
筑 波 大 学 

博 士 （ 医 学 ） 学 位 論 文 



EGb 761 の凍傷に対する 

組織保護効果の検討 

２０２０ 

筑波大学 

會 沢 哲 士



目 次 

 

略語一覧                               1頁 

 

第1章 緒 言 

 

1.1 研究の背景                             2頁 

1.2 活性酸素種と創傷                          2頁 

1.3 凍傷の概要                             3頁 

1.4 EGb 761 の薬理作用                         4頁 

1.5 凍傷モデル                             5頁 

1.6 研究の目的                          5頁 

 

第2章 ラット後肢凍傷モデルを用いた EGb 761の効果検討 

 

2.1 方 法 

2.1.1 ラット後肢凍傷モデルの作成                   7頁 

2.1.2 EGb 761の投与                         7頁 

2.2 評 価 

  2.2.1 凍傷による皮膚障害の評価                   8頁 

2.2.2 創傷範囲の評価                        8頁 

2.2.3 組織学的評価                         8頁 

2.2.4 統計学的解析                         9頁 

2.3 結 果 

2.3.1 創傷範囲の経時的変化                    10頁 

2.3.2 組織学的評価                        10頁 

2.4 考 察                              10頁 

 

第3章 ラット後肢凍傷モデルを用いた EGb 761 の用量反応関係および抗酸化酵素と

の比較 

 

3.1 方 法 

3.1.1 ラット後肢凍傷モデルの作成                 12頁 

3.1.2 EGb 761の投与                       12頁 

3.1.3 SODの投与                         12頁 

3.2 評 価 



3.2.1 凍傷による皮膚障害の評価                12頁 

3.2.2 創傷範囲の評価                     12頁 

3.2.3 組織学的評価                      13頁 

3.2.4 血液生化学的評価                    13 頁 

3.2.5 統計学的解析                      14頁 

3.3 結 果 

3.3.1 創傷範囲の経時的変化                  14頁 

3.3.2 組織学的評価                      15頁 

3.3.3 血液生化学的評価                    15頁 

3.4 考 察                            15頁 

 

第4章 総 括                          17頁 

 

第5章 結 論                          18頁 

 

付 記                              19頁 

 

謝 辞                              20頁 

 

出 典                              21頁 

 

参考文献                             22頁 

 

図 表                              28頁 

 

 

 

  



1 

 

略 語 一 覧 

 

ROS: reactive oxygen species, 活性酸素種 

・O2
-: superoxide, スーパーオキシド 

・OH: hydroxyl radical, ヒドロキシルラジカル 

H2O2: hydrogen peroxide, 過酸化水素 

1O2: single oxygen, 一重項酸素 

DNA: deoxyribonucleic acid, デオキシリボ核酸 

ATP: adenosine triphosphate, アデノシン三リン酸 

SOD: superoxide dismutase, スーパーオキシドディスムターゼ 

GSH: Glutathione, グルタチオン 

HO-1: hem oxygenase-1, ヘムオキシゲナーゼ 1 

MRP: multidrug resistance protein 

NADPH: nicotinamide adenine dinucleotide phosphate, ニコチンアミドアデニンジヌクレオ

チドリン酸 

ARE: antioxidant response element, 抗酸化剤応答配列 

EpRE: electrophile responsive element, 親電子性物質応答配列 

Nrf2: nuclear factor-erythroid 2-related factor, 核因子赤血球 2関連因子 2 

Keap1: Kelch-like ECH-associated protein 1, Kelch様 ECH結合タンパク質 1 

EGb 761: extract of ginkgo biloba 761, イチョウ葉抽出物 761 

PI3K: Phosphoinositide 3-kinase 

Akt: protein kinase B, プロテインキナーゼ B 

dUTP: 2’-deoxyuridine 5’-triphosphated, デオキシウリジン三リン酸 

TUNEL: terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP-biotin nick end labeling 

