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Thesis

緒　言

　局所陰圧閉鎖療法（negative pressure wound therapy, 
以下 NPWT）は，適切な湿潤環境の維持，過剰な組
織間液の排出，局所の血行改善，細菌負荷軽減に
より，創傷治癒を促す治療法として国内外で施行さ
れている 1 -13)．現在，本邦においてもVacuum-Assisted 
Closure System®（VAC: KCI 社（米国），以下 VAC）と
レナシス®（スミスアンドネフュー（英国））が医事承
認をうけて使用されている．わが国ではVAC 承認前に
おいて各施設で身近な医療材料を駆使して閉鎖陰圧
療法を施行していた 8 -13)．埼玉医科大学病院形成外科
においても独自のNPWTを施行しており，以前，我々
はその治療効果と細菌負荷軽減効果を検討した．そこ
では，褥瘡から関節腔につながる瘻孔まで，さまざま
な種類の32 例 39 部位の難治性潰瘍に対して独自の
NPWTを施行し，潰瘍の治癒の過程を褥瘡アセスメン
トツールであるDESIGN-Pに準ずる方法で定量的に
評価し，NPWT 前後で有意差を認めた．また，MRSA
感染を伴う潰瘍 6 例に対してNPWT 施行時とNPWT

非施行時の細菌数を半定量し，有意差はないものの，
NPWT後に減少傾向を認めた．
　局所陰圧閉鎖療法の有効性に関しては実験的に
も臨床的にも多数検証されているが，創傷治癒を促
進する詳細なメカニズムについてはまだ解明され
ていない1 -23)．
　陰圧閉鎖環境下における局所血流量変化に関する研
究は過去に報告があり，陰圧による創縁周囲の血流増
加が認められているが，創傷治癒過程において免疫反
応・血管新生・線維芽細胞の増殖・細胞外マトリック
スの生成・肉芽形成の主な母床となるのは創縁よりも
むしろ創傷底である24, 25)．過去の研究は創傷底の観察・
測定が困難であることから創縁外周部分の組織血流量
をレーザードップラー血流計などで計測し，創縁周囲
の血流増加を根拠に創傷底の血流増加を類推して，局
所陰圧負荷による血流増加が治癒促進に寄与している
と考察しており 14 -17)，創傷底の血流の変化を実際に調
べた報告はまだ存在しない．Wackensforsら 16)はブタ
の創傷モデルを用いて創縁から0.5 cmの部分では陰圧
負荷により血流が低下するのに対し創傷から少し離
れた部分においては血流が増加すること，また組織に
よっても陰圧負荷に対する血流量の応答が異なること
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【背景と目的】局所陰圧閉鎖療法（negative pressure wound therapy, 以下 NPWT）は創傷を密閉して陰圧を負
荷することにより治癒を促進する治療法で，適切な湿潤環境の維持，過剰な組織間液の排出，血行改善，細
菌負荷軽減により創傷治癒を促進するとされている．NPWTの有効性に関しては臨床研究や基礎研究で多
数検証されているが，創傷治癒を促進する詳細なメカニズムについてはまだ解明されていない．NPWTの
創傷治癒促進機序として最も重要と考えられる局所循環動態の変化については過去の論文では創傷縁周囲
の血流量を計測するのみであった．本実験では創傷治癒過程の母床である創傷底の微小循環を可視化する
動物実験モデルを開発し，陰圧負荷による創傷底微小循環の応答を解析した．

【方法】創傷底微小循環可視化モデルの開発では手術用顕微鏡下にマウスの臀部に真皮下血管網を温存した
創を作成し，得られた蛍光顕微鏡画像を生体顕微鏡 −ビデオコンピューターシステムを利用して観察・記録
した．陰圧下の創傷底微小循環への急性効果については独自の陰圧負荷システムを使用して− 125 mmHg

（n ＝ 12），− 500 mmHg（n ＝ 12），0 mmHg（n ＝ 8）の3 段階の圧を負荷し，血流量の変化を計測し，比較を
行った．

【結果】本実験モデルでは陰圧を負荷された創傷底微小循環を安定的に観察できた．− 125 mmHg 群で有意
な血流増加を認め，−500 mmHg群で負荷5分後に有意な減少を認めた．

【結論】陰圧負荷による創傷治癒メカニズムには創傷底の微小循環血流増大も関与することが示唆された．
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を示した．このように創傷周囲のわずかな範囲でも部
位により血行動態が異なることをみると創縁周囲の
血流をもって完全に創傷底血流を代表することはで
きない．
　陰圧を受ける局所の血流を測定すべく，生体顕微鏡
−ビデオコンピューターシステムを利用して創傷底の
微小循環を可視化する実験モデルを開発し，陰圧負荷
による創傷底微小循環の応答を解析した．

