2の[1]と同様の方法。 

 

Table 4-2 Conditions for mouse application 

#1 No treatment 

#2 G/O(Heparin(-)) 

#3 G/O(Heparin(+)) 

#4 *0.1 µg bFGF G/O 

#5 *1 µg bFGF G/O 

#6 *10 µg bFGF G/O 

 

※ 一週間のテープ張替えでの総送達量 

 

[2]血管新生マウスの作製 

4.2.2の[2]と同様の方法。 

1週間と 2週間後、マウスの背中の皮膚全体の血管新生を定量的に分析した。 

 

[3]血管の定量評価 

4.3.2の実験方法と同様である。 

 

[4]免疫組織化学(IHC) 

マウス背中皮膚を 10％ホルマリン緩衝液(FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation)中に

浸して固定した。その後、H&E 染色(hematoxylin and eosin stain)、MT 染色(マッソントリ

クローム染色)、CD31(Abcam)染色を行なった。H&E 染色では、皮膚組織の構造と形態を

観察する。MT 染色は、コラーゲン繊維や筋線維などの結合組織成分を染色し、組織の線

維化の程度を評価する。CD31染色は血管内皮細胞を標識するために行われ、血管形成や

血管密度の研究に用いられる。 
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4.4.3結果および考察 

Fig. 4-10では、G/Oの投与後の Day 7と Day 14における異なる血管指標の評価結果が示

された。血管面積の結果(Fig. 4-10 A)に基づいて、1 週間および 2 週間の実験の両方で一貫

した傾向が観察された。No treatmentと G/O(Heparin(-))の条件では違いが見られなかった。

bFGF-G/O 治療条件の下では、no tretと比較して、血管面積が増加だった。ただし、bFGF投

与量の増加に伴い、血管面積には有意な変化は観察されなかった。血管枝分かれ数の結果 

(Fig. 4-10 B)から、G/O(Heparin(-))の枝分けは No treatmentと一貫しており G/O(Heparin(+))の

枝分け数は増加していることが観察された。1 週間の結果では、bFGF 投与量が増加するに

つれて血管枝分けが増加した。しかし、2週間の結果では、10 μg bFGFが 1 μg bFGFと比較

して血管枝分けの能力が高いとは観察されなかった。血管長さの結果(Fig. 4-10 C)に基づい

て、bFGF 投与量の増加に伴い、血管の長さが増加している。ただし、1 週間と 2 週間の結

果の間には有意な差はなかった。 

血管直径分布の結果(Fig. 4-11)に基づいて、Day 7 の結果(Fig. 4-11 A)に従って、bFGF-G/O

条件下で全ての血管直径範囲内で血管数が増加したことが観察された。同じ bFGF投与条件

では、より大きな血管直径範囲内で血管数が増加した(Fig. 4-11 B)。bFGFの投与量が増加す

ると、血管数も増加する。1 μg bFGF-G/Oおよび 10 μg bFGF-G/O の条件下で、血管直径の

増加が観察された。 

全体の指標において、No treatment と G/O(Heparin(-))の条件では違いが見られなかったた

め、G/O(Heparin(-))には効果がないことが確認された。一方、G/O(Heparin(-))の条件よりも

G/O(Heparin(+))の条件では血管新生がより多く見られたことから、Heparin 固定化基材が体

内の増殖因子を捕らえることで内因性増殖因子が誘導された可能性が示唆された。また、0、

0.1 µg、1 µg、10 µgの bFGF を投与した G/Oの条件を比較すると、枝分かれ数、長さ、体積

の指標(Fig. 4-8 B C D)から bFGF の添加量を増やすとともに値が大きくなる傾向が得られ

た。しかし 10 µg bFGF-G/O の条件は 1 µg に比べて顕著に高い血管新生能力を示さなかっ

た。この原因として、10 µgの bFGFの投与量が血管新生の定常状態に達するためと考えら

れる。Day 14後の結果では、Day 7の結果と比較して、全条件で体積が明らかに増加してい

ることが観察された。以上の結果から、G/O の効果は Heparinの存在によって促進され、さ

らに bFGF の投与量を増やすことで血管新生能力が増強されることが示唆された。また、塗

布 Day 14後には血管新生が増加していることが確認された。血管体積の結果に関しては、

Day 14 条件で 1 週間よりも全体的な体積が増加していることが観察された。体積計算の式

によれば、円柱の基底半径が増加すると体積も増加するため、体積は基底半径の二乗に比例

しています。血管径分布の結果(Fig. 4-9)においても、Day 14条件で血管の全体的な直径が 1

週間よりも大きくなっていることが観察された。したがって、Day 14 条件では全体的な体

積が有意に増加した。 

HE染色の写真を示す(Fig. 4-12)。No treatmentと比較して、G/Oの条件では真皮層が厚く

なっていることが観察された。No treatmentの場合を除き、すべての条件で顕著な表皮増生

(棘層増生)が観察さた。具体的な真皮層の厚さの定量結果は Fig. 4-12 C に示された。1週目

と 2週目の結果を見ると、No treatmentと G/O(Heparin-)の条件と比較して、真皮層は増加し

た。これは、ヘパリンがマウス自身の増殖因子を固定化し、それによって真皮層の厚さが増

加していると考えられる。bFGF-G/O の条件では、真皮層の厚さが増加した。1 週間の結果

では、bFGF 投与量の増加に伴い真皮層の厚さに明確な違いは見られなかったが、2 週間の
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結果では、bFGFの増加に従って真皮層の厚さがより増加しているように見えた。皮膚中の

bFGF は真皮層の血管密度を増加させることで、細胞がより多くの酸素と栄養を受け取り、

真皮層の細胞の健康と増殖を促進することができるため、真皮層の細胞数が増加し、それに

よってある程度の真皮層の厚みが増すことがある。また、bFGF は皮膚の構造を構成する主

要なタンパク質の一つであるコラーゲンの産生を調節することができる。コラーゲンの合

成を増加させることは、真皮層の厚みを増し、皮膚の弾力性を向上させるのに役立つ

[153,154]。 

マッソントリクローム染色の結果は Fig. 4-13 に示される。Fig. 4-13 A は、治療後 1週間

後の皮膚組織の染色結果を示しており、Fig. 4-13 Bは治療後 2週間後の皮膚組織の結果を示

す。青色の領域はコラーゲンを表した。MT染色の定量結果を示した(Fig. 4-13 C D)。Fig. 4-

13 C の平均光密度(Average Optical Density (AOD))は、組織サンプル内のすべてのピクセルの

光密度値の平均値を表す。この値は、組織中染色の程度を定量的に表すのに使用される。一

般的に、より高い光密度はより濃い染色を示し、組織中のその成分の含有量が高いことを示

唆される。AODの結果を見ると、bFGF-G/Oの条件ではわずかに増加しているが、増加の程

度は非常に小さいことが示唆された。スライスの厚さに潜在的な変動がある可能性を考慮

して、同じ条件下で異なる個体から取得したスライス間で染色強度に違いが観察された。し

たがって、染色強度に基づいて、組織断面のコラーゲン含有量の定量的な分析を行なった

(Fig. 4-13 D)。Fig. 4-13 Dは組織中のコラーゲン含有量の割合を示しており、bFGF による明

確な増加は見られなかった。したがって、本研究の結果に基づいて、G/Oの使用によって健

康な皮膚のコラーゲンの含有量が損なわれなかったと考えている。皮膚のコラーゲンが過

剰に存在すると、皮膚の構造と機能が乱れ、さまざまな皮膚の問題が発生し、皮膚の健康を

及ぼす可能性がある。従って、皮膚のコラーゲンタンパク質含有量を適切な健康な範囲に保

つことは非常に重要である[155]。 

回収した皮膚に対して CD31 の免疫染色を行なった。CD31 は細胞膜タンパク質であり、

主に内皮細胞と血小板に発現し、内皮細胞のマーカーとして広く使用されている。CD31の

免疫染色を行うことで、組織切片や細胞培養中で CD31 タンパク質の存在と局在を検出する

ことができる[156,157]。 

結果は CD31 陽性細胞の位置と数量を観察した。染色された写真(Fig. 4-14 A B)からは、

bFGF-G/O 条件下で真皮層に新しい血管生成が生じていることが確認できる。Fig. 4-14 Cは

CD31陽性細胞のカウントの結果を示した。1週間と 2週間の結果は、No treatment条件と比

較して、G/O 条件では CD31 が増加していることを示した。しかし、bFGF-G/O 条件では、

bFGF の増加に伴って CD31 の発現が顕著に増加していないように見える。さらに、2 週間

後の結果では、CD31 陽性細胞数が 1週間目よりも低い傾向が示されている。 

血管生成の早期段階では、内皮細胞が血管壁から突出して新しい微小血管を形成する際、

CD31の発現が徐々に増加することが考えられる。これは、CD31 が細胞間接着分子であり、

内皮細胞の結合と組織の緊密さを維持するのに役立つため、したがって、血管新生の初期段

階では、CD31の発現が増加する可能性がある。しかし、血管新生が進行するにつれて、新

しく形成された微小血管はより成熟し、安定することがあり、それに伴って CD31 の発現が

徐々に減少する可能性がある。これは、成熟した血管では CD31 が細胞間接着に必要ないた

め、内皮細胞が安定した血管構造を形成している。したがって、時間の経過とともに、血管

新生の過程で CD31 の発現水準が徐々に増加し、次に減少する傾向が見られる可能性があ

る。これは、血管新生に関連する特徴的な現象である[158,159]。ただし、CD31免疫染色は
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単なる指標の 1つであり、CD31発現だけを基に血管新生の全体のプロセスを解釈すること

は十分ではない。したがって、CD31 の結果を Fig. 4-10に示されたさまざまな血管パラメー

タの変化と統合することで、血管新生プロセスのより包括的な理解が得られる。Fig. 4-10の

さまざまな血管パラメータの結果から、bFGFが増加するにつれてこれらのパラメータが増

加する傾向が見られる。これは、血管新生の初期段階では CD31発現が徐々に増加する可能

性があるが、血管新生が進行し、血管が成熟すると、CD31の発現が徐々に減少する可能性

があることを示唆された。 
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Fig. 4-10 The results of vascular indicators evaluation in the back of mice after one and two 

weeks of G/O assessment application. A: Relative value of vascular area(-) in the 

different experimental conditions. B: Relative value of vascular branches in the 

different groups. C: Relative value of vascular length in the different treatment groups. 

D: Relative value of vascular volume in the different experimental conditions. Data are 

presented as the mean plus or +/- the standard deviation. n= 3, *p < 0.05,  

**p < 0.01, ***p < 0.001, ****p < 0.0001. 
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Fig. 4-11 Mean diameter distribution of blood vessels formed in the different treatment groups. 

Data are presented as the mean plus or +/- the standard deviation. n= 3. 
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Fig. 4-12 Histological evaluation with HE staining. A: the skin tissues after one week application. 

B: the skin tissues after two week application. C: skin thickness. Data are presented as 

the mean plus or +/- the standard deviation. n= 3, *p < 0.05, **p < 0.01.  

Scale bar = 100 μm. 
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Fig. 4-13 Histological evaluation with MT staining. A: the skin tissues after one week application. 

B: the skin tissues after two week application. C: Masson’s trichrome staining AOD. 

D: The content of collagen protein. Data are presented as the mean plus or +/- the 

standard deviation. n= 3, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, ****p < 0.0001. 

Scale bar = 100 μm. 
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Fig. 4-14 Immunohistochemical staining of mouse dorsal skin tissue (CD31 positive ). A: the skin 

tissues after one week application. B: the skin tissues after two week application.  