DAB: 3, 3’-diaminobenzidine, ジアミノベンジジン 

4-HNE: 4-hydroxy-2-nonenal, 4-ヒドロキシ-2-ノネナール 

8-OHdG: 8-hydroxy-2’-deoxyguanosine, 8-ヒドロキシ-2’-デオキシグアノシン 

ELISA: enzyme-linked immunosorbent assay 
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第1章 緒 言 

 

1.1 研究の背景 

大災害や戦争・紛争，テロが発生すると，凍傷や放射線熱傷，化学損傷などの平時で

は比較的稀な外傷への対応が必要になる。しかしながら有事においては物資の不足や衛

生環境の悪化は避けられず，医療を行うにあたっては極力簡易で安全性の高い治療方法

が望まれる[1-4]。例えば内服薬は，軽量で保存や輸送が容易であり，少量の水があれば

服用可能であることから上記のような状況では有効である。先に挙げた凍傷や放射線熱

傷，化学損傷はいずれも難治性の創傷であり，物資や設備に恵まれない状況下ではしば

しば治療に難渋する。このような事態を想定した，比較的投与が容易な創傷治療薬の開

発あるいは発見が求められる。 

 

1.2 活性酸素種と創傷 

活性酸素種（reactive oxygen species, ROS）は酸素分子が不対電子を獲得することなど

により反応性の高い化合物に変化したものの総称である。代表的な ROS としてスーパ

ーオキシド（superoxide, ・O2
-），ヒドロキシルラジカル（hydroxyl radical, ・OH），過酸化

水素（hydrogen peroxide, H2O2），一重項酸素（single oxygen, 1O2）の 4種類がある。これ

らのうち，・O2
-と・OHは反応性が強いフリーラジカルである。特に・OHは強い反応性と

酸化力を有し，DNAや細胞膜への障害性を持つ。細胞核付近で発生した・OHは DNAに

損傷を与えアポトーシスの誘因となる。またこれに続く不適切な DNA修復は，染色体

異常や遺伝子変異，癌化の原因となる[5, 6]。リン脂質から成る細胞膜は・OH により酸

化されるとこれ自体がフリーラジカルとなり，周囲のリン脂質を酸化させる連鎖反応

（連鎖的脂質過酸化反応）が起こる[7]。結果的に細胞膜が破壊され，細胞機能の低下や

細胞死が起こる。 

ROS は，ミトコンドリアでの好気性代謝によってエネルギー（アデノシン三リン酸 

adenosine triphosphate, ATP）を獲得する電子伝達系など，様々な代謝経路に伴い常に産

生されている。過剰な ROS を処理するため，哺乳類の細胞にはスーパーオキシドディ

スムターゼ（superoxide dismutase, SOD），カタラーゼ，グルタチオン（Glutathione, GSH）

ペルオキシダーゼなどの内因性酵素による無毒化・抗酸化システムが存在している。こ

れらの内因性酵素は・OHの前駆物質である・O2
-や H2O2を除去し，毒性の強い・OHの発

生を抑制している[6]。 

細胞は酸化ストレスにさらされると，GSH 合成酵素やヘムオキシゲナーゼ 1（hem 

oxygenase-1, HO-1）などを発現誘導することで生体を防御する。さらには multidrug 

resistance protein（MRP）の遺伝子発現を増強して，親電子性物質を解毒化する。また，

種々の還元酵素への電子供与体であるニコチンアミドアデニンジヌクレオチドリン酸

（nicotinamide adenine dinucleotide phosphate, NADPH）の産生を増強する。この酸化スト
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レスによる遺伝子発現機構に関しては，遺伝子上流に存在する抗酸化剤応答配列

