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研究成果の概要（和文）：ラミニンなどの生理活性タンパク質は血管新生効果が報告されている。ラットの背部
に皮弁を挙上し、生着域拡大のため生理活性タンパク質を含んだコラーゲンシートを皮弁下に配置した。しかし
ながら、血管新生効果および皮弁生着域拡大効果は明らかではなかった。皮弁の生着域は血行領域におおむね一
致していた。
　そこで、ラット背部のU字型皮弁において、血管を選択的に温存して皮弁生着領域を観察した。双茎皮弁では
血管茎から２ないし２．５血行領域が生着の限界であった。双茎皮弁の中央に流入血管を温存し、2回目の手術
で切離すると、血管茎から２．５血行領域が安定的に生着すると思われた。

研究成果の概要（英文）：Bioactive proteins, such as laminin, were reported that has an agiogenesis 
effect. Skin flap was raised on the back of rat, and a sheet conteining bioactive protein was placed
 on the wound in order to extend survival area of the skin flap. Both its angiogenesis and extending
 effect, however, were not clear. Survival area of the skin flaps are roughly corresponding to its 
perfusion area.
Then, a U-shaped skin flap was raised on the back of rat, and survival area of the skin flap was 
carefully observed by preserving blood vessels selectively. In bipedicle flap, 2 to 2.5 perfusion 
area from each vascular pedicle has limitations on survival. Additional blood vessels preserved at 
the center of this flap, seemed to be developing stability in the 2.5 perfusion area from vascular 
pedicle, even though they were cut in the second operation.

研究分野： 医歯薬学
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  １版



１．研究開始当初の背景 
皮弁手術は、組織欠損の再建に不可欠である
が、部分壊死の問題は現在も解決されていな
い。皮弁血流の増強や周囲組織からの血流再
開の促進により、部分壊死の回避が期待され、
種々の方法が試みられている。 
 皮弁の生着には、十分な皮弁血流が必要で
あり、その血流は皮弁内の血管構造に依存す
る。従来、皮弁内の血管構造は主軸型と乱軸
型に二分して論ぜられてきたが、近年は解剖
学的血行領域とそれら領域間をつなぐ choke
血管に着目して皮弁血行が論じられる。すな
わち、皮弁内に複数の解剖学的血行領域が含
まれる場合、その間に存在する choke 血管が
拡張し、皮弁栄養血管の解剖学的血行領域か
ら末梢の解剖学的血行領域へと血流が到達
する（linking 現象）。この linking 現象が波
及する解剖学的血行領域の範囲は一定であ
り、皮弁基部の第１血行領域とそれに隣接す
る第２血行領域との間には確実に linking が
起こる。しかし、第２血行領域と第３血行領
域の間の choke 血管には必ずしも linking は
起こらず、生着・壊死境界線が生じる。 
 一方、鬱血に陥った再接着指は切断近位端
との再血行が生じるまでの４～５日間の瀉
血操作で救済できることは臨床でしばしば
経験することであり、植皮や遊離複合組織移
植のような少量の組織であれば血管吻合を
伴わない組織移植が可能である。 
 以上より、皮弁生着領域の拡大には、choke
血管の拡張を促す、または新生血管により各
血行領域をつなぐ方法と、周囲組織からの血
行再開を促す方法が考えられる。 
 
 皮弁血行を改善し、生着領域を拡大する試
みは多数行われてきたが、現在最も信頼の置
ける方法は皮弁遷延法である。本法は即ち、
必要とする皮弁領域を部分的に挙上するこ
とで各血行領域への血流を減じ、choke 血管
を拡張して linking 現象を起こすことで皮弁
血流を増強する方法といえる。しかし、この
方法には二期手術が必要となるという大き
な欠点がある。 
 他方、血管拡張薬や抗凝固薬、抗酸化薬な
どの効果は限定的である。 
 このような状況を受けて岡本らは、血管新
生作用を有するbFGFをフィブリン糊シート
に混和し、皮弁下に埋入することで皮弁の血
管新生を促し、皮弁の生着領域を拡大できた
と報告した。このことは、一期手術における
簡便な処置で皮弁の生着領域を拡大する道
を開いたという意味で画期的であり、皮弁遷
延法や薬剤投与と併用可能であることから
も応用範囲の広がりを感じさせる。 
 このようにbFGFにより皮弁生着領域拡大
の端緒が開かれたが、血管新生作用を有する
物質は多数あり、その優劣は明らかでない。 
 これまで、in vivo で皮弁における生着領
域拡大効果が調べられてきた物質としては、