対象と方法

対象
　32 匹 の 雄 ddyマ ウ ス（ 埼 玉 実 験 動 物 供 給， 埼 玉

（日本））（30 -40 g）を使用した．マウスは実験前に少な
くとも5 日間は実験室で飼育して設備に順応させてか
ら実験をおこなった．
　動物は，実験動物注意の法則（NIH出版 1985年改訂）
に準じて扱った．実験のプロトコルはすべて埼玉医科
大学の実験動物管理委員会によって承認された． 
真皮下血管網可視化モデル
　マウスの麻酔はウレタン（Sigma -Aldrich 社，米国）

（1 g/Kg）の腹腔内注射でおこなった．
　ウレタンは心血管反射を維持するので心血管系の薬
理学的な調査にふさわしいとされており，急性実験に
おいては血流に関する繊細な実験に非常に有用な麻酔
薬と考えられる26)．
　血流を観察するにあたり，呼吸運動の影響を最小
限とするため，観察部位として臀部を選択した．マウ
スの背部から臀部にかけて剃毛を行い，臀部に直径
6 mmの円形に皮膚表層を切開し，真皮の深い層を保
存して皮膚の表層を切除した．この操作は顕微鏡下で
真皮下血管網に損傷を与えないようにマイクロ用の摂
子と剪刀を使用しておこなった（図1）．
　この温存された真皮下血管網を創床微小循環として
観察した（図 2（a））．これに対し，通常の動物の創傷
モデルは皮膚を全層切除しており，創底で背筋または
筋膜が露出している（図2（b））．
創床底微小循環系の可視化
　生体顕微鏡 −ビデオコンピューターシステム下に真皮
下血管網を創傷底微小循環として可視化した．血管造
影画像を得るため平均分子量2.5×106で2.5 mg/100 mL 
に調整したf l u o r e s c e i n  i s o t h i o c y a n a t e - labeled 
dextran（FITC-dextran: Sigma -Aldrich社，米国）0.1 ml
のを尾静脈から投与した．Green fluorescent protein 

（GFP）フィルターを通した100ワット水銀ランプを落
射光として用い，high-gain intensified charged couple 
device（ICCD）カメラ（C2400 -89V，浜松ホトニクス
株式会社，浜松）で微小循環を可視化した．微小循環
画像はタイマー（VTG-33，FOR-A，東京）に連結し
てハードディスクビデオレコーダー（Rec -On，I -O
データ，金沢）に記録し解析した．

図 1.	 創傷底の作成．マイクロサージェリー用の剪刃と
鑷子を用いて真皮下血管網を温存しながら表層の
皮 膚 を 削 除 す る．（Shigeru I, et al. Wound Rep Reg 
2008;16:460 -5のFig. 1を許可を得て転載）

図 2.	 創傷実験モデルの肉眼所見．（a）今回われわれが開
発した実験モデルでは真皮下血管網が創傷底微小循
環として温存されている．（b）これに対し従来の創
傷モデルでは全層皮膚が切除され背部の筋が創傷底
に 露 出 し て い る．（Shigeru I, et al. Wound Rep Reg 
2008;16:460 -5のFig. 2を許可を得て転載）

図 2（a）

図 2（b）
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創傷への陰圧負荷
　吸引チューブ（20ゲージ　留置カテーテル（サーフ
ロー ®：テルモ，東京）の尖端を少量のポリウレタン
スポンジに埋め込み創縁に置いた．スポンジはチュー
ブが組織を吸引して閉塞してしまうのを防ぐフィル
ターとして必要である．つぎに創傷と留置チューブを
透明なポリメチルペンテンフィルム（理研，東京）で
覆い密閉した（図 3）．留置チューブの他端は圧力測定
ゲージ（バキュームゲージTA142BL，長野計器，東京）
を通して吸引装置 (パワースマイル KS -700，新鋭工
業，埼玉）に連結した（図4）．
実験プロトコール
　実験動物をつぎの3群に分けた．