（antioxidant response element, ARE）または親電子性物質応答配列（electrophile responsive 

element, EpRE）を介した転写レベルの発現調節が重要である。この制御配列には，塩基

性ロイシンジッパー型転写因子である核因子赤血球 2関連因子 2（nuclear factor-erythroid 

2-related factor, Nrf2）と小 Maf（musculoaponeurotic fibrosarcoma）群因子によるヘテロ二

量体が結合し，遺伝子発現を強力に活性化する。非酸化ストレス下では，Nrf2 は Kelch

様 ECH結合タンパク質 1（Kelch-like ECH-associated protein 1, Keap1）により細胞質に留

められ核移行が阻害されることで，遺伝子発現が抑制されている。酸化ストレスが生じ

ると，Keap1 による Nrf2抑制機構は解除され，細胞核へ移行した Nrf2が上記の防御遺

伝子の発現を誘導する[8-12]。 

ROS は創傷に対する生体反応として，様々な細胞から産生されており異物除去に働

くのと同時に，単球やマクロファージなどに働きかけケモカイン産生を誘導することが

知られている。また好中球は多くの ROS を産生する細胞として知られており，慢性炎

症時では好中球から持続産生される ROS によって炎症組織の損傷が引き起こされるこ

とも分かっている。すなわち，ROSの産生は創傷の治癒過程における正常な反応である

と同時に，過剰な ROS は二次的な組織障害の原因ともなる[13]。ROS が重症化に関与

する創傷形態として代表的なものに放射線障害，挫滅症候群（crush syndrome）[14, 15]，

凍傷[16]などが挙げられる。前者は放射線やその電離作用により生じた二次電子が生体

内の水分子と反応して・OH を生じ，これが DNA や細胞膜などを攻撃する[17]。対して

後二者は，受傷時の直接的組織損傷だけでなく，その後生じる虚血再灌流障害により

ROSが発生する。 

虚血再灌流障害における ROS 発生機序の一例を示す。組織が虚血に陥っている間，

ATPなどの高エネルギーリン酸化合物は分解され，プリン体代謝物であるヒポキサンチ

ンやキサンチンが蓄積する。同時に，主要な酵素であるキサンチン酸化還元酵素とキサ

ンチン脱水素酵素が，タンパク質の分解によりキサンチン酸化酵素に変換される。再灌

流後，組織に酸素が取り込まれるとキサンチン酸化酵素を触媒としてキサンチンとヒポ

キサンチンが酸化され，同時に酸素が還元され・O2
-が発生する[18, 19]（図 1）。このよう

に発生した ROS が二次的に組織を傷害するため，虚血再灌流障害を伴う創傷は受傷後

数時間～数日間の経過で損傷の拡大や重症化が見られることが特徴である。 

 

1.3 凍傷の概要 

凍傷は局所性の寒冷障害であり，0 ℃以下の寒冷に一定時間以上暴露されることで発

生する。ヒトの場合，手足や耳介，鼻尖などの末端部・暴露部に生じやすい。その病態

は以下のように大別される。1)組織の凍結による直接的障害：組織内水分の結晶化によ

り，細胞膜が結晶により破壊される。また，浸透圧が変化し細胞内脱水となることで細

胞機能を失う[20-22]。2)微小血管系の寒冷反応による攣縮とこれに続く末梢循環不全：
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末梢小動脈の攣縮が組織血流を減少させ更なる局所温度の低下を招く。また血管透過性

が亢進し血管内脱水による血液濃縮が生じる[23]。その結果，血流の停滞による血栓傾

向により組織が虚血に陥る。3)凍結融解後の虚血再灌流障害：血液再灌流時に血管内皮

細胞などから放出される ROSによる DNAなどへの直接的障害を生じる[24, 25]。また，

血管内皮細胞や多形核白血球，肥満細胞などから放出されるプロスタグランジン，トロ

ンボキサン，ブラジキニン，ヒスタミンといった炎症性ケミカルメディエーターによる

二次的障害を生じる[26, 27]。 

凍傷は上記の機序が複合的に作用する。特に 3)の虚血再灌流障害により，受傷直後の

評価より数日経って受傷範囲や組織の損傷度が重症化することがしばしばある。臨床的

には治療として，急速解凍療法や血管拡張薬（プロスタグランジン製剤）による末梢循

環の改善が行われている。これらは主に上記 1)，2)の機序に着目した治療法であり，3)