増殖因子や各種薬剤（血管拡張薬、抗凝固薬、
抗酸化薬など）があるが、細胞外マトリック
スであるラミニン、コラーゲンやフィブリン
などの報告は見られない。 
 基底膜を構成する主要な蛋白であるラミ
ニンは、５種類のα鎖、３種類のβ鎖とγ鎖
からなるヘテロ三量体であり、１２種類のイ
ソ型が確認されている。このうち、α１鎖、
α４鎖、γ１鎖で血管新生を促進するという
報告がなされている。また、ラミニン１（α
１β１γ１）は、FGF との相互作用により血
管新生を促進することが報告された。ラミニ
ンにより、皮弁血流の増強および皮弁生着域
の拡大が確認されれば、bFGF との併用によ
り、さらなる効果を得られる可能性が示され
る。コラーゲン（VI 型および V 型）やフィ
ブリン II についても、これらを用いて内皮細
胞を培養すると管腔形成することが報告さ
れ、血管新生に細胞外マトリックスが関与し
ていることが明らかとなっている。そしてそ
の機序は増殖因子とは異なると考えられる。 
 
２．研究の目的 
 ラミニンに代表される細胞外マトリック
ス構成蛋白を用いて、in vivoでの血管新生、
皮弁生着領域拡大効果について検証し、皮弁
救済への応用の可能性を示すとともに、将来
的には増殖因子との併用効果の解明へと繋
げていくことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）「ラット背部皮弁の生着領域に対する、
細胞外マトリックス構成蛋白含有シートの
効果」 
 Sprague-Dawlay 系雄性ラット（２５０～
３００g）を使用し、イソフルラン吸入麻酔
下に背部皮膚脱毛後、背部正中に尾側を茎と
する３×９cm の乱軸型皮弁を肉様膜を含め
て挙上する。皮弁作成後、LED ライトにより
皮弁を透過し、皮弁血管を評価して写真撮影
する（LED VIDEO 
 LIGHTING：NanGuang 社、EOS KISS 
X6i：Canon 社）。その後、５％フルオレセ
インナトリウム２０mg/kg を静注し、３０分
後に皮弁の dye distance（DD）を IVIS 
imaging system（PerkinElmer 社）により
測定・撮影記録する。実験は以下の３群を設
定し、DD 測定後に対応する処置を行い、皮
弁を縫い戻す。それぞれ皮弁作成後７日目に
survival length（SL）を測定する。DD、SL
は最大値、最小値の２点を計測し、その平均
値とする。得られた値は統計学的処理
（Wilcoxon-Mann-Whitney test,Bonferoni
調整）を行って評価する。 
 
I 群（対照群）：何も処置をせず元の位置に
縫合する。 
II 群（ハイドロゲル群）：皮弁裏面にハイド
ロゲルシートを置く 



III 群（細胞外マトリックス構成蛋白混和ハ
イドロゲル群）：皮弁裏面に細胞外マトリッ
クス構成蛋白（ラミニン等）を混和したハイ
ドロゲルを置く。 
 
（２）「透明標本による皮弁血管形態の経時
的変化の評価」 
 （１）と同様の処置を行う３群を設定し、
１～７日目まで経日的に皮弁を周囲の皮膚
と母床を含めて採取し、透明標本化すること
により皮弁内血管形態を観察する。透明標本
の作製は Spalteholtz 法に準じて行うが、原
法とは異なり血管を自然の状態で観察する
ため、墨汁などの contact media は注入せず、
皮弁採取後約１０時間自然乾燥させ、血管内
のヘモグロビンが血管壁にしっかり固定さ
れてから皮弁内部を透明にする。choke 血管
の拡張、新生血管の位置や量について評価す
る。 
 