C: count of CD3-positive cells. Data are presented as the mean plus or +/- the standard 

deviation. n= 9, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, ****p < 0.0001. Scale bar = 50 μm. 
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4.4.4本節のまとめ 

G/Oの投与後の Day 7 と Day 14 における異なる血管指標のひかく評価結果が示され、こ

れに基づいて以下の傾向が明らかになった。全体の指標において、G/O(Heparin(-))には効

果がないことが確認された。G/Oの効果は Heparinの存在によって促進され、さらに bFGF

の投与量を増やすことで血管新生能力が増強されることが示唆された。Day 7 から Day 14 

まで面積、枝分かれ数、総長の各指標の変化差がほとんどありません。体積が有意に増加

していることが示唆された。 
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4.5考察 

増殖因子の TDDS用の G/O を開発した。bFGF-G/Oを塗布した後、新しい血管の形成が観

察された(Fig. 4-7)。結果では血管の数が有意に増加し、ヘパリンが血管新生を誘導する効果

を示唆された。既存の血管の数は大幅に増加しなかったが、G/O(Heparin(-))および

G/O(Heparin (+))と比較して、bFGF-G/O(Heparin (+))では血管ネットワークが十分に発達した

(Fig. 4-8)。bFGF が血管生成を促進することを示している[160]。bFGF は血管内皮細胞の増

殖を促進し、さまざまなケモカインの上昇とともに血管新生を積極的に調節する[15]。さら

に、ヘパリンに誘導された血管新生の存在下では、bFGF-G/O(1.5-2.0 ng)の皮膚面積単位の

総ヘモグロビン含有量が増加することを示したが、bFGF濃度には影響を与えないことを示

した(Fig. 4-3)。一方、血管ネットワークは十分に発達したが、血管枝分かれ数と血液体積へ

の寄与は小さかった(Fig. 4-8および Fig. 4-9 A)。血管の画像は血管の樹状構造を取得するた

めに使用され、血管形状が管状であることが観察された。しかし、一般的な画像分割アルゴ

リズム(エッジ検出や領域成長アルゴリズムなど)は血管の樹状構造の特徴を活用せず、分割

が正確でない可能性がある[161]。現在、この樹状構造のセグメンテーション問題を解決す

るアルゴリズムは存在しなかった。閾値セグメンテーションアルゴリズムを使用して、背景

組織から血管領域をセグメント化し、抽出した[162]。ピクセルの強度閾値を設定すること

で、周囲の組織から鮮やかな色の血管が正確に選択された(Fig. 4-4、Fig. 4-5 および 

Fig. 4-6)。この方法はノイズによって引き起こされるエッジポイントの不連続性を克服し、

細かい血管を正確に区別できる。bFGF-G/Oを塗布した後、新しい血管の形成が観察された

(Fig.4-7)。結果では血管の数が有意に増加し、ヘパリンが血管生成を誘導する役割を示唆し

ている。既存の血管の数は大幅に増加しなかったが、G/O(Heparin(-))および G/O(Heparin (+))

と比較して、bFGF-G/O(Heparin (+))では血管ネットワークが十分に発達した(Fig. 4-8)。 

通常、血管の定量的な指標は、血管の空間的な分布と形態構造の特徴を反映される。例え

ば、これらの指標は血管疾患の程度を評価し、血管疾患の早期発見と診断に役立つ。この研

究では、血管面積、血管枝分かれ数、総血管長、平均血管径分布、総血管体積などの血管の

定量的指標を使用して、G/O の血管生成効率を評価した。これらの方法を使用することで、

G/O(Heparin(-))が血管生成を誘導しないことが一貫して観察された。しかし、ヘパリンを加

えると、これらの指標がすべて有意に増加し、ヘパリンと GFs との適切な相互作用が存在

することを示唆している。実際、ヘパリンと GFsの結合は、その生物活性だけでなく、多く

の場合 bFGFの安定性にも重要である[10]。 

異なる濃度の bFGF が血管生成に与える影響を評価するために、血管数、血管周長指数、

および血管枝分かれ数を計算した。血管の数は bFGF 濃度の増加とともに増加した。ただし、

bFGF 用量の変化に伴い、血管面積には明らかな変化が見られなかった。この差異は、小さ

な血管と血管ネットワークによるものであり、既存の血管はまだ肥大していない可能性が

ある。さらに、明確な毛細血管形成はあるが、血管面積は 2次元面上では明らかに増加して

いなかった。1 μgの bFGF 用量が最も大きな体積を示し、10 μgの bFGF用量は期待される

最大の効果には達しなかった。4 週齢のマウスでは、bFGF に結合するタンパク質トランス

ポーターが飽和した可能性があると考えられている[163]。そのため、bFGFの分泌量は高い

が、タンパク質トランスポーターの数が不足している可能性がある。高用量の bFGF の血管

生成指数は高くないことを示唆している。 

G/O 治療の最適な持続時間を評価するために、1 週間と 2 週間の G/O 治療中の血管生成

マーカーの結果を比較された(Fig. 4-10、Fig. 4-11)。全体的に、14日目で観察された変化は、
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7 日目の組内変化と一致している。血管面積、血管枝分かれ数および血管周長を含む指標に

関して(Fig. 4-10 A B C)、14日目は 7日目と比較して有意な増加していなかった。しかし、

14 日目に血管新生が増加した。血管体積に関する結果では、1週間と比較して 14日目に血

管容積が増加た。体積計算式によれば、円筒の底面の半径が大きくなると、体積も底面の半

径の二乗に比例して増加した。したがって、14 日目の条件下で、総体積が明らかに増加し

た。これらの結果は、G/O が血管生成を持続的に促進することを証明した。 

また、皮膚の切片に CD31 免疫染色を行なった。CD31は、主に内皮細胞と血小板で発現

する細胞膜タンパク質であり、内皮細胞のマーカーとして広く使用されている。CD31 免疫

染色は、組織切片や細胞培養中の CD31 タンパク質の存在と位置を検出するために使用さ

る。染色画像(Fig. 4-14 A B)から、bFGF-G/Oの条件下で真皮に新しい血管が形成されたこと

がわかった。Fig. 14 Cは CD31陽性細胞の定量結果である。1週間と 2週間の結果は、G/O

の条件下で CD31 が増加することを示した。しかし、bFGF-G/O の条件で CD31 の発現は、

bFGF の増加とともに顕著に増加しないようになる。さらに、結果は、1 週間後と比較して

2 週間後に CD31 陽性細胞の数が減少していることさえ示唆された。血管生成の初期段階で

は、新しい内皮細胞組織の安定性をサポートするために CD31の発現が増加する可能性があ

る。血管生成が進行するにつれて、新しい微小血管はより成熟し、安定する可能性があり、

これにより CD31 の発現が徐々に減少するの原因だった。したがって、血管生成プロセスの

進行に伴い、CD31の発現レベルは増加から減少に変化する傾向があり、これは血管生成に

関連する特徴的な現象の一部である[157,158]。 

一般に知られているように、bFGF は線維芽細胞と血管内皮細胞に強力な作用を持ってい

る[137]。bFGFを含む G/O は皮下の血管形成を促進し、真皮の線維芽細胞を活性化し、コラ

ーゲンの生成を促進しする。MT 染色と H&E 染色を使用してコラーゲンの生成と皮膚の厚

さを評価した。結果は(Fig. 4-12、Fig. 4-13)。No treatmentを除いて、すべてのサンプルで明

らかな表皮増殖(棘増殖)が観察され、コラーゲンは明らかに増加ししていなかった G/O の使

用が真皮の線維芽細胞を適度に活性化し、健康な皮膚のコラーゲンレベルを保たれると考

えている[155]。 

他の研究者たちは、増殖因子のデリバリーに適した一連のナノゲル材料を開発しており、

天然重合物(ゼラチン[164]、アルギン酸塩、キトサン[165])および合成重合物（PEG およびポ

リプロピレン酸エステル[166])が含まれる。これらの材料は、優れた生体適合性と生体分解

性を持っている。合成ナノスケールの電荷粒子は、軟骨修復増殖因子のキャリアとして使用

される。研究者は、ゲルの架橋、重合体鎖密度、およびゲルの構造を制御することにより、

幅広いリリースプロファイルを得られた[167]。ナノジェルディスパーションの増殖因子デ

リバリーは、骨組織再生、傷の治癒、神経修復の促進、腫瘍の成長と転移の抑制など、さま

ざまなアプリケーションで潜在的な可能性を示した。それらは持続的なリリースと局所的

なデリバリーを提供することにより、増殖因子の治療効果を向上させることができる。ナノ

ジェルディスパーションを使用した増殖因子デリバリーの研究は急速に進化しており、新

しいナノゲル材料の探索、コントロールリリースシステムの開発、ターゲットデリバリース

トラテジーの改良に取り組んだ。組織工学および皮下移植分野で関連する研究が行われる。

Ramazanli氏および Ahmadov 氏らは、オリーブ葉エキスを使用して銀ナノ粒子を合成し、移

植細胞の機能を向上させる潜在的な応用可能性があることを示た。この研究は天然エキス

のナノ粒子合成への応用を行なって、組織工学技術の改善のための代替手法を提供した

[168]。さらに、Khezri氏らは、クルクミンを含むナノスキャフォールドを使用して間葉幹細
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胞の骨分化を検討した。彼らの研究は、増殖因子を使用した組織工学の応用の重要性を証明

した[169]。 

これらの研究と比較して、本研究の焦点は、G/O を増殖因子の TDDS キャリアとして皮

下の血管新生の限られた課題を克服することにある。G/O を使用して異なる量の bFGF をデ

リバリーする効果を示し、これにより強力な皮下の血管生成と機能的な血管ネットワーク

の構築が実現した。bFGFの活性を維持しながら局所的な TDDSを可能にする生分解性材料

の開発を行なった。この方法は、従来の方法に関連する制約、例えば組織の炎症、内皮細胞

の機能障害、および繰り返しのスキャフォールド移植などを解決する潜在能力を持ってい

る。 

 

4.5 本章のまとめ 

bFGF 固定化 G/O を皮膚に塗布することによって高い血管新生誘導効果があるから、G/O

に固定された bFGF がゲルから放出され、細胞表面に到達し、かつ作用することが確認され

た。また、G/Oは血管生成の持続的な促進作用を示しました。G/O の経皮送達は生体親和性

があり、正常な皮膚のバランスを保たれた。 
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第5章 増殖因子固定化 G/Oの経皮投与による UVB 誘発皮膚障害の予防・修

復効果 

5.1 本章の目的および概要 

 

太陽光線や人工光源からの UV 放射線は、皮膚の損傷の主要な原因の一つであり、日焼

け、黒ずみ、紅斑、皮膚癌などを引き起こす。三種類の異なる種類の紫外線の中で、UVB線

は中間波長を持ち、皮膚の表皮層を透過し、長期間露出すると日焼け、黒ずみ、水泡、黒色

腫瘤などの原因となる。UVB ダメージに対する薬剤の経皮投与治療は、非常に注目されて

いる分野である。経皮吸収型局所製剤の利点は、初回通過代謝と全身性副作用の低減であり、

低用量で効果的な徐放効果により、治療費の削減と患者の生活の質の向上が期待できる

[170]。TDDSであるナノエマルションの利点として、表皮の保湿効果、界面活性剤で皮膚透

過性が高くなる、薬物の持続的な放出薬物の安定性の向上などが挙げられる[171]。増殖因

子は皮膚損傷の治癒を促進することが報告されている[135]。しかし増殖因子の生物活性は

短時間であるため、有効な局所濃度の長時間維持とその効果の効率的な発現は困難である

[52]。一方、本研究室は G/O という新たな経皮送達システムを開発した。増殖因子との高い

親和性を有するヘパリン導入ゼラチンゲルを油中にナノ分散させた G/O は、優れた経皮吸

収性、内包した物質の生理活性の維持、徐放性が確認された[152]。 

本研究は、皮膚損傷を予防および治療するための皮膚透過生体分子キャリアとしての G/O

の効果を評価することを目的とする。さまざまな増殖因子(GFs)を G/O に内包し、このキャ

リアが UVB 誘発の皮膚損傷に対する効果を検討した。人工的な UVB 光を用いてヘアレス

マウスの皮膚損傷を誘導し、5つの GF(VEGF、bFGF、EGF、TGF-1、IGF-α)を固定化した G/O

を皮膚に塗布した。そのうち、VEGFと bFGF は血管新生を促進し、EGF、TGF-1、IGF-αは

損傷した細胞の修復と再生を促進する。結果は、G/O が紅斑、表皮の水分減少、炎症、真皮

の増厚などの UVBによる皮膚損傷を軽減する点で、ヘパリン固定化 G/O よりも優れている

ことを示す。さらに、G/Oは UVB による卵胞の異常な増殖を予防および治療し、皮脂腺の

修復の潜在能力を示す。総括すると、当研究の結果は、G/Oの UVB誘発皮膚損傷の治療に

おける潜在的な可能性を示す。 
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5.2 UVB皮膚損傷モデルマウス作製に関する検討 

5.2.1実験目的 

紫外線照射で皮膚損傷モデルが作製可能か検討を行った。紫外線は波長によって、UVA 

(320-400 nm)、UVB (290-320 nm)、 UVC (200-290 nm) の 3種類に分けられるが、本実験で

はより急性な皮膚障害を引き起こすとされている UVBに着目した。照射時間は、文献を基

に計算から条件を設定し、照射後 1週間程度経過観察を行い Controlと比較した。 

5.2.2実験方法 

[1]UVB皮膚損傷モデルの作製 

UVB は地表に届く紫外線の 1 割程度を占めていると言われているが、エネルギー量が大

きく急激な炎症を引き起こす。UVBが皮膚障害を引き起こす機構はX線と類似しており、

UVB が直接 DNA を破壊し、細胞分裂を阻害する。HR-1 マウス、6 週齢、オスを準備し

た。 

マウス用のケージ(高さ約 12 cm)に黒幕を巻き付け、サングラスを着用した。UVB 照射ラ

イト (funakoshi, 紫外線波長 302 nm, 8 W タイプ) をケージの上にセッティングした。黒

幕を装置の上から被せ、Table 5-1の条件で UVB を照射した。その後最大 2週間程度経過

観察を行い、2日に 1度形態観察、体重測定、肌湿度測定を行った。一定期間の経過観察

後、マウスをサクリファイスし、皮膚を摘出した。待ち針で発泡スチロールに固定し、10％

中性緩衝ホルマリン液に浸した。 

 

Table 5-1 UVB Irradiation conditions 

 UVB exposure time 

#1 0 min (Control) 

#2 4 min 

#3 8 min 

#4 16 min 

 

5.2.3 結果および考察 

Fig. 5-1は UVB照射の実験様子である。なお、UVB は人体にとっても非常に危険である

ため、サングラスを着用して細心の注意を払って実施した。Fig. 5-2より、4 min の条件で若

干の赤い斑点が、8 min、16 min の条件では重度の肌荒れ、ただれが確認できた。この結果

より、UVB 照射による皮膚障害モデルの作製に成功した。また、Fig. 5-3より、体重の増減

は Controlと比較してほとんど変化がなく、生存の観点からモデルとして適していることが

示された。また、Fig. 5-4より、4 min以上の条件で Controlと比較して約 5日目でドライス

キン状態となった。今後、摘出した皮膚の組織学的評価(H&E 染色、CD68免疫染色)を行う

予定である。また、今回、照射部分にばらつきが確認されたため、マウスを張り付けの状態

にするなどの改善を行っていく。 
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Fig. 5-1 The appearance of UV-B irradiation. 