の機序に対するエビデンスを持った治療法は臨床レベルでは存在しない。基礎研究レベ

ルでは，SOD やデフェロキサミンといった抗酸化物質が，凍傷による組織の損傷範囲

を軽減したとの報告がある[16]。 

 

1.4 EGb 761 の薬理作用 

イチョウの葉は紀元前より，薬草として主に中国において喘息や気管支炎の治療薬と

して用いられていた[28]。1990年代には，ドイツの Willmar Schwabe博士らにより成分

を抽出・精製し標準化された「EGb 761」をはじめとする製剤が医薬品またはサプリメ

ントとして欧米を中心に用いられるようになった。 

EGb 761 は主成分として 24 %のフラボノイド配糖体と 6 %のテルペンラクトンを含

有する[29]。フラボノイド配糖体は ROSを無毒化する，抗酸化蛋白の合成を促進するな

どの作用を持つ[30-32]。その芳香環と二重結合からなる化学構造[33]が選択的に・OHと

反応するといわれている[34]。テルペンラクトンは，ギンコライド A，B，C，J，M，そ

してビロバライドといった化合物を含み[35]，血小板凝固因子の阻害作用を持つ[36, 37]

（図 2）。 

過去の動物実験や臨床例の報告では，血管拡張作用[38]，アポトーシス抑制・β アミ

ロイド沈着阻害作用[39, 40]，血糖降下作用[41]が確認され，アルツハイマー病[31, 42]や

回転性眩暈[43, 44]，耳鳴[45, 46]，末梢動脈閉塞症[47, 48]などに治療効果があるとされ

ている。 

また，近年ではイチョウ葉抽出物（extract of ginkgo biloba, EGb）が酸化ストレスに関

連した遺伝子制御機構に変化を与えていることが明らかになってきた。前述のとおり，

Keap1/Nrf2/ARE シグナル伝達系は細胞の抗酸化機構において重要な役割を果たすが，

Liu ら[49]はラットの脳虚血障害モデルを用い，EGb は Phosphoinositide 3-kinase（PI3K）

/プロテインキナーゼ B （protein kinase B, Akt）シグナル伝達系を活性化し，これが Nrf2

の核移行を促進することで内因性抗酸化物質の産生が増加すると報告した。Guo ら[50]
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は，EGb を長期間（2 年）投与したマウスの肝臓から RNA を分析し，Keap1/Nrf2/ARE

伝達系の関連遺伝子の多くが上方制御されると報告した。他にも EGb による

Keap1/Nrf2/ARE シグナル伝達系の促進を示唆する報告がヒト肺動脈内皮細胞[51]，ヒト

大動脈内皮細胞[52]，ラット脳虚血モデル[53]，ラット心筋虚血再灌流障害モデル[54]，

ヒトメラニン細胞[55]にてなされている。 

 