（３）「流入血管選択的温存による皮弁遷延
法の皮弁生着域に対する効果」 
 （１）ラット背部皮弁の生着領域に対する、
細胞外マトリックス構成蛋白含有シートの
効果の対照群の実験から、皮弁の生着範囲を
決定するにあたり、新生血管よりも血管網の
位置と再構築が重要である可能性が示され
たため、下記の実験を予備実験として追加し
た。 
 Sprague-Dawlay 系雄性ラット（２５０～
３００g）を使用し、イソフルラン吸入麻酔
下に背部皮膚を脱毛後、背部に幅約２５mm
の逆 U 字型の皮弁を設定する。この皮弁は、
両側の深腸骨回旋動静脈、肋間動静脈、胸背
動静脈、正中の奇静脈を含み、動脈系６領域、
静脈系７領域を含む。この皮弁範囲から下記
I 群～VI 群の条件で実際の皮弁を挙上した。
皮弁挙上時、７日後、１４日後の時点で可能
であれば、LED ライトにより皮弁を透過し、
皮弁血管を評価して写真撮影した。（LED 
VIDEO LIGHTING：NanGuang 社、EOS 
KISS X6i：Canon 社）。 
 
 I 群：両側肋間動静脈を温存して４血行領
域を含む皮弁を挙上し、創縁を縫い戻した。
術後７日目、皮弁生着域を確認した。 
 II 群：片側深腸骨回旋動静脈および、対側
肋間動静脈を温存して５血行領域を含む皮
弁を挙上し、創縁を縫い戻した。術後７日目、
皮弁生着域を確認した。 
 III 群：両側深腸骨回旋動静脈を温存して
６血行領域を含む皮弁を挙上し、創縁を縫い
戻した。術後７日目、皮弁生着域を確認した。 
 IV 群：両側深腸骨回旋動静脈および正中の
奇静脈を温存した皮弁を挙上し、創縁を縫い
戻した。７日後、皮弁を再挙上し、奇静脈を
切離して、再度皮弁創縁を縫い戻した。１４
日目、皮弁生着域を確認した。 
 V 群：両側深腸骨回旋動静脈および両側胸
背動静脈を温存して、６血行領域を含む皮弁

を挙上し、創縁を縫い戻した。７日後、両側
の深腸骨回旋動静脈を温存し、両側胸背動静
脈を切離して、再度皮弁創縁を縫い戻した。
１４日目、皮弁生着域を確認した。 
 VI 群：両側深腸骨回旋動静脈および両側胸
背動静脈を温存して、６血行領域を含む皮弁
を挙上し、創縁を縫い戻した。７日後、片側
の深腸骨回旋動静脈を温存し、両側胸背動静
脈と対側深腸骨回旋動静脈を切離して、再度
皮弁創縁を縫い戻した。１４日目、皮弁生着
域を確認した。 
 
４．研究成果 
 （１）「ラット背部皮弁の生着領域に対す
る、細胞外マトリックス構成蛋白含有シート
の効果」 
 対照群として、SD ラット背部に３×９cm
大の皮弁を挙上し、担体を間置せずに縫い戻
す実験を開始した。縫合後、色素静注を行い、
染色範囲と生着範囲がおおむね一致し、その
範囲は皮弁基部からおよそ５cm であった。
また、生着範囲は皮弁の基部から２つめの血
管網までの範囲とおおむね一致し、血管網の
間の細い血管（choke 血管）が拡張していた。 
 当初、担体シートとしてハイドロゲルを想
定していたが、強度がもろく、皮弁下に配置
することが困難であったため、コラーゲンシ
ートに細胞外マトリックス構成蛋白を含浸
させて配置する方法に変更して実験を行っ
た。 
 III 群として、SD ラット背部に３×９cm
大の皮弁を挙上し、ラミニン、bFGF、をそ
れぞれ含浸したコラーゲンシートを配置し
て血管新生効果を観察したが、明らかな血管
新生効果を認めなかった。そこで、皮弁を１
×１cm 大として、ラミニン、bFGF、CTGF、
IGF-I をそれぞれ含浸したコラーゲンシート
を配置して血管新生効果を観察する予備実
験を行ったが、やはり明らかな血管新生効果
を認めなかった。 
  