 

 

Fig. 5-2 Morphological observations on hairless mice (7 days after irradiation).  

A: No UVB exposure (Control). B: UVB exposure for 4 min. C: UVB exposure for 8 min. 

D: UVB exposure for 16 min. Bars:10 mm. 

 

Fig. 5-3 Changes in mouse body weight over time. 
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Fig. 5-4 Transcutaneous changes in skin humidity on the back of mice. 

 

5.2.3本節のまとめ 

UVB 照射時間を 8 分にした場合が UVB 誘発性の皮膚損傷動物モデルを作製するのに適

していることが示唆された。 
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5.3. 増殖因子カクテル G/Oによる UVB照射に伴う皮膚障害の創傷治療 

5.3.1実験目的 

検討 5.2 において UVB 照射に伴う皮膚障害モデルマウスの作製に成功し、照射時間 8 分

以上で重度の皮膚障害が生じることが示された。そこで、UVB 照射を 8 分に設定し、増殖

因子カクテル G/O の経皮吸収によって創傷治癒の有効性試験を行った。今回カクテル化に

用いた増殖因子は、VEGF、EGF、bFGF、TGF-1、IGF-α の計 5 種類である。これらの増殖

因子には、皮膚の形成や血管新生、損傷した細胞の再生を促す効果があるとされ、複数種の

増殖因子をカクテル化することで、早期の創傷治癒を目指した。また今回は経皮投与のタイ

ミングとして、UVB 照射直後から投与を行う予防と皮膚障害が生じてから投与を行う治療

の 2条件を検討した。 

5.3.2実験方法 

[1]カクテル増殖因子-G/Oの作製 

選択された 5つの増殖因子は、VEGF(血管再生に関連する糖タンパク質)、EGF(DNA合成

と細胞増殖に関連)、bFGF(神経系、肺、筋肉、骨、皮膚、血管増殖の発達に関連)、TGF-

1(組織の発達、細胞の分化、胚の発生に関連)、IGF-α(損傷した細胞と皮膚の再生に関連)

である。G/O は、4.2.2[1]で説明した方法と同じように油相 2000 µL と水相 1000 µL を混

合した(水相：油相＝1：2)。超音波ホモジナイザー(Sonifier 250, Branson Ultrasonics Co., 

Danbury, CT, USA)を用いて 3分間処理した水相には上記の 5つの増殖因子の混合物(0.5 ng

ずつ)が含まれていた。ここで、高温による GF の変性を防ぐために、3 分間隔で 30 秒間

のインターバルを挟んでで撹拌が行われた(Duty cycle: 70%, Output control: 7)。4°C に冷却

し、粒子内の水相がゲル化した増殖因子カクテル G/Oを調整した。 

 

[2] UVB照射に伴う皮膚障害モデルの作製 

5.2.2[1]の方法において UVB 照射に伴う皮膚障害モデルマウスを作製した。具体的には、

HR-1 マウス、6 週齢、オスを準備し、マウス用のケージに黒幕を巻き付け、実験者はサ

ングラスを着用した。UVB 照射ライト(Funakoshi, 紫外線波長 302 nm, 8 W タイプ)をケー

ジの上にセッティングした。黒幕を装置の上から被せ、イソフルランの麻酔下で 8 分間

UVBを照射した。 

UVB放射装置はケージの上部に配置され、UVB光線は直接マウスの上に照射され、UVB

曝露強度は 220.1 ± 1.7 μW/cm2である。光エネルギーの公式に従い、UVB 光エネルギー

（mJ/cm2）= UVB強度（mW/cm2）×照射時間（秒）となる。照射された UVB 光の強度は

105.648 ± 0.816 mJ/cm2と計算された。 

光エネルギーの公式: 

UVB光エネルギー（mJ/cm2）＝UVB強度（mW/cm2）×照射時間（s） 

 

[3]増殖因子カクテルG/OのUVB照射に伴う皮膚障害への予防的および治療的効果の in vivo

評価 

具体的な実験条件は Table 5-2 および Fig. 5-5 にリストされている。グループ I は非治療
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対照グループで、グループ IIは予防グループで、Day 0に 8分間の照射を受け、その後 6

日間は G/O の予防条件の未処理 UVB 照射が行われた。グループ III は短期治療グループ

で、Day 0 の照射に続いて、Day 3 には可視性の赤斑、水疱、剥離などの皮膚損傷反応が

あり、G/Oの塗布を含む 3日間の短期治療と未処理の対照が行われた。グループ IVは長

期治療グループで、条件は 3つのグループと同じで、ただし、6日間の G/Oの長期治療と

非治療の対照が行われた。毎三日間に G/O を繰り返し塗布した。肌湿度と体重を毎日に

測定した。皮膚を回収し、摘出した皮膚の写真を撮影した。待ち針で発泡スチロールに固

定し、10％中性緩衝ホルマリン液に浸した。 

 

Table 5-2 Experiment conditions 

Group name Types of treatment received 

Group I: No treatment group No treatment 

 
UVB irradiation 

Group Ⅱ: Prevention group UVB irradiation + G/O (Heparin) 

 
UVB irradiation + G/O (GFs cocktail) 

Group Ⅲ: Short-term treatment group UVB irradiation + G/O (Heparin) 

UVB irradiation + G/O (GFs cocktail) 

Group Ⅳ: Long-term treatment group UVB irradiation 

UVB irradiation + G/O (Heparin) 

UVB irradiation + G/O (GFs cocktail) 

 

 
Fig. 5-5 The timeline of treatment 

 

[4]組織組織学的な解析 

マウスの背中からの皮膚は、UV照射の 7日目に組織学的な解析のために収集された。こ

の処理された背側皮膚は、10%のフォーマリン中性緩衝液(FUJIFILM Wako Pure Chemical 

Corporation)に固定された。パラフィンに埋め込まれた別々のパラフィンセクションの
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H&E 染色および CD68 抗体(Abcam)を用いたマクロファージの免疫組織化学染色を行な

った。 

 

5.3.3結果および考察 

Fig. 5-6 Aは、group II (prevention group)のマウスの背部の状態を時間の経過とともに示す

No-treatment group with the UVB irradiation (no application)と比較すると、UVB照射後 3日で

マウスの皮膚に明らかな紅斑が観察された。UVB照射のみ、UVB irradiation + G/O (Heparin)、

および UVB irradiation + G/O (GFs cocktail)条件を比較して、G/Oの条件が皮膚の損傷を予防

したことがわかった。同様に、Fig. 5-6 B は予防群の皮膚の水分レベルを示した。結果から、

UVB 照射のみの条件が時間の経過とともに皮膚の水分レベルを約 33％から 20％に著しく

減少させることがわかった。第 3日の UVB irradiation + G/O (Heparin)および UVB irradiation 

+ G/O (GFs cocktail)の皮膚水分レベルは、UVB照射のみの条件よりもわずかに高かった。し

かし、G/O (Heparin)および G/O(GFs cocktail)条件下の皮膚肌湿度は、理想的な皮膚状態と同

じであった。皮膚肌湿度レベルにおいても類似の効果が得られたため、G/Oは UVB 照射誘

発の皮膚損傷による水分喪失を予防する効果があると考えられる。 

 

Fig. 5-6 Inhibition of skin erythema and dehydration using G/O in the prevention group.  

A: Images of transtemporal changes on the back skin of mice after ultraviolet UVB 

irradiation and degree of skin damage with and without application of G/O.  

B: Transcutaneous changes in skin humidity on the back of mice in the prevention 

group. Data are presented as the mean ± standard deviation. n = 4, *p < 0.05,  

**p < 0.01. Scale bar = 10 mm. 

 

Fig. 5-7 Aは group III (short-term treatment group)のマウスの背部の時間経過に伴う写真を

示している。3日間の照射後(Day3)、背部に明らかな紅斑が観察され、Day3に傷口が治癒す
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ると予想される。G/O (Heparin)および G/O (GFs cocktail)が両方とも第 3 日に適用されたた

め、3日後(Day 6)には紅斑が明らかに減少した。Fig. 5-7 Bは group IIIの皮膚肌湿度結果を

示しており、G/O (GFs cocktail)が短期治療期間内に G/O (Heparin)よりも皮膚肌湿を効果的に

改善したことを示唆された。 

 

Fig. 5-7 Inhibition of skin erythema and dehydration using G/O in the short-term treatment 

group. A: Images of transtemporal changes on the back skin of mice after UVB 

irradiation and degree of skin damage with and without the application of G/O.  

B: Transcutaneous changes in skin humidity on the back of mice in the short-term 

treatment group. Data are presented as the mean ± standard deviation. n = 4,  

*p < 0.05, **p < 0.01. Scale bar = 10 mm. 

 

Fig. 5-8 Aは、Ⅳ群 (long-term treatment group)のマウスの背部の時間とともに変化する写

真を示しており、No treatmentおよび UVB irradiation-only (no application)の状況を比較して、

照射後 3 日(Day3)には明らかな紅斑が観察された。G/O の塗布後 3 日 (Day6)では、UVB 

irradiation + G/O (Heparin)および UVB irradiation + G/O (GFs cocktail)条件下で皮膚に明らかな

損傷が見られず、6 - 9 日の UVB 照射の写真では、マウスの自己治癒作用により損傷部位が

回復したが、G/Oの塗布により回復速度が速くなった。Fig. 5-8 BはⅣ群の皮膚湿度の結果

を示しており、UVB照射のみ条件下での皮膚湿度が No treatmentよりも低いことを確認し、

UVB 照射とその他の条件による皮膚の乾燥を裏付けている。G/O (GFs cocktail)条件と比較

して、G/O (Heparin) 条件下での皮膚湿度が高いことから、G/O (GFs cocktail) 治療の方が効

果的であることが示された。 
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Fig. 5-8 Inhibition of skin erythema and dehydration using G/O in the long-term treatment 

group. A: Images of transtemporal changes on the back skin of mice after UVB 

irradiation and degree of skin damage with and without the application of G/O. B: 

Transcutaneous changes in skin humidity on the back of mice in the long-term 

treatment group. Data are presented as the mean ± standard deviation. n = 4, *p < 0.05, 

**p < 0.01. Scale bar = 10 mm. 

 

Fig. 5-9 に、CD68 染色後の皮膚の顕微鏡観察結果とマクロファージの定量結果を示す。

予防グループの CD68 染色とマクロファージの定量結果 (Fig. 5-9 Aおよび D)から、UVB照

射のみ条件下ではマクロファージマーカーが著しく増加し、マクロファージが損傷部位に

集積していることが示された。対照的に、G/O (Heparin)および G/O (GFs cocktail) 条件下で

は、マクロファージの発現が UVB照射条件のみよりも低いことから、G/Oが損傷部位の炎

症を予防していることが示唆された。短期治療群の CD68 染色結果(Fig. 5-9 B E) から、(GFs 

cocktail)のマクロファージマーカーが最も低いことが示され、G/O (GFs cocktail)治療が炎症

の制御に効果的であり、G/O(Heparin)治療よりも優れていることが示唆された。長期治療群

の結果を比較すると(Fig. 5-9 C F)、UVB照射、G/O (Heparin)および G/O (GF scocktail)条件下

でのマクロファージの数は同等であった。短期治療群の結果を比較すると、単独の照射条件

下でのマクロファージ数の減少は、マウスの自己治癒によるものと考えられる。 
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Fig. 5-9 CD68 staining of mouse dorsal skin tissue. A: Prevention, B: short-term treatment,  

C: long-term treatment groups. Macrophage counts in the D: prevention, E: short-term 

treatment, F: Long-term treatment groups. Data are presented as the mean± standard 

deviation. n = 4, *p < 0.05, **p < 0.01. Scale bars: 50 μm. 

 

UVB照射後の 7日目に、マウスの背部皮膚に H&E染色を行なった。No treatmentのマウ

スの背部皮膚のH&E染色画像(Fig. 5-10 A)を見て、UVB照射による皮膚の変化を観察した。

組織学的な分析では、皮膚の各種変化が観察され、表皮および真皮が顕著に肥大化し、皮膚

組織が線維化(Fig. 5-10 B)、毛包数の増加(Fig. 5-10 C)、炎症が観察された (Fig. 5-10 D)。 

==
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Fig. 5-10 Histological analysis of the mice skin in the No treatment group. A: H&E stained 

images of the dorsal skin of mice. B: Skin tissue fibrosis. C: Increased number of hair 

follicles. D Inflammation. Scale bar: A = 500 μm; B, C, and D = 200 μm. 

 

予防群の H&E 染色結果 (Fig. 5-11 A) から、G/O(Heparin)および G/O（GFs cocktail）が UVB

照射による表皮と真皮の増厚に対して有効な予防効果を持つことが示唆された(Fig. 5-11 B 

C)。さらに、UVB 照射のみのグループでは毛包の数が顕著に増加していることが観察され

(Fig. 5-11 D)、これは G/O処理が毛包の異常な増加を抑制したことを示唆している。UVB照

射下では、G/O の使用の有無に関係なく皮脂腺の数量が減少していることが分かった(Fig. 