1.5 凍傷モデル 

凍傷の受傷機転としては，冷気への曝露あるいは低温物質への接触がある。冷気によ

る冷凍力は温度と風力によって規定される。-26 ℃以下では無風でも凍傷を生じ得るが，

それより高い気温であっても風力の影響により，［無風時相当温度］=外気温［℃］+風

速［m/sec］×（外気温［℃］-36）/10という式で規定された冷凍効果がある[56]。低温物

質への接触による凍傷は液体窒素やドライアイス，低温の金属などによって起こる。簡

便性と結果の安定性から，動物モデルは低温物質への接触により作成されたものが多く

報告されている。これまでに液体窒素の噴射[57]や- 25℃エタノールへの浸漬[58-60]，冷

却した磁石[61]やドライアイス[62]の接触といった方法が用いられてきた。受傷させる

部位としては耳介[16, 57, 59, 60, 63]や後肢[58, 62, 64]が多く，これは手技や観察・評価

の容易さもさることながら，実臨床における凍傷の好発部位であることも考慮されての

ことと推察される。低温固体の接触による凍傷モデルの場合，ばらつきのない一定の圧

で皮膚へ密着させることが安定したモデル作成上の課題である。Auerbachら[61]はマウ

ス背部皮膚を液体窒素で冷却した 2 つの磁石で挟み凍傷を受傷させる動物モデルを作

成した。磁石による接触は圧が一定で皮膚への密着性も良好であり，モデル作成上の問

題をクリアしている。しかしながらこのモデルにおける凍傷は深部への損傷がなく，ま

た四肢などの好発部位でもないため，実臨床への互換性という点で疑問が残る。そこで

本研究では，磁石を後肢に接触させる改変型凍傷モデルを考案・作成した。なお，冷却

時間が長くなるほど凍結する組織の範囲と深度は大きくなるが，あまりに重症化させる

ともはやその後の治療は奏功しなくなる。本研究で用いられるモデルでは後述の操作に

より，足背部に限局した第 2 度～第 3 度の凍傷を安定して作成することが可能である。 

 

1.6 研究の目的 

すでに医薬品あるいはサプリメントとしてヒトに対して使用されている EGb 761 で

あるが，表皮，真皮，皮下脂肪などの体表組織に対する臨床効果は未だ不明な点が多い。

創傷外科学分野においても理論上は効果を期待できるものの，実際に報告された過去の

研究は非常に少ない[65, 66]。本研究では，凍傷において組織障害をもたらす ROSと，

フリーラジカルに対する捕捉剤である EGb 761 に着目し，まず第 2 章にて EGb 761 が

実際に凍傷を軽傷化する効果があるか否かを検討する。評価は創傷面積を経時的に計測

することで行う。続いて第 3章では，EGb 761の有効投与量を検討するとともに，凍傷
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の重傷度と ROS の分解効果との関連性を酸化ストレスマーカーを用いて間接的に評価

する。酸化ストレスマーカーは組織免疫染色における陽性細胞数の計測と，血清濃度の

定量によって評価する。 
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第2章 ラット後肢凍傷モデルを用いた EGb 761の効果検討 

 