（２）「透明標本による皮弁血管形態の経時
的変化の評価」 
 （１）「ラット背部皮弁の生着領域に対す
る、細胞外マトリックス構成蛋白含有シート
の効果」の結果を受けて、組織標本で皮弁内
血管形態を観察する予定としていたが、前述
の通り細胞外マトリックス構成蛋白含有シ
ートによる皮弁血管新生および皮弁生着域
の拡大効果が明らかでなく、評価に至らなか
った。 
 
（３）流入血管選択的温存による皮弁遷延法
の皮弁生着域に対する効果 
 
I 群： 
１例施行し、皮弁は４血行領域中、４血行領
域生着した。 
II 群： 
２例施行し、２例とも小範囲の部分壊死があ



ったものの５血行領域が生着した。 
III 群： 
２例施行し、１例は両側深腸骨回旋動静脈か
らそれぞれ２領域までの生着で、皮弁中央部
は壊死した。もう１例は、両側深腸骨回旋動
静脈からそれぞれ２．５領域生着し、皮弁中
央部遠位に壊死を生じたが、皮弁の連続性は
保たれた。 
IV 群： 
１例施行し、両側深腸骨回旋動静脈からそれ
ぞれ２．５領域生着し、皮弁中央部遠位に壊
死を生じたが、皮弁の連続性は保たれた。 
V 群： 
２例施行し、両側深腸骨回旋動静脈からそれ
ぞれ２．５領域生着し、皮弁中央部遠位に壊
死を生じたが、皮弁の連続性は保たれた。 
VI 群： 
４例施行し、２例は皮弁遠位外側に壊死を生
じたが、最終的に温存した片側深腸骨回旋動
静脈から６領域まで部分生着し、皮弁の連続
性が保たれ、皮弁先端から出血を確認した。
残り２例は、最終的に温存した片側深腸骨回
旋動静脈から３及び３．５領域まで生着し、
それより遠位では壊死した。 
 
以上 I 群～VI 群の結果より、皮弁遷延法なし
では、双茎皮弁の場合、血管茎から２～２．
５領域までが生着の限界と考えられる。皮弁
の中央部に（奇静脈または胸背動静脈など
の）血管を温存して皮弁遷延した場合は、２．
５領域まではほぼ確実に生着する。同様に血
管を温存して、単茎皮弁とした場合は、血管
茎から３ないし３．５領域まで生着したが、
血管の再構築の状態によっては６領域まで
生着する場合があった。しかしながら、その
詳細な要因は未だ不明と言わざるを得ない。 
 
（４）得られた成果の国内外における位置づ
けとインパクト 
 今回実験に使用した細胞外マトリックス
構成蛋白および増殖因子と担体の組み合わ
せにおいては、明らかな血管新生効果が見ら
れず、皮弁生着領域拡大効果も観察できなか
った。細胞外マトリックス構成蛋白や増殖因
子の濃度や、担体との吸着・放出性等の要因
が考えられる。 
 一方、皮弁の血流条件と生着域の範囲につ
いては、これまでのところ４領域までの双茎
皮弁についての報告があるのみで、５領域、
６領域の生着範囲についての報告は見られ
なかった。今回の実験結果から、双茎皮弁の
血管茎からの血行領域と皮弁遷延法による
生着域の範囲について新たな知見が得られ、
皮弁遷延法の適応範囲の拡大が期待される。 
 
（５）今後の展望 
 双茎皮弁の血管茎からの血行領域と皮弁
遷延法による生着域の範囲についての効果
と限界に示唆が得られたが、いずれも実験数
が少なく、結果の安定性が不十分で統計学的

な処理も行えていない。また、LED 透過光で
の choke 血管径の観察は可能であったが、組
織学的な評価は行っていない。今後は、報告
のない５領域以上の皮弁について実験数を
増やし、choke 血管径の詳細な評価を行って、
血行動態が皮弁生着領域拡大に与える要因
を解明していきたい。 
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