5-11 E)。 

 

 

Fig. 5-11 Histological analysis of the mice skin in the prevention group. A: H&E stained images 

of the dorsal skin of mice. B: Epidermal thickness. C: Dermis thickness. D: Number of 

hair follicles. E: Number of sebaceous glands. Data are presented as the mean ± 
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standard deviation. n = 4, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, ****p < 0.0001. Scale 

bar: 100 μm. 

 

短期治療群の H&E組織学的分析 (Fig. 5-12 A)では、G/O(Heparin)および G/O(GFs cocktail)

の使用が UVB 照射による表皮と真皮の増厚を効果的に改善することが示された (Fig. 5-12 

B C)。毛包のカウントの結果から、UVB照射のみが毛包の数を著しく増加させるのに対し、

G/Oの使用が毛包の数の増加を抑制したことが示された (Fig. 5-12 D)。脂腺の結果(Fig. 5-12 

E)からは、G/O(GFs cocktail)条件下で皮膚の皮脂腺数が顕著に回復したことが示された。 

 

Fig. 5-12 Histological analysis of the mice skin in the short-term treatment group. A: H&E 

stained images of the dorsal skin of mice. B: Epidermal thickness. C: Dermis thickness. 

D: Number of hair follicles. E: Number of sebaceous glands. Data are presented as the 

mean ± standard deviation. n = 4, *p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001, **** p < 0.0001. 

Scale bars: 100 μm. 

 

長期治療群の結果 (Fig. 5-13) では、G/O治療が表皮の増厚を改善したことが示された(Fig. 

5-13 B)。また、G/O、G/O(Heparin)および G/O(GFs cocktail)の存在または無しの場合、真皮の

厚さには顕著な差異がなく(Fig. 5-13 C)、これはマウスの自発的な治癒作用に起因する可能

性があると考えられる。毛包の数の結果から、UVB 照射のみが毛包の数を著しく増加させ

るのに対し、G/O の投与がこれを抑制したことが示された(Fig. 5-13 D)。さらに、G/O(GFs 

cocktail)条件下での皮脂腺の修復には影響がなかった(Fig. 5-13 E)。ただし、顕著な差異が見

られないため、これは実験誤差に起因する可能性があると推測される。 
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Fig. 5-13 Histological analysis of the mice skin in the long-term treatment group. A: H&E stained 

images of the dorsal skin of mice. B: Epidermal thickness. C: Dermis thickness. D: 

Number of hair follicles. E: Number of sebaceous glands. Data are presented as the 

mean ± standard deviation. n = 4, * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001, **** p < 0.0001. 

Scale bars: 100 μm. 

 

5.3.4本節のまとめ 

この研究では、G/O が UVB 照射による皮膚損傷の予防および治療に有効であることが実験

によって確認された。 

G/O(GFs cocktail)は UVB 照射による皮膚損傷を有効に予防された。G/O は皮膚の水分を維

持し、乾燥を防ぎた。短期治療は皮膚の紅斑を軽減しました、特に GFs カクテルの効果が

顕著だった。皮膚の湿度の改善は、G/O が炎症の制御に寄与していることを示唆された。長

期治療は皮膚損傷の速やかな回復を促進した、特に GFs カクテル条件下での効果が優れて

いた。G/Oの使用は炎症反応を抑制し、マクロファージの発現を減少させた。GFsカクテル

は炎症制御で Heparinよりも優れていた。G/Oは表皮と真皮の増厚を改善し、毛包の異常な

増加を抑制した。一部の条件下で、G/O は皮脂腺の数に明確な影響を与えなかった。 

総じて、G/O は UVB による皮膚損傷に対して優れた予防および治療効果を有し、特に GFs

カクテルは優れた性能を示した。 
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5.4考察 

既往研究で本研究室は生体分子の経皮投与のための G/O を開発した。この G/O は、適切

な粒子サイズを持ち、皮膚に容易に浸透し、薬物を皮膚の真皮層に徐放する適切な薬物送達

キャリアとして提案された[152]。本研究では、G/O が皮膚損傷の治癒における役割を検討

した。ヘアレスマウスを用いた UVB 誘発皮膚損傷モデルを用いて、G/Oが 5 つの増殖因子

のカクテルに内包された状態での適用がUVB誘発の皮膚の炎症に影響を与えるかどうかを

検討した。G/Oの経皮投与は、UVB誘発の皮膚損傷、例えば紅斑、皮膚の上皮の水分減少、

炎症による上皮の増厚などを抑制するのを加速した。さらに、G/Oは UVB誘発の異常な毛

包成長を抑制した。5 つの GFs を封入した G/O は、損傷した皮脂腺の迅速な短期修復も示

した。したがって、この研究は UVB 誘発の皮膚損傷の治療に新たなアプローチを提供して

いる。 

この研究の結果、予防 (Fig. 5-6)、短期治療 (Fig.5-7)、および長期治療 (Fig. 5-8)グループ

における皮膚損傷の程度と表皮の水分含有量の変化は、G/O の適用によって皮膚の保湿状

態が回復したことを示している。以下の 3つの理由を考えている。まず、現代の創傷治療理

論は、湿潤な環境が創傷の脱水を防ぎ、コラーゲン合成と血管新生を増加させ、死細胞の分

解を増加させ、酸素が必要できるため、創傷治癒を促進することを確認している[172–175]。

G/Oは、創傷治療のためのヘルメティックなバリアを提供し、汚染を防ぎ、湿潤な創傷治癒

を可能にする。ナノヒドロゲルの柔らかい質感は、治療中に快適さを提供する。もう一つの

理由は、ヘパリンの保湿効果である。ヘパリンは水分を吸着する多糖で、非常に保湿性が高

いとされる[176,177]。ヘパリン良好な鎮痛作用と抗炎症作用を持ち、その保湿効果により皮

膚の水分を回復させることができる[178]。三つ目の理由は、GFs が創傷治癒に与える影響

である。この研究で使用された 5 つの GFs は、皮膚再生に貢献し、皮膚の水分を回復させ

る可能性がある[179–182]。 

予防グループでは皮膚の水分損失はわずかに減少したが、統計的有意差はなかった。これ

らの結果から、皮膚の水分回復は G/O の使用後に急激に発生するのではなく、時間ととも

に徐々に発生することが示唆される。したがって、本実験では G/O の使用後の皮膚の水分

回復は迅速ではなく、むしろ GFが創傷治癒に対する二次的な影響によるものである可能性

が高いと考えるが、直接的な保湿作用ではないということである。しかし、G/O(Heparin)お

よび G/O(GFs cocktail)の条件を比較すると、皮膚の水分レベルにわずかな差異があることが

示された。これは、外部 GFと比較して、内部 GFがヘパリンとの結合が強いためかもしれ

ない。ヘパリンは GF を捕捉し、創傷治癒に非常に効果的である。したがって、内因性 GF

はヘパリンによって活性化され、内部 GFがヘパリンにアンカーされることで良好な創傷治

癒が実現できる可能性がある。それにもかかわらず、外部 GF を導入することは意味がない

とは考えていない。なぜなら、差異は顕著ではないが、G/O(GFs cocktail)条件下での皮膚の

湿度は G/O(Heparin)条件よりも高いからでである。これらの観察結果は外観と皮膚の湿度に

基づいている。 

UVB 照射による皮膚の損傷は多面的であり、皮膚表面に見られる傷口と表皮の水分含有

量の変化だけでなく、表皮角化度、間質の増加、真皮血管拡張、毛包の数量の変化と関連し

ている[183]。CD68 に対する免疫染色を使用して皮膚内のマクロファージの集積状態を評価

した (Fig. 5-9)。非活性マクロファージは M0 マクロファージと呼ばれ、彼らの特徴的な表

面マーカーには CD14、CD68、F4/80 が含まれる[184]。初期の刺激の後、マクロファージは

異なるフェノタイプ、M1 と M2 を獲得する。M1 マクロファージは「クラシックアクティ
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ベーション」と呼ばれ、CD80と CD86を特徴的な表面マーカーとし、主に炎症反応に関与

し、組織再生には不利である。一方、M2 マクロファージは「選択的アクティベーションの

マクロファージ」と呼ばれ、CD163と CD206を特徴的な表面マーカーとする。彼らは炎症

を抑制し、免疫調節を介して組織再生、傷口治癒、組織再構築を促進する[185,186]。本研究

の結果は、G/O(Heparin)および G/O(GFs cocktail) 処理が予防および治療グループの両方で

UVB 誘導のマクロファージ発現を抑制できることを示した。G/O(Heparin)および G/O(GFs 

cocktail) 処理の比較では、差異は小さく、有意差はなかった。これは、マクロファージの

CD68 染色が、M0 および M1 および M2 マクロファージのアクティベーション前後を含む

からの可能性がある。もし G/O(GFs cocktail)処理において M2マクロファージの数が増加し

た場合、CD68の総合的な発現レベルは G/O(Heparin)処理の発現レベルに近づく可能性があ

ると考えている。 

予防グループ (Fig. 5-11 B, C)、短期治療グループ (Fig. 5-12 B, 7 C)、および長期治療グル

ープ (Fig. 5-13 B, 8 C)では、UVBによる皮膚損傷により、表皮および真皮の厚さが増加し

た。細胞増殖因子は真皮層を貫通する深部傷口治癒を促進できます。たとえば、EGFは真皮

角質形成細胞の増殖を促進することにより、皮膚バリアの修復を実現する[187,188]。本研究

では、G/O(GFs cocktail) が皮膚表面に作用すると、G/O は GF を皮膚内に送達し、皮膚再生

を促進し、角質形成細胞内の炎症促進因子および増殖促進因子の分泌を抑制する。したがっ

て、照射グループと比較して、G/O(Heparin)および G/O(GFs cocktail)投与グループでは、表

皮および真皮の厚さが有意に減少した。これにより、UVB誘導の光損傷が抑制された。 

UVBによる毛包の損傷に関するいくつかの研究では、紫外線は Wntシグナル経路の発現

を上昇させ、シグナル分子 Wnt10bが毛包の成長を促進することが知られている[189]。UVB

は毛包サイクルを著しく延長し、これは体内の自己保護的なストレス応答と考えられてい

る[190]。本研究では、G/Oは UVB 誘発の損傷を抑制および治療したため、Wntシグナル経

路の発現が減少し、毛包の数は正常に保たれた。したがって、UVB 照射後の毛包サイクル

での著しい上昇を回避することができる。したがって、予防グループ(Fig. 5-11 D)、短期治

療グループ(Fig. 5-12 D)、および長期治療グループ(Fig. 5-13 D)において、G/O(Heparin)およ

び G/O(GFs cocktail) 投与後、毛包の数は未治療グループとほぼ同じであり、UVB 照射グル

ープよりもはるかに低いことが示された。 

脂腺は、表皮角質形成細胞と線維芽細胞との間の細胞間相互作用によって引き起こされ

る。したがって、表皮角質細胞と線維芽細胞の修復は皮脂腺の修復に不可欠である[13]。予

防グループでは、G/O の有無にかかわらず、皮脂腺が減少したことが分かった(Fig. 5-11 E)。

短期治療グループ(Fig. 5-12 E)では、G/O(GFs cocktail)処理が脂腺の数を有意に回復させた。

一方、長期治療では、G/O(GFs cocktail) の状態が脂腺の修復に影響を与えなかったため、実

験誤差によるものと考えられる。 

 

 

5.5本章のまとめ 

この研究では、UVB に誘導された皮膚損傷、例えば紅斑、皮膚の水分減少、炎症、およ

び表皮真皮層の増厚を、G/O の投与によって軽減できることを示した。また、G/O は UVB

に誘導された毛包損傷による異常な毛包増殖を予防および治療することも示唆された。さ

らに、G/Oは脂腺の修復の潜在能力も示した。したがって、この研究は、経皮的に GF機能

化された G/O ナノゲルの皮下移植新技術を提案し、創傷治療および再生医学の分野で重要
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な意義を持っている。
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第6章 増殖因子カクテル G/O の経皮送達による糖尿病褥瘡モデルの治療 

 

6.1本章の目的および概要 

2000 年には 1.5 億人だった糖尿病患者は、2019 年には 4.6 億人と 3 倍に増加している。

糖尿病の合併症では、神経障害や血液循環の悪化により、足に褥瘡ができることが多い[191]。

褥瘡は、皮膚や皮下組織が長期間にわたって圧迫され、組織が損傷したり壊死したりするこ

とで発生する。褥瘡は重症度によって分類され、ステージ 1 (皮膚の無傷の紅斑として現れ

る)からステージ 4 (皮膚と皮下組織の損傷を含む)まである[192]。糖尿病(高血糖)の影響は免

疫細胞機能の低下、動脈硬化による血流障害、神経障害による皮膚バリア機能の低下などが

創傷治癒の遅れにつながる[153]。糖尿病における創傷治癒の遅延メカニズムとして、有害

な老化細胞が、血管新生と細胞再生を阻害することにより，傷の修復を阻害することを明ら

かにした[193]。治療には血行再建(血流を良くする治療)細胞修復などが不可欠である。その

ため、増殖因子固定化した Nano gel emulsion で創傷治癒の促進し、難治性の糖尿病性褥瘡

の治療法の開発が期待される。 

そこで、本研究室では G/O という新たな経皮送達システムを開発した。G/O は、優れた

経皮吸収性、内包した物質の生理活性の維持、徐放性が確認された。本研究では、糖尿病モ

デルマウスの構築を行った。また、褥瘡モデルの構築を行い、G/O による糖尿病褥瘡モデル

の治療効果を検証した。 

 