（1）	 陰圧負荷群 I（n ＝ 12）: 125 mmHgの陰圧を5 分間
負荷した．

（2）	 陰圧負荷群 II（n ＝ 12）: 500 mmHgの陰圧を5 分間
負荷した．

（3）	 コントロール群（n ＝ 8）: 陰圧負荷以外を上記 2 群
と同じ状況に置き観察した．陰圧負荷群に関して
はつぎの6時点で血流量を計測した．

（i）	 ベースラインとして陰圧負荷前（BL）
（ii）	 陰圧負荷直後（PA）
（iii）	陰圧負荷後1分
（iv）	陰圧負荷後5分
（v）	 陰圧解除直後（PR）
（vi）	陰圧解除後1分

　コントロール群に関しては動物を観察ステージに設
置後，上記6時点に相当する時間に血流量を計測した．
　すべての実験は室温 24℃の環境で動物を37℃の加
温パッド（ヒーターマットKN-475，夏目製作所，東京）
に置いて実施された．

微小循環血流量の計測
　40 -90 μmの細静脈を計測の対象とした．専用に開
発されたビデオ信号の相互相関に基づいた画像解析
ソフトウェア（Capi -Scope II: KKTechnology, 英国）を
用いた．このソフトウェアでは録画像の血管内に指定
された領域のグレーレベルパターンについて，相互相
関係数を計算して時間的変化（1/60 秒）を比較するこ
とにより血流速度を求める（図5）．
　血管径は画像解析ソフトウェア（Beta 4.0.3 of Scion 
Image, Scion Corporation, 米国）を使って計測した．

図 3.	 陰圧負荷のための創傷周辺のセッティング．吸引
チューブ（a）の尖端を少量のポリウレタンスポンジに
埋め込み創縁に置く（b）．創傷と留置チューブを透明
なポリメチルペンテンフィルムで覆い密閉する（c）．

（Shigeru I, et al. Wound Rep Reg 2008;16:460 -5のFig. 3
を許可を得て転載）

図 4.	 陰圧負荷システムの概要．留置チューブの他端は圧力測定ゲージ（a）を通して吸引装置（b）に連結する．（Shigeru I, 
et al. Wound Rep Reg 2008;16:460 -5のFig. 4を許可を得て転載）
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　血流速度（v）と血管径（d）から血流量（F）を次の式
から算出した．
　F = πd2v/4
統計解析
　データは平均値±標準偏差で表した．各群内の血流
変化は各時点と陰圧負荷前のベースラインとを比較
した．繰り返しのある分散分析（repeated analysis of 
variance）で有意差を検定した後，Bonferroni 法による

多重比較を行った．P ＜ 0.05を有意差ありと判定した．

結　果

　今回開発した実験モデルでは蛍光生体顕微鏡下に陰
圧を負荷された創傷底の微小循環を安定的に観察する
ことができた（図 6）．組織学的所見で分層皮膚を剥離
切除した本実験モデルにおいては創傷底の最表層に
真皮下血管がみられる（図 7（a））．このように血管を

図 5.	 Capiscopeを使った血流速度の測定．（上図）録画像の血管内に指定された領域におけるビデオ信号のグレーレベルパ
ターンを検知する．（下図）そのグレーレベルパターンを次のビデオフレームのパターンと比較する．相関のあるパ
ターンがビデオフレーム間で移動する距離に基づいて速度を計算することができる．（Shigeru I, et al. Wound Rep Reg 
2008;16:460 -5のFig. 5を許可を得て転載）

図6（a） 図6（b）

図 6.	 蛍光生体顕微鏡による創傷底微小循環の画像．（a）陰圧負荷前の微小血管像．（b）−125 mm Hgの陰圧負荷5分後の微
小血管像．血管拡張が観察される．（Shigeru I, et al. Wound Rep Reg 2008;16:460 -5のFig. 6を許可を得て転載）
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覆う軟部組織が除去されているため，この実験モデル
ではコントラストのよい微小循環が観察できる．これ
に対し，通常の全層皮膚欠損創傷モデルでは筋膜下の
深いところに創傷底微小循環が存在するため良好な可
視化画像は得られ難い（図7（b））．
　陰圧負荷群 I（− 125 mmHg）では陰圧をかけた直後
から血流が増大し，陰圧終了後 1 分まで有意な増加が
続いた（図8）．

　陰圧負荷群 II（− 500 mmHg）では逆に陰圧負荷後
徐々に血流が低下し，5 分で減少は有意となった．陰
圧解除後1分まで有意な減少が続いた（図9）．
　コントロール群ではすべての観察期間中血流は変化
しなかった（図10）．

考　察

　大量の滲出液や膿を含む創に対して，Fleischmannら

図7（a） 図7（b）

図 7.	 創傷モデルの組織学的所見．（a）分層皮膚を剥離切除した本実験モデルにおいては創傷底の最表層に真皮下血管（矢印）
がみられる．（b）従来の創傷モデルでは筋膜下の深い所に微小血管（矢印）が存在する．スケールバーは100 μm．