6.2糖尿病マウスモデルの作製および褥瘡モデルの検討 

 

6.2.1目的 

安定的な糖尿病マウスモデルの構築条件を検討する。糖尿病褥瘡モデルの作製条件を検

討する。 

 

6.2.2実験方法 

[1]クエン酸バッファーの準備 

0.1mol/L クエン酸は 21.01 g のクエン酸一水和物（Citric Acid Monohydrate, C6H8O7・H2O, 

CAS No. 5949-29-1）を 800 mLの精製水に溶解し、精製水で全量を 1Lにする。0.1 mol/L 

クエン酸ナトリウムは 29.41 g のくえん酸三ナトリウム二水和物（Trisodium Citrate 

Dihydrate, C6H5Na3O7・2H2O, CAS No. 6132-04-3）を 800 mLの精製水に溶解し、精製水

で全量を 1Lにした。室温か冷蔵で保管した。0.1 mol/L クエン酸と 0.1 mol/L クエン酸ナ

トリウムを下表 Table 6-1に従って混合した。 
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Table 6-1 The composition of citrate buffer solution 

pH 0.1mol/L citric acid mL 0.1mol/L sodium citrate mL 

4.2 49.5 50.5 

 

[2]糖尿病マウスモデルの作製 

糖尿病マウスを誘導する方法は、一般的に以下の方法が使用される。 

1: 化学的誘導:ストレプトゾトシン (STZ): STZ は糖尿病を誘導するために広く使用され

る化学物質である。STZは高用量で単回または複数回投与され、膵島の β細胞を破壊し、

インスリン産生を減少させる。 

2: 遺伝子操作:遺伝子組み換えマウス: 特定の遺伝子変異を導入することによって、糖尿

病のモデルマウスを作成することができる。 

3: 栄養制御:高脂肪食または高糖食: 高脂肪食や高糖食をマウスに与えることにより、肥

満や 2型糖尿病を誘導することができる。 

STZ は膵島 β 細胞の迅速かつ不可逆的な細胞壊死を引き起こすため、1型糖尿病の実験的

動物モデルを作製するのに広く使用される。操作が簡単で、薬物用量が少なく、膵島 B細

胞を特異的に損傷し、薬物毒性が低い等のメリットも有する。本検討では STZ 投与量の

最適化検討を行なった。腹腔に低用量の STZ注射して構築することを目指した。 

Table 6-2に注射条件を示した。No treatment、クエン酸緩衝液のみ、STZ inクエン酸緩衝

20、40および 80 mg/kg(STZの質量/マウスの体重)STZの投与条件で検討を行った。 

マウス(ICR、雄、7週齢)を 10-12時間断食させた後、STZ inクエン酸緩衝液を腹腔内投与

した。動物を保定し、刺入部位を消毒し注射針を刺入した。注射針(26 G)を皮下に 5 mm

ほど進めた後注射針を立てて、腹腔内に針を進めた(二段階穿刺 Fig. 6-1)。内筒を引いて

血液や黄褐色の液体(腸管内容物)などが入ってこないことを確かめてから薬液を注入し、

針を回転させながら皮膚から抜いた。Day 3 に繰り返し注射を行なった。毎週断食後の体

重、血糖を測定した。糖尿病モデル作製における目標は、グルコース値が 350 mg/dL 以上

に維持していること、死亡率が低いこと、モデル化成功率が高いことである。床敷きや水

入れを UV で消毒した。オートクレーブ処理した水道水および十分な量のえさを与えた。 

 

Table 6-2 Injection condition 

Injection condition (n=3) 

Control 

0.1mol/L sodium citrate buffer(SCB) (PH 4.2) 

STZ in SCB (PH 4.2) 20 mg/kg 

STZ in SCB (PH 4.2) 40 mg/kg 

STZ in SCB (PH 4.2) 80 mg/kg 
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Fig. 6-1 Abdominal manipulation 

 

[3]血糖値の測定 

尾部から採血し、血糖値を測定した(Fig. 6-2)。具体的には、麻酔下にて実施し、尾根部か

ら先端に向かってアルコール綿で尾をよくこすった。乾燥したガーゼでアルコールをよ

く拭きとり、尾の先端から 1 mm部分の左右いずれかをカミソリで切った。手で血液を絞

り出し、横からセンサーに血液 1滴(> 0.4 μL)をつけ、血糖値を測定した。 

 

 

Fig. 6-2 The operation of blood glucose measurement. 

 

[4]褥瘡モデルの作製 

カミソリでマウス背中の毛を除去した。背中の両側皮膚をつまんで、2つの磁石 

(ネオジム磁石 φ12×1.5 NE059 , 61-9934-04 0.02N)で 両側から挟んで 12 時間圧迫、12時

間解放を三回繰り返した。 
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Fig. 6-3 Creation of a pressure ulcer model and detailed experimental schedule. 

 

 

[5] 免疫組織化学(IHC) 

皮膚標本は 10％のホルマリン中性緩衝液(FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation)で

固定され、パラフィンに埋め込まれた。H&E染色およびマッソントリクローム(MT)染

色を行い、皮膚組織断片の解析を行った。また、CD31、CD68 (Abcam)の IHC を行い分

析した。 

 

[6] 遺伝子発現解析(RT-qPCR) 

回収した皮膚試料からスピンカラム(NucleoSpin RNA; Macherey-Nagel、Düren、Germany)

を使用して Total RNA を抽出した。Total RNA から cDNA 逆転写キット(High capacity 

cDNA reverse transcription kit, Thermo Fisher Scientific Inc.、Waltham、MA、USA)を使用し

て cDNA を合成した。サンプルは PCR 処理まで−30℃で保存された。QuantStudio™3 リ

アルタイムPCRシステムとTaqMan Gene Expression Assay Kit(Thermo Fisher Scientific Inc.、

Waltham、MA、USA)を使用して PCRを行った。反応混合物には、1 μL の cDNA サンプ

ル、5 μL の TaqMan Fast Advanced Master Mixsolution、および 4 μL の Nuclease-free water

が含まれており、これらは TaqMan Gene Expression Assay プローブで事前にディスペン

スされたプレートに配置した(Thermo Fisher Scientific Inc.、Waltham、MA、USA)。40回

の増幅サイクルは、95℃で 1 秒、60℃で 20秒で構成された。遺伝子発現レベルを定量す

るために比較サイクルタイム(ΔΔCT)法が使用された。発現レベルは Gapdh で正規化さ

れ、健康の皮膚の正常な動物をキャリブレータサンプルとして使用した。 

 

[7] 酵素連結免疫吸着法(ELISA)解析 

創傷部および創傷周囲の背中の皮膚を回収し、600 μL の PBS 溶液中で切り刻んだ。断片

と溶液を遠心チューブに移し、300 × gで 5分間遠心分離した。上清液を採取し、解析ま

で−80℃で保存した。IL-6、bFGF、および TGF-β1の濃度を、ELISAキット(R&D Systems)

を使用して測定した。これらの炎症性サイトカインの濃度は標準曲線との相関から計算

され、結果を上清液の体積当たりのサイトカインの量(pg)で表した。 

 

 

retrieve retrieve 



第 6章 増殖因子カクテル G/Oの経皮投与による 

糖尿病褥瘡モデルの治療 

83 

 

6.2.3結果および考察 

80 mg/kg 群以外のグループは糖尿病の症状がなく、血糖値が 80-130 mg/dLの正常範囲内

であった。80 mg/kg 群のマウスは、Fig. 6-4 A で体重が減少した。Fig. 6-4 B において 80 

mg/kg 群のマウスは注射後 2 週間で血糖値の上昇を確認した。23 日時点で二匹のマウスの

血糖値が回復した。さらに、STZによる膵島破壊グループでは、膵島から既存の大量のイン

スリンが放出され、短期的に血糖値が下がった[194]。その後、80 mg/kg 群の 3 匹のマウス

はすべて 600 mg/dLを超える血糖値を維持した。これは、2ヵ月にわたって血糖値が維持さ

れていた。糖尿病マウスの死亡は発生しておらず、モデリング成功率は 100％であった。 

 

Fig. 6-4 Changes in body weight and blood glucose level with time in experimental mice.  

A: Body weight. B: Blood glucose level. Data are presented as the mean ± standard 

deviation. n = 4. 

 

Fig. 6-5 A に褥瘡モデルの時間経過の結果を示した。正常マウスの褥瘡モデル条件では、

かさぶたの形成が観察された。その後、かさぶたの組織が徐々に収縮し、18 日目には自然

に脱落が観察された。一方、糖尿病マウスの褥瘡モデル条件では、時間の経過とともに皮

膚の色が徐々に濃くなり、かさぶたの形成は観察されなかった。マウスの褥瘡の面積を測

定したところ、褥瘡形成後の最初の 12日間では、両条件の面積差はほとんどなかった 

(Fig. 6-5 B)。しかし、13日目以降、通常のマウスの損傷面積は明らかに減少し、糖尿病マ

ウスの褥瘡面積は明らかな変化が見られなかった。この結果から、通常のマウスの傷口の

自己治癒能力が糖尿病マウスよりも高いことが示された。 
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Fig. 6-5 Evaluation of the self-healing of pressure sores in healthy mice and diabetic mice.  

A: The representative photos of the skin wounds at different time point.  

B: Quantitative analysis of pressure ulcer area with time. Data are presented as the  

mean ± standard deviation. n = 2, **p < 0.01 , *** p < 0.005 . Scale bars: 10 mm. 

 

Fig. 6-6で H&E 染色の画像と定量分析の結果を示した。Fig. 6-6 Aの染色写真から、正常

褥瘡モデルと糖尿病性褥瘡モデルの両方で、褥瘡部位の皮膚構造が破壊されていることが

観察された。糖尿病性褥瘡モデルでは、褥瘡の周辺の皮膚で毛包と血管の数が明らかに減少

し、線維芽細胞の数も減少する。正常褥瘡モデルでは皮膚の付属器官が観察された。続いて、

皮膚組織の定量分析を行った。 

Fig. 6-6 Bで褥瘡部位の皮膚厚さを示した。正常褥瘡と糖尿病マウスの褥瘡モデルの両方

で、Day 12から Day 19まで褥瘡部位の皮膚厚さが増加していることが観察された。Day 12

から Day 19までの真皮の厚さには大きな変化は見られなかったが、正常のマウスの褥瘡モ

デルでは健康なマウスの皮膚よりも真皮の厚さが高いことが観察され、一方で糖尿病マウ

スの褥瘡モデルは全体的に健康なマウスの真皮の厚さよりも低いことが示された(Fig. 6-6 

C)。 

表皮の厚さの結果から、褥瘡モデルの表皮の厚さは通常のマウスの表皮よりも厚いこと

が示された。Day 12から Day 19まで、糖尿病性褥瘡モデルでは表皮の厚さが減少しており、

一方、通常のマウスの褥疮モデルでは明らかな変化は見られなかった(Fig. 6-6 D)。 
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健康なマウスの褥瘡モデルでは毛包の数が健康なマウスの皮膚の毛包の数よりも多く、

糖尿病マウスの褥瘡モデルでは毛包の数が最も少ないことが観察された。さらに、Day 12 か

ら Day 19まで、毛包の数に一定の増加が見られた(Fig. 6-6 E)。 

褥瘡の条件下での皮脂腺の数は健康な皮膚よりも少なく、通常のマウスの褥瘡モデルで

は糖尿病マウスの褥瘡モデルよりも高いことが示された(Fig. 6-6 F)。 

 

 

Fig. 6-6 Temporal changes of skin structure in pressure sore mice. A: Histological evaluation 

with H&E staining. B: Thickness of skin tissue at the pressure ulcer. C: Dermal 

thickness. D: Epidermal thickness. E: The number of Hair follicle. F: The number of 

sebaceous gland. Data are presented as the mean ± standard deviation. n= 2, *p < 0.05. 

Scale bars: 200 μm. 

 

 

Fig. 6-7 Aの結果では、青い染色はコラーゲンを示す。健康皮膚と比較して、褥瘡モデル
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ではコラーゲンの密度が低く、染色の色が薄く、コラーゲンの配列が乱れている。視覚的に

は、糖尿病モデルでは青色の深さと分布エリアが通常のマウスの褥瘡モデルよりも低いよ

うに見受けられた。 

Fig. 6-7 Bでは、画像解析に基づくコラーゲン含有量の解析結果を示す。正常褥瘡モデル

のコラーゲン含有量は健康なマウスの皮膚よりも低かった。Day 12 の段階では、正常マウ

スの褥瘡モデルは回復中に既に一部の自己修復能力を示している可能性があり、そのため

Day 12 から Day 19 までの間にコラーゲン含有量に顕著な差が見られなかった。しかし、糖

尿病では自己治癒能力が低いため、Day 12から Day 19 までの間にコラーゲン含有量が増加

する傾向が見られたが、全体的なコラーゲン含有量は通常のマウスの褥瘡モデルよりも低

いままであった。 

 

Fig. 6-7 Histological evaluation with Masson's trichrome staining. A: Skin collagen density. B: 

The content of collagen protein. Data are presented as the mean ± standard deviation. 

n= 3, *p < 0.05. Scale bar: 200 μm. 
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CD68 の結果を見ると(Fig. 6-8)、Day 12 から Day 19 まで、正常褥瘡モデルでは CD68 の

レベルが低下した。Day 19 までに、通常のマウスの褥瘡モデルの CD68 レベルは健康なマ

ウスの皮膚に近づいた。一方、糖尿病マウスでは CD68レベルが増加し続けており、これは

糖尿病マウスの慢性的な炎症の特徴に起因する可能性がある。全体的に、糖尿病性褥瘡マウ

スの CD68の発現は通常の褥瘡モデルのものよりも高かった。 

 

Fig. 6-8 CD68 staining of the mouse dorsal skin tissue. A: The skin tissues. B: The number of 

CD68. Data are presented as the mean ± standard deviation. n= 3, *p < 0.05.  

Scale bars: 200 μm. 

 

CD31 は主に血管内皮細胞と血小板(血小板ディスク)で発現する細胞膜タンパク質であり、

血管内皮細胞のマーカーとして広く使用される。CD31の結果から(Fig. 6-9)、褥瘡モデルで

は CD31 の発現が健康な皮膚よりも高い。Day 12から Day 19まで、正常なマウスの褥瘡モ

デルと糖尿病マウスの褥瘡モデルの両方で CD31の発現が減少した。ただし、正常なマウス

の褥瘡モデルでの減少幅は糖尿病マウスのモデルよりも大きかった。 
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Fig. 6-9 CD31 staining of the mouse dorsal skin tissue. A: The skin tissues. B: The number of 

CD31. Data are presented as the mean ± standard deviation. n= 3, *p < 0.05. Scale bars: 

200 μm. 

 

Fig. 6-10は皮膚の炎症因子と血管因子の RT-qPCR結果である。IL-6の結果(Fig. 6-10 A)に

よれば、健康の皮膚と比較して、正常な褥瘡モデルと糖尿病褥瘡モデルの IL-6 遺伝子発現

が上昇した。時間の経過と共に、褥瘡モデルでは IL-6 の減少が観察されたが、正常なマウ

スの方が糖尿病患者の方が減少が大きいかった。これは糖尿病患者の代謝異常が長期間続

いているため、炎症細胞のアポトーシスが遅れ、全身的な低レベルの炎症を引き起こす可能

性がある。 

bFGF は血管新生に関連する因子で、遺伝子発現の結果(Fig. 6-10 B)から、正常なマウスと

褥瘡モデルのマウスを比較すると、Day 12では両条件で差がなかったが、Day 19 では褥瘡

モデルのマウスの bFGFの発現量が正常なマウスよりも低いことが確認された。これは、糖

尿病モデルのマウスの血管修復能力が正常なマウスよりも低いことを示唆された。 



第 6章 増殖因子カクテル G/Oの経皮投与による 

糖尿病褥瘡モデルの治療 

89 

 

TGFb1の発現は、正常な褥瘡モデルと糖尿病褥瘡モデルの両方で上昇し、Day 12 から Day 

19 までの期間で上昇が観察された(Fig. 6-10 C)。 

 

 

Fig. 6-10 The expressions of IL-6, bFGF and TGFb1 purified from the skin wound tissue were 

determined by RT-qPCR. A: IL-6. B: bFGF. C: TGFb1. Data are presented as the mean 

± standard deviation. n= 2. 

 

Fig. 6-11は皮膚均質組織の ELISA 結果である。Day 12から Day 19の期間中、褥瘡条件下

での炎症因子 IL-6 の分泌が増加傾向を示し、糖尿病マウスの IL-6値が正常な褥瘡マウスよ

りも高いことが示された(Fig. 6-11 A)。 

bFGF に関しては、結果(Fig. 6-11 B)から、Day 12から Day 19 までの期間で、正常なマウ

スの褥瘡モデルの bFGFが上昇傾向にある。一方、糖尿病の褥瘡モデルでは bFGFの分泌が

減少傾向にあることが示された。正常なマウスは血管修復能力を示した。一方、糖尿病マウ

スは bFGF の分泌が減少しており、血管修復が行われていないことが示唆された。 
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TGFb1に関しては、結果(Fig. 6-11 C)から褥瘡モデルでは TGFb1 が正常なマウスよりも高

く、TGFb1の増加が観察されたが、糖尿病の増加は顕著ではないことが示された。モデルで

は TGFb1 が正常なマウスよりも高く、TGFb1の増加が観察された。 

 

Fig. 6-11 Levels of cytokines in wound homogenates measured using ELISA, including  

A: IL-6, B: bFGF and C: TGFb1. Data are presented as the mean ± standard 

deviation. n= 2.  

6.2.4 本節のまとめ 

80 mg/kgの投与で糖尿病症状が現れ、血糖値が 2ヵ月以上 600 mg/dL 以上を維持した。 

モデルの死亡はなく、モデリング成功率は 100％だった。糖尿病モデルでは健康なモデル

よりも治癒が遅れた。糖尿病モデルでは皮膚組織の損傷が顕著で、毛包や血管の減少が観

察された。モデルでは皮膚組織の褥瘡部位の皮膚厚さが増加し、コラーゲン密度が低下。

糖尿病モデルでは炎症マーカー(CD68)が正常マウスよりも高く、血管新生(CD31)が低下す
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ることが示唆された。IL-6および TGF-β1の発現が増加し、bFGFの発現が低下、IL-6分

泌が増加し、糖尿病モデルでは bFGFの分泌が減少することが示唆された。糖尿病褥瘡の

損傷面積の減少が遅い、M1が長期間的に存在する、また、ラーゲンの含有量が低下、血

管の自己修復能力が低いことが示唆された。これは糖尿病性創傷の特徴と一致する。 

 

6.3 増殖因子カクテル G/Oの経皮送達による糖尿病褥瘡モデルの治療 

6.3.1目的 

難治性糖尿病性慢性潰瘍は、多くの糖尿病患者にとって破壊的な疾患であり、その罹患率

と発症率は増加している。難治性糖尿病性慢性潰瘍の複雑な病理生理学的環境は、有効な治

療法を見つけることを難しい。局所生体材料の利用が注目されている。ここでは、増殖因子

を局所的に透皮的に投与できる G/O を提供し、正常のマウスの床ずれ傷と糖尿病のマウス

の床ずれ傷にそれぞれ治療を行い、マクロな外観と床ずれ面積の変化を観察した。皮膚の組

織切片から皮膚の構造とコラーゲンの変化を観察した。免疫染色切片から CD68 および

CD31のレベルを測定した。RT-qPCRおよび ELISAを使用して IL-6、bFGF、および TGFb1

の発現と合成を分析した。 

6.3.2実験方法 

6.2.2[1]-[7]と同様の方法で実験を実施した。 

 

[8]増殖因子カクテルの G/O の作製 

50 mM MES bufferにヘパリン、EDC、NHSを質量比でそれぞれ 10：10：6となるように

添加し(ボルテックス)、ヘパリン濃度が 10 mg/mL のヘパリン/EDC/NHS 溶液を作製後、

30 分間冷蔵庫内で静置した。IPM に ER-290 を 50 mg/mL となるように溶解させた。

PBS[-]1.8 mLにゼラチン粉 0.105 gをインキュベーター内で溶解させた(架橋剤を加えたと

きにゼラチンが終濃度 5%となるようにした)。超音波処理の直前に増殖因子(VEGF、EGF、

bFGF、TGFb1、IGF-α、PDGF)を水相に添加し十分にピペッティングを行った。油相 2000 

µL と水相 1000 µL を混合した(水相：油相＝1：2)。超音波ホモジナイザー(Sonifier 250, 

Branson Ultrasonics Co., Danbury, CT, USA)を用いて 3分間処理した(Duty cycle: 70%, Output 

control: 7, インターバル：30秒間)。4℃下で冷却した。 

 

[9]褥瘡マウスの治療 

増殖因子固定化 G/O をサンプルチューブに当量ずつ分け、5000 rpmで 7分間遠心分離し

た後、上澄み液を 200 µL吸引除去した。2.5×3.0 cm2に切った滅菌済みガーゼを医療用テ

ープの中央に固定し、抗菌剤(フェニバックス、5 mg/mL)を含んだ滅菌水約 250 µL を染み

込ませ、作製した G/O をガーゼに塗布した。マウスの背中にサージカルテープを巻き、

その上から粘着性布伸縮包帯で巻き付けた。3日後に塗布の作業を繰り返した。G/O治療

7 日後の褥瘡の皮膚を回収した。皮膚中のサイトカインを評価するために ELISA および

RT-qPCRを行った。各条件の経皮投与を行ったヘアレスマウスの塗布部位(背中皮膚)を摘

出し、10％中性緩衝ホルマリン液で組織を固定した(過固定防止のため固定後 PBSで置換
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した)。その際、摘出した皮膚が丸まらないように、発砲スチロールの台座に待ち針で 3ま

たは４隅刺した状態で浸した。免疫染色(CD31、CD68)とマッソントリクローム染色と

H&E染色を行なった。 

 

 

 
Fig. 6-12 Creation of a pressure ulcer model and detailed experimental schedule. 

 

 

Table 6-3 Experimental conditions 

 G/O application 

Healthy mouse a - 

Pressure ulcer healthy mouse b - c + 

Pressure ulcer diabetic mouse d - e + 

 

 

6.3.3 結果およぼ考察 

増殖因子カクテル G/O の慢性の褥瘡に対する修復効果を研究するために、通常のマウス

の褥瘡モデルと糖尿病のマウスの褥瘡モデルを使用して実験を行った。マウスは 5 つのグ

ループに分けられ、健康なマウスの皮膚を対照群として使用した。残りのマウスを通常のマ

ウスの褥瘡群(未治療)、通常のマウスの褥瘡モデル(G/O 治療)、糖尿病のマウスの圧瘡モデ

ル(未治療)、および糖尿病のマウスの圧瘡モデル(G/O治療)に分類した。治療後の 4日、7日、

および 10日に写真を撮影してこれらのグループの傷の治癒進行を記録した。未治療の褥瘡

グループと比較して、G/O 治療グループでは圧瘡のサイズが小さくなったことが観察され

た(Fig. 6-13 A)。褥瘡の面積の結果(Fig. 6-13 B)から、糖尿病性褥瘡(治療なし)の面積の減少

能力が最も低かった。正常圧瘡と糖尿病の圧瘡において、G/O治療条件下で傷の面積の治癒

率が約 50％に達した。 

 

 

retrieve retrieve 

G/O  

treatment 

G/O  

treatment 

Day 7 

retrieve 

Day 10 
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Fig. 6-13 Evaluation of chronic wound healing in different groups. A: The representative photos   

of the skin wounds during the treatment. B: Quantitative analysis of the wound closure 

under different conditions. Data are presented as the mean ± standard deviation.  

n = 3. 

 

H&E 染色を通じて、褥瘡の治癒の病理学的変化、皮膚構造と皮膚付属器官の定量評価を

行なった(Fig. 6-14)。褥瘡状態の厚さは増加し、G/O 治療された条件では未処理条件と比較

して褥瘡部位の皮膚の厚さが増加した。ただし、糖尿病のマウスの褥瘡条件の総厚さは正常

マウスの褥瘡モデルよりも低かった(Fig. 6-14 B)。真皮と表皮の厚さは、未治療グループと

比較して、G/O 治療の Pressure ulcer healthy mouse(GFs cocktail G/O)および Pressure ulcer 

diabetic mouse(GFs cocktail G/O)の条件で減少した(Fig. 6-14 C D)。 Pressure ulcer healthy 

mouse(GFs cocktail G/O)の毛包数は、未治療の Pressure ulcer healthy mouse(No treatment)と比

較して増加したが、Pressure ulcer diabetic mouse(GFs cocktail G/O)は Pressure ulcer diabetic 

mouse(No treatment)と比較して減少した(Fig. 6-14 E)。脂腺に関して、Pressure ulcer healthy 
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mouse(GFs cocktail G/O)および Pressure ulcer diabetic mouse(GFs cocktail G/O)の両方が未治療

の褥瘡条件と比較して減少した(Fig. 6-14 F)。 

 

 

Fig. 6-14 Temporal changes of skin structure in pressure sore mice. A: Histological evaluation 

with HE staining. B: Thickness of skin tissue at the pressure ulcer. C: Dermal 

thickness. D: Epidermal thickness. E: The number of hair follicle. F: The number of 

sebaceous gland. Data are presented as the mean ± standard deviation. n= 2, *p < 

0.05 , ** p < 0.01. Scale bars: 200 μm. 

 

マッソントリクローム染色の写真から褥瘡モデルではコラーゲンの配置が乱れ、変形し、

減少した(青色が薄い) (Fig. 6-15 A)。コラーゲン含有量の結果を見ると(Fig. 6-15 B)、正常マ

ウスおよび糖尿病のマウスの褥瘡モデルの両方で、G/O 治療群のコラーゲン含有量は未治

療群よりも高かったことから、増殖因子G/Oが皮膚のコラーゲン修復に対する効果があり、

難治性の皮膚損傷にも修復効果があることが示唆された。 
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Fig. 6-15 Histological evaluation with Masson's trichrome staining. A: the skin tissues.  