（Shigeru I, et al. Wound Rep Reg 2008;16:460 -5のFig. 7を許可を得て転載）

図 8.	 陰圧負荷群 I（− 125 mmHg）における血流変化．陰圧をかけた直後から血流が増大し，陰圧終了後 1 分まで有意
な増加が続いた．＊陰圧負荷前のベースラインに対して有意差あり（P ＜ 00.5）．（Shigeru I, et al. Wound Rep Reg 
2008;16:460 -5のFig. 8を許可を得て転載）
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によって創傷に陰圧を負荷し，有害な滲出液を除去
するNPWTが報告された 18)．その後の研究で，NPWT
は細菌数の減少効果，過度の組織間液の除去作用，機
械的刺激負荷などによる血流の改善効果があるとされ
ている14, 19 -21)．
　過去の研究で局所陰圧負荷により創縁周囲の血流が
増加することは報告されているが 14 -17)，創傷底の血流
変化に関する研究はない．一般に肉芽組織では垂直方

向に走る血管構築が多く観察され，創傷底から進展す
る血管新生が治癒に重要な役割を果たすと認識され
ている 24)．したがって陰圧によって創縁周囲のみでな
く創傷底の血流がいかに変化するかは創傷治癒促進メ
カニズムに関わる重要なポイントとなる．
　創傷底は何らかの侵襲を受けているので，その微小
循環応答は直接侵襲を受けていない創縁周囲の微小循
環とは異なると考えられる．Wackensforsら15)が示した

図 9.	 陰圧負荷群 II（− 500 mmHg）における血流変化．陰圧負荷後徐々に血流が低下し，5 分で減少は有意となった．陰圧
解除後 1 分まで有意な減少が続いた．＊陰圧負荷前のベースラインに対して有意差あり（P ＜ 00.5）．（Shigeru I, et al. 
Wound Rep Reg 2008;16:460 -5のFig. 9を許可を得て転載）

図 10.	 コントロール群．コントロール群ではすべての観察期間中で有意な血流変化はなかった．（Shigeru I, et al. Wound Rep 
Reg 2008;16:460 -5のFig. 10を許可を得て転載）
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創傷周辺における血行動態の異所性は，創傷底の血流
量が創縁周囲の循環量と必ずしも正の相関を示すとは
限らないことを示唆している．それゆえ創傷底の微小
循環を直接解析することが望まれる．
　既存の研究のほとんどはレーザードップラー血流
計を用いているが，この血流計は赤血球のドップラー
シフトを感知して組織血流量の相対値を間接的に
求めるもので，血流量の絶対値を計測することはでき
ない 27 -29)．また通常の機器のセンサー部分は創傷底の
微小循環血流を計測するのに適した形状・性能を有し
ていない．一方，生体顕微鏡による循環を直接可視化
する技術は微小循環研究の領域に大きな貢献をして
きた 30, 31)．われわれは生体顕微鏡 −ビデオコンピュー
ターシステムを用いて創傷底微小循環を直接観察でき
る実験モデルを開発した．
　皮膚の血管は表皮直下の真皮乳頭層の毛細血管網，
乳頭下層（真皮上層）の後毛細管細静脈網，真皮下層
の細動脈と細静脈網，浅筋膜の動静脈の大きな血管網
からなり，すべての皮膚血管は階層的に構築され，各
層において網状構造をなしている 32)．今回開発した実
験モデルでは手術用顕微鏡下に真皮下微小循環上の組
織を丁寧に削除し，蛍光顕微鏡システムを用いること
でコントラストの良い微小血管造影画像を得られる．
この創傷底微小循環可視化モデルに独自に組み立てた
陰圧負荷装置を適用して陰圧下の創傷底微小循環の応
答を解析することができた．
　その結果− 125 mmHgの陰圧負荷で創傷底微小循
環血流が増加することが判明した．最も初期の研究
でMorykwasら 14)は− 125 mmHgの陰圧で創縁周囲の
血流量が最大に増加することを示し，その後今日に
至るまで局所陰圧閉鎖療法の至適圧の標準となった．
Chenら 16)のウサギの創傷モデルを使った実験でも
− 15から− 20 kPa（約− 113から− 150 mmHg）で創
傷周辺の微小血管が拡張することが報告されている．
Petzinaら 17)のブタの胸部切開創においても− 75から
− 125 mmHgの陰圧負荷直後に創縁の血流が増大する
ことが計測されている．われわれの創傷底における微
小循環解析はこれら創縁周囲における血流計測の結果
と一致した．
　逆に− 500 mmHgの陰圧負荷では創傷底の微小循環
血流量は減少した．初期の実験でも− 400 mmHgの陰
圧で創縁の血流量が陰圧負荷前より減少することが知
られており 14)，陰圧が過剰になると血流量が減少する
という点で整合性が得られた．
　これまで，局所血流量の増加については，組織間液
を除去することで浮腫を軽減するためと説明されるこ
とが多かった 14)．今回の実験では，急性創傷に対して
陰圧を負荷して局所血流量を観察したところ，血流量
は陰圧負荷直後から− 125 mmHgで増加傾向を示し，
− 500 mmHgでは減少傾向を示した．今回の実験モデ

ルでは陰圧負荷による局所血流の変化についてまだ十
分な説明はできず，また過去の文献からも明確な解答
はえられていないが，急性創傷を用いた本実験の血流
量の変化は組織間液の移動というよりむしろ機械的刺
激に対する血管内皮細胞の反応の関与が疑われた．
　血管内皮細胞のずり応力に対する感知・応答機構
については血管障害の分子病態を解明する目的で
様々な研究が行われている 33 -35)．内皮細胞はずり応
力の修飾を受け，NO，プロスタサイクリン，ナトリ
ウム利尿ペプチドなどの平滑筋弛緩物質の産生を増
加させ，平滑筋収縮物質であるエンドセリンやアン
ギオテンシン変換酵素の発現を減少させる．本実験
では− 125 mmHg 群において，陰圧負荷後血流量が
増加し，負荷 5 分後で血流量が最大となった．陰圧負
荷による物理的刺激に対し，血管内皮細胞が反応した
結果なのかも知れない．
　今回，創傷底微小循環として真皮直下の細動脈・
細静脈の血管網を観察した．細動脈は平滑筋を持ち
ながら，内弾性板は網目状の構造となるため，内腔を
大きく変化させることができ，末梢血管抵抗を大きく
変化させる．今回使用したCapi -Scopeでは1/60 秒間隔
での相互相関から流速を計算するため，観察したのは
細静脈であるが，細動脈の血流量の変化を反映しての
今回の実験の結果であったと考える．− 125 mmHgの
陰圧負荷は組織に適度なストレスを与えることで種々
の反応を介して血流増加を導き，一方，− 500 mmHg
の陰圧負荷は組織に過剰なストレスを与えて血流減少
をまねいた可能性が考えられる．
　本実験モデルのような機械的刺激に対する組織の反
応の解明については今後さらなる研究を要する．今回
開発した微小循環可視化モデルでは創傷の深部や慢性
創傷における分析はできないが，本研究結果から陰圧
負荷による創傷治癒メカニズムにはこれまで確認さ
れた創縁の血流促進のみでなく，創傷底の微小循環血
流増大も関与することが示唆された．

結　論

　以前当科で独自に行っていた難治性皮膚潰瘍に対
する陰圧閉鎖療法の臨床的有効性を確認した．その奏
効機序を解明するために，マウス臀部の皮膚を手術
用顕微鏡下に真皮下血管網を温存して切除した創底
部の微小循環を，生体顕微鏡 −ビデオコンピューター
システムを利用して可視化する方法を開発し，陰圧
負荷による創底部の急性期の変化を観察・測定した
− 125 mmHg 群では陰圧負荷直後から，陰圧負荷解除
後 1 分にかけて有意に創傷底の血流を増加させたが，
− 500 mmHg 群では創傷底の血流は時間とともに減
少して陰圧負荷 5 分後に有意に減少した．本研究結果
から陰圧負荷による創傷治癒メカニズムにはこれまで
確認された創縁の血流促進のみではなく創傷底の微小
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循環血流増大も関与することが示唆された．

　本論文は，渡辺裕美，市岡滋．創傷底微小循環可視
化技術の開発と陰圧負荷の急性効果．日本形成外科学
会会誌 2013;33の一部，Ichioka S, Watanabe H, Sekiya N, 
Shibata M, Nakatsuka T. A technique to visualize 
wound bed microcirculation and the acute ef fect of 
negative pressure. Wound Repair and Regeneration 
2008;16:460 -5の一部，および渡辺裕美，大浦紀彦，
市岡滋，中塚貴志．難治性潰瘍に対する局所陰圧療法
の臨床経験．日本形成外科学会会誌 2005;25:509 -16の
一部を含む．
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