B: The content of collagen protein. Data are presented as the mean ± standard 

deviation. n= 3, *p < 0.05 , ** p < 0.01. Scale bars: 200 μm. 

 

Fig. 6-16 で、G/O の治療条件が正常および糖尿病マウスの褥瘡モデルの傷口領域におけ

る CD68 のレベルを示した。褥瘡マウスでは CD68レベルが正常なマウスの健康な皮膚と比

較して明らかに増加した。それぞれの未治療の対照と比較して、G/O治療グループではCD68

レベルが低下していることが示された(Fig. 6-16 B)。 
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Fig. 6-16 CD68 staining of the mouse dorsal skin tissue. A: The skin tissues. B: Amount of CD68 

at different groups. Data are presented as the mean ± standard deviation. n= 3, *p < 

0.05, ****p < 0.001. Scale bars: 200 μm. 

 

CD31は血管と内皮細胞を追跡する典型的なマーカーである。この研究の結果から、健康

なマウスの皮膚と比較して、褥瘡を持つマウスの CD31のレベルが著しく上昇していること

が示された。各々の未治療の対照群と比較して、G/O 治療群の CD31 のレベルが減少した

(Fig. 6-17 B)。 
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Fig. 6-17 CD31 staining of the mouse dorsal skin tissue. A: The skin tissues. B: Amount of CD31 

at different groups. Data are presented as the mean ± standard deviation. n= 2, *p < 

0.05 , ** p < 0.01, **** p < 0.001 . Scale bars: 200 μm. 

 

Fig. 6-18 で創傷部位のサイトカインの mRNA 発現を示した。正常褥瘡モデル(治療なし)

と比較して、GF カクテル G/Oを受けた正常褥瘡モデルでは IL6 が上昇した。糖尿病条件下

では、G/O の治療の有無に関係なく、IL6 の発現に明らかな変化はなかった(Fig. 6-18 A)。

bFGF の発現は、GF カクテル G/O を受けた正常褥瘡モデルと治療を受けていない正常褥瘡

モデルと比較して上昇した。しかし、GFカクテル G/Oを受けた糖尿病褥瘡マウスでは、治

療を受けていない圧力性潰瘍の糖尿病マウスと比較して bFGF の発現が低下した(Fig. 6-18 

B)。TGFb1 の発現は、GFカクテル G/O を受けた正常褥瘡モデルと治療を受けていない正常

褥瘡モデルと比較して上昇した。一方、GF カクテル G/O を受けた糖尿病褥瘡マウスでは、

治療を受けていない糖尿病褥瘡マウスと比較して TGFb1の発現が低下した(Fig. 6-18 C)。 

 



第 6章 増殖因子カクテル G/Oの経皮投与による 

糖尿病褥瘡モデルの治療 

98 

 

 

Fig. 6-18 The expressions of different cytokines at wound site determined by RT-qPCR. A: IL-6. 

B: bFGF. C: TGFb1. Data are presented as the mean ± standard deviation. n= 3, *p < 

0.05 , ** p < 0.01. 

 

Fig. 6-19は皮膚組織の ELISA結果である。Pressure ulcer healthy mouse(GFs cocktail G/O)お

よび Pressure ulcer diabetic mouse(GFs cocktail G/O)は、それぞれの未治療の対照条件と比較し

て炎症因子 IL-6の分泌が増加した。ただし、Pressure ulcer diabetic mouseの IL-6の分泌は全

体的に Pressure ulcer healthy mouseよりも低い傾向にあった(Fig. 6-19 A)。bFGFの分泌に関

しては、Pressure ulcer healthy mouse(No treatment)と Pressure ulcer healthy mouse(GFs cocktail 

G/O)には明らかな違いがなかった。ただし、Pressure ulcer healthy mouse(GFs cocktail G/O)は

Pressure ulcer healthy mouse(No treatment)と比較して bFGF の分泌が上昇していることが観察

された(Fig. 6-19 B)。Pressure ulcer healthy mouse(GFs cocktail G/O)および Pressure ulcer diabetic 

mouse(GFs cocktail G/O)は、それぞれの未治療の対照条件と比較して炎症因子 TGFb1 の分泌

が増加した。 
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Fig. 6-19 Levels of cytokines in wound homogenates measured using ELISA. A: IL-6, B: bFGF  

      C: TGFb1. Data are presented as the mean ± standard deviation. n= 3, *p < 0.05 ,  

** p < 0.01, **** p < 0.001 . 

6.3.4 本節のまとめ 

本研究では、増殖因子カクテルG/Oによって難治性糖尿病褥瘡の治療を期待しています。

正常褥瘡のM１の抑制、M2(修復·再生)の促進することが示唆された。糖尿病の場合、M1 は

抑制されるが、M2 の促進作用は観察されなかった。G/O は正常褥瘡の血管、毛包、脂腺、

コラーゲの修復能力を示唆された。難治性の褥瘡に対して増殖因子カクテル化 G/O の長期

間的投与によって組織の修復、治療プロセス、血管の修復を促進することが期待された。 

 

6.4考察 
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理論的には、正常な傷口の治癒は複雑なプロセスであり、異なる細胞タイプ、ECM、サイ

トカイン、および増殖因子の間には動態な相互作用が存在する。正常な傷口治癒反応の特徴

は、凝固の形成から炎症段階、修復段階、最後に再構築への進展する。凝血プロセスでは、

傷口部位に最初に到達する細胞は血小板であり、これらは PDGF、TGFb1、EGF、および FGF

などを放出し、炎症プロセスをサポートする[132,195]。炎症段階は止血後すぐに発生し、そ

の特徴は血管が炎症物質を運び、細胞が損傷部位に移動する。血管新生と透過性の刺激によ

り、血流中の細胞と分子が傷口部位に進入する[196]。中性球は微生物感染と巨噬細胞に対

抗し、TGFb1、VEGF、および FGF の分泌により血管新生を刺激し、TNF-αを生成し、壊死

組織を分解し、線維芽細胞の増殖を促進してコラーゲンを生成する[197]。皮膚傷口は 2 週

間後に収縮を開始する。角質形成細胞の移動、分化、および増殖に伴い、傷口表面領域に沿

って層状の表皮が形成され、上皮再形成が発生し、新しい組織に覆いかぶさる[198]。傷口治

癒プロセスの最後の段階(6-24ヶ月継続)は傷口再構築である。この段階では、肉芽組織が形

成され、同時に PDGF および TGFb1 によって仲介される I型コラーゲン(III型コラーゲンに

置き換えられる)によって ECMが置き換えられる。 

糖尿病性慢性傷口では、巨噬細胞の機能の乱れにより炎症段階が延長され、これが進行を

妨げる[199]。糖尿病状態では M1 巨噬細胞の貪食速度が通常の状態よりも 5 倍以上遅くな

り、これにより傷口の壊死組織とアポトーシス細胞のクリアランス速度が減少し、炎症因子

が持続的に放出される可能性がある。M1表現型から M2表現型への転換が阻害され、抗炎

症サイトカインおよび増殖因子の分泌不足により、正常な組織形成が失敗し、最終的に糖尿

病の治癒時間が延長する[200]。 

正常褥瘡と糖尿病褥瘡の自己治癒プロセスの多くの指標の比較について議論した。その

後、増殖因子カクテル化 G/O の塗布投与が通正常褥瘡モデルと糖尿病褥瘡マウスに対する

1 週間の治療効果についても議論した。 

Fig. 6-5の褥瘡モデルの損傷面積の自己治癒の変化の結果は、通常のマウスの褥瘡の面積

が糖尿病褥瘡マウスよりも速く減少することを示した。糖尿病は傷口の治癒を妨げる可能

性があり、なぜならばそれは線維芽細胞の分布、表皮細胞の成長、血管新生、および組織の

成熟を遅らせ、さらに傷口の収縮と再上皮化を減少させるからである[201]。一方で 

Fig. 6-13の治療群の面積結果では、増殖因子カクテル化 G/Oの 1週間の塗布治療において、

正常褥瘡と糖尿病褥瘡の損傷面積の減少速度が加速したことが示された。これは増殖因子

カクテル化 G/O が傷口治療において潜在的な効果を持っていることを示している。送達さ

れる 6つの増殖因子には、VEGF、EGF、bFGF、TGFb1、IGF-α、および PDGF-BBが含まれ

る。VEGFは治癒に重要な影響を与え、血管新生をサポートする。VEGFは糖尿病傷口の毛

細血管密度を増加させ、損傷した組織の血液灌漑と代謝を改善する。これは傷口部位の血流

再構築と通透性の主要な調節因子であり、肉芽組織の形成にも関与する。局所の傷口での

VEGFレベルの相対的な低さは、糖尿病によって傷口治癒が損なわれているためである[202]。

EGF は表皮細胞、細胞運動、細胞移動、間質再生、血管新生、および細胞増殖を促進する

[203]。IGF-αは細胞粒子形成および上皮再生、内皮細胞の化学性刺激、および角質形成細胞

および線維芽細胞の増殖を通じて傷口治癒を促進する[9]。報告によれば、糖尿病動物およ

び人間の傷口組織では、IGF-α および TGF-b1のレベルが低下し、傷口治癒プロセスが遅延

する可能性がある[204]。血小板は PDGF を放出し、これは線維芽細胞の成熟を誘導し、マ

トリックスの生成と結合組織の成熟を促進する。PDGFはコラーゲンの合成を促進する。こ

れは傷口治癒プロセスで線維芽細胞の移動と増殖、肉芽組織のタンパク質生成、および一時
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的な ECMと血管新生の鍵となる媒体として機能する。PDGF を使用したさまざまな臨床研

究は、治癒時間を短縮できる可能性があることを示す[136]。そのため、血管新生を制御し、

それによって肉芽組織の形成に影響を与えることは、糖尿病性損傷の傷口治癒を治療する

ための戦略として期待される。 

自己治癒実験では、組織学的な観点から肉芽組織の充実状況が観察された。皮膚構造の定

量的な結果では、糖尿病褥瘡のグループでは大量の炎症細胞が浸潤している。糖尿病マウス

は治癒が遅れ、真皮は弛緩し、新しい血管と炎症細胞が線維芽細胞に埋め込まれているよう

に見えた。褥瘡の皮膚の厚さが増すのは皮膚充血のためで、新生肉芽組織が生成された(Fig. 

6-6 A)。真皮の厚さは正常褥瘡が糖尿病褥瘡よりも高いことが示された(Fig. 6-6 B)。これは

コラーゲンの沈着に起因しており、マッソントリクローム染色法によるコラーゲンの可視

化の結果もこれを裏付ける。自己治癒実験では、正常褥瘡のコラーゲン蛋白の修復速度が糖

尿病マウスよりも高いことが確認された(Fig. 6-7)。研究によれば、糖尿病の傷口治癒はコラ

ーゲンの減少、新生肉芽組織の数量減少、線維芽細胞の移動および増殖の減少など、さまざ

まな生理学的要因の影響を受ける[201]。表皮の厚さについては、褥瘡の存在により、正常褥

瘡と糖尿病褥瘡の違いが観察されなかった(Fig. 6-6 D)。皮膚の毛包と皮脂腺の結果からは、

正常褥瘡の修復能力が糖尿病褥瘡よりも高いことが示された(Fig. 6-6 E F)。 

治療実験(Fig. 6-14)の結果では、正常褥瘡と糖尿病褥瘡の治療グループはそれぞれの未治

療グループと比較して、炎症細胞の浸潤が改善され、治療グループの潰瘍の厚さには差が見

られなかった(Fig. 6-14 B)。ただし、表皮と真皮の厚さは治療グループで異常な肥厚が抑制

されていることが観察された(Fig. 6-14 C D)。正常褥瘡の治療グループでは毛包の修復効果

が観察されたが、糖尿病モデルのマウスでは治療グループの毛包の数が対照群よりも低か

った。正常褥瘡と糖尿病褥瘡の治療グループでは、皮脂腺の異常な増殖が抑制されているこ

とが観察された。この実験の褥瘡モデルは部分的に損傷したモデルであるため、皮膚の毛包

と脂腺は皮膚に留まるが、既に壊死が発生している可能性がある。EGF が皮脂腺および毛

包中の EGF 受容体（EGF-R）と結合し、毛包および皮脂腺を修復し、毛包および皮脂腺を

成長サイクルに活性化させるとの報告がある[205]。したがって、増殖因子の送達による治

療効果により、褥瘡治療グループの毛包と脂腺は正常な成長サイクルに入るため、未治療グ

ループよりも数が少なくなる可能性がある(Fig. 6-14 E F)。マッソントリクローム染色法に

よるコラーゲン可視化の結果は(Fig. 6-15)、対照傷口と比較して、正常褥瘡でも糖尿病褥瘡

でも、コラーゲン繊維の形成が著しく増加していることを示した。EGF は、角質形成細胞、

上皮細胞、内皮細胞、および線維芽細胞など、さまざまなタイプの細胞の増殖と移動を刺激

することにより、傷口治癒に重要な役割を果たすと報告される。EGF はより良い真皮再生

を促進し、傷口治癒に関連する傷口収縮の水準を加速させる。コラーゲンの沈着と筋線維芽

細胞の増殖を誘導された。EGF などの多くの成長因子の分解は、難治性の糖尿病潰瘍性傷

口を引き起こす可能性がある。多くの研究が EGF 治療が糖尿病傷口モデルに対して有益で

あることを示す。Zhang らは、EGF が糖尿病傷口治癒を改善する以下の方法を発見した：肉

芽組織の形成の増加、コラーゲンの均一性および細胞外基質の増加、線維芽細胞の数の増加

および線維芽細胞の形態の改善および傷口内の毛細血管の数の増加した。EGF はまた、炎

症細胞を傷口から移動させ、傷口の微細な環境と組織の栄養状態を改善することができる

[206]。Tsang らは、EGF が傷口治癒を促進し、傷口治癒時間を短縮する可能性があることを

発見した[207]。 

血管新生のトレーニング中に直面する重要な問題は、慢性傷口の治療である。これはまた、
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糖尿病患者にとっても臨床的に重大な問題であり、臨床試験では血管形成を改善する治療

法が深刻な皮膚傷口および糖尿病性潰瘍患者の予後を改善できることが示される。糖尿病

傷口の環境では、機能の障害が傷口治癒のすべての段階に影響を与え、糖尿病傷口は完全に

修復の段階に進展することができない[204]。以前の研究では、DFU の治癒不良の原因とし

て、微生物の侵入、上皮細胞の破壊、免疫機能の損傷など、いくつかの要因が特定されてい

る[208]。すべての糖尿病潰瘍に影響を与える潜在的な要因の 1 つは、血管循環の損傷であ

り、これが不十分な治癒をもたらす可能性がある。CD31の結果によると、圧疮モデルでは、

時間の経過とともに、正常褥瘡と糖尿病褥瘡の CD31 の結果が低下していることが示された

(Fig. 6-9)。CD31 の低下の主な原因には 3 つの可能性がある。1 つは血管の損傷または退化

であり、CD31は通常、内皮細胞上で発現し、血管の構造と機能を維持するために使用され

る。血管が退化または損傷すると、CD31 の発現が低下する可能性がある。2 つ目の可能性

は、炎症反応が CD31の発現の減少を引き起こす可能性がある。炎症プロセスでは、免疫細

胞と炎症性媒体の放出が内皮細胞上の CD31の発現の減少をもたらす可能性がある。3つ目

の可能性は、血管の成熟によるもので、CD31 の発現が低下する可能性がある。血管新生を

促進する因子 bFGFの mRNA発現と ELISAによるタンパク質分泌の結果を組み合わせると

(Fig. 6-10 B, 6-11 B)、正常褥瘡は上昇傾向にあるが、糖尿病モデルのマウスでは bFGF の分

泌が減少する。炎症を特徴づける CD68の染色結果(Fig. 6-8 B)も、正常褥瘡の炎症が経時的

に CD68 が減少し、糖尿病の CD68が経時的に増加することを示す。また、糖尿病が炎症段

階をさらに延長する可能性があると報告されている[209]。したがって、本研究では、正常褥

瘡傷口は炎症反応の減少により、成熟した血管が成長因子を安定して分泌できるため、CD31

の発現が低下する可能性があると考える。糖尿病傷口は長期にわたる炎症の間、血管が損傷

されるため、CD31 の発現が低下し、bFGF の分泌も減少した。したがって、糖尿病潰瘍に

影響を与える潜在的な要因の 1つは、血管循環の損傷であり、これが不十分な治癒をもたら

す可能性がある。 

治療グループの結果(Fig. 6-17)では、正常褥瘡と糖尿病褥瘡の治療グループは、それぞれ

の対応する治療対照グループと比較して CD68(Fig. 6-16)および CD31 が低下することが示

唆された(Fig. 6-17)。糖尿病褥瘡傷口の治療グループでは bFGFの分泌が増加する(Fig. 6-19)。

G/O治療が糖尿病損傷の改善に寄与していることが示された。 

糖尿病は炎症段階をさらに延長する可能性がある[210]。実際、炎症段階は治癒プロセス

中に促炎性サイトカインの発現/合成を増強する。したがって、傷口治癒プロセスでは、促

炎性サイトカインが組織損傷を抑制し、炎症を延長する可能性がある[211,212]。一方で、以

前の研究では促炎性サイトカインが早期の傷口治癒を加速する可能性があることが示され

た[210,211]。本研究の自然治癒研究の結果によると(Fig. 6-10A, 6-11A)、時間の経過とともに、

正常褥瘡モデルの IL-6 遺伝子発現が減少し、糖尿病は長期にわたる慢性炎症なので、糖尿

病の IL-6遺伝子発現は大きな変化がなかった。正常褥瘡と糖尿病褥瘡の IL-6 タンパク質の

合成は増加し、糖尿病傷口の IL-6 合成は通常の傷口よりも大きいである。研究によれば、

糖尿病ラットは健康なラットと比較して促炎性サイトカインの合成が増加し、これが傷口

治癒プロセスの遅延につながる可能性がある[212]。さらに、高血糖は促炎性サイトカイン

を増加させ、酸化と炎症ストレスをさらに悪化させる可能性がある[135,213]。これは本研究

結果と一致する。治療結果では、対応する未治療グループと比較して、正常褥瘡では IL-6の

合成と発現が増加した。糖尿病傷口治療グループでは IL-6 の発現がわずかに上昇し、IL-6

の分泌が顕著に増加した(Fig. 6-18, 6-19 A)。IL-6は促炎性サイトカインであり、治療グルー
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プでの上昇は G/O が慢性褥瘡の治癒プロセスを促進する可能性が示唆された。 

自己治癒実験の結果(Fig. 6-10 C, 6-11 C)では、通常の傷口と糖尿病の傷口の TGFb1 の発

現が上昇するが、正常褥瘡では TGFb1 の分泌と発現が一致して上昇しており、糖尿病褥瘡

では明らかな TGFb1の増加は見られなかった。TGFb1 は炎症と免疫調節において複雑で多

様な役割を果たす。TGFb1 は特定の炎症細胞(マクロファージや T 細胞など)の活性化を抑

制し、炎症反応を軽減することができる。TGF-β1 は免疫バランスを維持し、過剰な炎症反

応や自己免疫疾患の発生を防ぐのに役立つ。ただし、TGFb1には促炎の作用もあり、炎症細

胞の活性化や炎症性サイトカインの産生を促進する。したがって、通常のマウスは増殖期に

入っている可能性があるが、糖尿病のマウスはまだ炎症期にある。 

治療実験の結果(Fig. 6-18 C, 6-19 C)では、正常褥瘡治療グループでは TGFb1の発現と合

成が未治療のグループよりも高くなった。G/O治療により、TGFb1 の発現が減少したが、合

成は増加した。これはG/O治療が通常の圧疮傷口の治療プロセスを加速できることを示す。

また、G/O 治療が糖尿病褥瘡における異常な細胞因子の発現を改善できる可能性がある。 

 

6.5 本章のまとめ 

この研究では、正常褥瘡と糖尿病褥瘡の自己治癒速度の違いを証明した。糖尿病マウスは

長期間にわたり炎症状態にあるため、治癒と修復が遅れる。私たちが開発した精緻な投与キ

ャリアである G/O は、六つの増殖因子を搭載し、正常褥瘡モデルと糖尿病性褥瘡傷口に対

して処理を行なった。結果は、難治性の褥瘡に対して、増殖因子カクテルである G/O が促

進作用を示すことを示唆された。正常褥瘡だけでなく、糖尿病性の傷口に対しても調節およ

び促進作用を示す。この研究は、局所治療が主に炎症を減少させることによって治癒を促進

する新しいアプローチへつながるものである。 
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第7章 結論と未来の展望 

 

7.1 結論 

 

本論文の研究から、増殖因子の TDDS としての G/O の開発を行った。また、G/O を用い

て急性皮膚損傷と慢性皮膚損傷の治療を行った。第 3章により、増殖因子の効果的な輸送を

可能にする G/O が開発され、治療の実現可能な手段が提供された。第 4 章のさらなる研究

において、G/O の経皮送達方式を用いて bFGFが送達され、その結果、皮下での血管新生が

誘導されることが確認され、これが虚血性疾患の治療において新しいアプローチを提供し

た。第 5 章と第 6 章では、増殖因子カクテル G/O が創傷の治療と予防において果たす役割

について検討した。UVB 誘発の急性皮膚損傷の予防と修復に使用され、皮膚の健康を保護

する潜在力を示した。また、増殖因子カクテル G/O が糖尿病性褥瘡の治療に応用され、糖

尿病慢性の皮膚損傷に対する新しい治療法が提供された。 

以下に各章で得られた結果をまとめた。 

第 3章: 

増殖因子の効果的な送達を可能に TDDS 薬物送達システムとして、G/O を開発した。調

整されたナノゲル粒子はW/Oよりも相対的に固く、内水相がゲル化した G/O エマルション

の開発が示唆された。ゼラチンを油中にナノサイズで分散させたG/Oの作製が可能であり、

その粒子径は約 120 nmで高い粒子安定性を有することから TDDSキャリアとしての応用が

可能であることが期待された。また、粒子表面が疎水性界面活性剤で被覆され油中に分散し

ていることから親水性薬物の皮膚浸透性を向上することができ、経皮吸収基材として有望

なキャリアであることが示された。 

第 4章: 

bFGF の濃度を変えるだけで、そしてそれにより血管密度を制御できることを示した。ま

た、繰り返しコーティングすることによって血管密度を高めることも可能である。bFGF固

定化 G/O を皮膚に塗布することによって高い血管新生誘導効果があるから、G/O に固定さ

れた bFGF がゲルから放出され、細胞表面に到達し、かつ作用することが確認された。また、

G/Oは血管生成の持続的な促進作用を示した。G/O の経皮送達は生体親和性があり、正常な

皮膚のバランスを保たれた。 

第 5章: 

この研究では、UVB に誘導された皮膚損傷、例えば紅斑、皮膚の水分減少、炎症、およ

び表皮真皮層の増厚を、G/O の投与によって軽減できることを示した。また、G/Oは、UVB

に誘導された毛包損傷による異常な毛包増殖を予防および治療することもできる。さらに、

G/Oは皮脂腺の修復の潜在能力も示す。したがって、この研究は、経皮的に GF 機能化され

た G/O ナノゲルの皮下移植新技術を提案し、創傷治療および再生医学の分野で重要な意義

を有する。 

第 6章: 

この研究では、正常褥瘡と糖尿病褥瘡の自己治癒速度の違いを証明した。糖尿病マウスは

長期間にわたり炎症状態にあるため、治癒と修復が遅れる。私たちが開発した精緻な投与キ

ャリアである G/O は、六つの増殖因子をカクテルし、正常褥瘡モデル傷口と糖尿病性褥瘡
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傷口に対して処理を行なった。結果は、難治性の褥瘡傷口に対して、増殖因子カクテルであ

る G/O が促進作用を示すことを示唆された。正常褥瘡だけでなく、糖尿病性の傷口に対し

ても調節および促進作用を示す。この研究は、局所治療が主に炎症を減少させることによっ

て治癒を促進する新しいアプローチを提案する。 
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7.2 将来の展望 

本論文の研究結果を総合すると、G/Oの有する増殖因子の TDDSとして有効性を示した。

多様な皮膚問題の治療に優れた可能性を示した。この革新的な薬物送達システムは、血管新

生の促進、紫外線損傷の修復、糖尿病性褥瘡の治療などにおいて新しい有効な手段を提供す

る。しかし、将来の研究はそのメカニズムの探究、性能の最適化、より包括的でシステム的

な安全性評価に焦点を当てる必要がある。これにより、G/O が将来の皮膚治療手段としての

革新的で安全な選択肢となることが期待される。 

これらの研究は期待される成果を上げるが、さらなる研究と改良が必要である。まず第一

に、G/Oの薬物放出のメカニズムをさらに探究し、より精密な薬物送達と放出速度の制御を

実現するための研究が必要である。次に、異なる種類の成長因子や薬物に対して、この送達

システム内での最適な組み合わせと濃度を詳細に研究し、治療効果を向上させる。さらに、

このシステムの長期使用における生体適合性と安全性の評価を強化し、臨床応用の実現可

能性を確認するべきである。 

将来の研究では、以下の方向に焦点を当て、この分野をさらに推進することが期待され

る： 

長期的な安全性の研究：これらの TDDS システムの長期的な安全性に関する深い研究を

進め、臨床応用での信頼性と安全性を確保する。 

マルチファクターの組み合わせ治療の探求：G/O 送達におけるマルチファクターの組み

合わせ治療の研究を進め、治療効果を向上させるとともに、特に複雑な疾患や慢性病例に対

応する。 

ナノテクノロジーと生物学のクロスオーバー研究：ナノテクノロジーと生物学のクロス

オーバー研究を進め、これらの新しい送達システムと生体との相互作用メカニズムを深化

させ、より精密な治療に理論的なサポートを提供する。 

将来の研究では、このシステムの広範な応用可能性を確認するために、異なる疾患モデル

での適用を強化することができる。同時に、光療法や他の薬物など、他の治療手段と組み合

わせて、このシステムの治療範囲を拡大することが考えられる。最終的には、臨床試験の進

展が、この治療法の実際の適用に対するより直接的で信頼性のある証拠を提供する。臨床に

新たな展望をもたらすことが期待される。 
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