2.1 方 法 

2.1.1 ラット後肢凍傷モデルの作成 

 本研究のすべての動物実験は，防衛医科大学校動物実験倫理審査委員会の承認（承認

番号 16027）を受けて実施した。 

8週齢の雄性 Fischer 344ラット（体重 200～250 g，日本エスエルシー株式会社，静岡）

を購入し，防衛医科大学校動物実験施設にて 12 時間毎の明暗サイクルと，標準的な固

形飼料と飲料水を自由に摂取できる環境下でケージ内に飼育し，1週間順応させたのち

実験を開始した。 

実験は室温 25 ℃に管理された小動物手術室で行った。ラットの腹腔内へ塩酸メデト

ミジン（ドミトール，日本全薬工業株式会社，福島）0.375 mg/kg，ミダゾラム（ドルミ

カム，アステラス製薬株式会社，東京）2 mg/kg，酒石酸ブトルファノール（ベトルファ

ール，Meiji Seika ファルマ株式会社，東京）2.5 mg/kgを生理食塩水に溶解した混合注

射液[67]を投与し，全身麻酔下においた。市販の除毛クリームを用いて左後肢足背を除

毛したのち，仰臥位とし，左後肢足背をポリウレタンフォームの土台に固定した。ポリ

ウレタンフォームには予め直径 13 mm，厚さ 2 mm，重量 1.8 gの正円形のネオジウム製

磁石（2400 G，常温）を埋め込んでおき，左足背の直下に位置するように調整した。ド

ライアイス（-78.5 ℃）に 15分間接触させ同温度まで冷却した同じサイズのネオジウム

磁石を用意し，木製の箸で摘まみ運んで左足背へ設置した。（図 3）足底・足背側の磁石

が互いに強力な磁力で引き合うことにより，冷却された磁石が足背に密着した。1分後，

温まった足背側の磁石を除去し，冷却された新しい磁石に交換した。交換は速やかに行

い，3秒以内に完了させた。交換後さらに 1分経過したら磁石を除去し，そのまま室温

で放置し解凍した。これで足背に円形の凍傷が作成された。創部のドレッシングは行わ

なかった。創作成後，メデトミジン拮抗薬（アンチセダン，日本全薬工業株式会社，福

島）0.75 mg/kg を腹腔内注射してラットを覚醒させ，ケージに戻して観察を開始した。 

 なお，磁石による圧迫で褥瘡を生じないことを，常温の磁石を用いた疑似実験にて確

認した。 

 

2.1.2 EGb 761の投与 

 本実験に使用する EGb 761 製剤として，Tebonin®（Dr. Willmar Schwabe Pharmaceuticals 

GmbH & Co. KG, Karlsruhe, ドイツ）を輸入購入した。これは世界に先駆けて標準化さ

れた最も普及している製品であり，同薬を用いた数多くの研究報告がある。動物への主

な投与方法は，粉砕し懸濁液としたのち，ゾンデを用いた強制経口または腹腔内注射の

報告がある。本実験では確実な投与を目的として腹腔内注射を採用した。薬剤の注射用

調整として，まず錠剤をハンマーとすり鉢・すりこ木で粉砕し，さらに超音波処理装置
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（UP-50H，DKSHジャパン株式会社，東京）で細粒化した。これを生理食塩水中に懸濁

させ，20 mg/ml の濃度に調整した。初回の投与は凍傷作成直後に 23ゲージ注射針を穿

刺して 100 mg/kgを腹腔内へ注入した。その後は凍傷作成 24時間後，48時間後に同様

の手技で腹腔内投与し，計 3 回の投与を行った。以上の処置を 10 匹のラットに行い治

療群とした。一方，別の 10匹のラットに対しては 1 ml の生理食塩水を同様の手技と投

与間隔で腹腔内投与し，対照群とした。 

 

2.2 評 価 

2.2.1 凍傷による皮膚障害の評価 

 凍傷は寒冷の程度や曝露時間に応じて，様々な程度の皮膚・皮下組織障害を生じる。 

 熱傷に準じた形で，損傷の深度によって 1～4 度に分類されることが多い。1 度の凍

傷と周囲組織の反応性発赤の肉眼的区別は困難であり，2 度凍傷の外観も，水疱形成，

びらん，痂疲化など状態は様々で創傷面積の評価が困難である。本来，創傷とは凍傷で

いうところの 1～4 度すべてを含む語であるが，本実験では観察の便宜上，下記の条件

を満たす創傷のみを「創傷」として面積測定した。①表皮の欠損部②表皮が残存してい

るが乾燥・痂疲化など明らかに viabilityを失っている部分③表皮が残存しており viability

の判定も困難だが，今後表皮脱落が決定的なほどの真皮損傷を認める部位。なお，ここ

での表皮脱落が決定的な真皮損傷とは，創底部の蒼白化（真皮の虚血を示す），圧迫で

消退しない発赤（真皮血管の破綻を示す），黒変（真皮壊死を示す）である。 

痂疲や血餅が付着し観察を妨げる場合は除去し，真皮の状態を確認した。創傷面積判

定の例を図 4に示す。 

 

2.2.2 創傷範囲の評価 

凍傷受傷直後および受傷後 1，3，5，7，10，14，18，21 日目に，比較対象の定規を

傍らに置いたラット受傷肢の写真をデジタルカメラで撮影した。創傷を撮影した写真を

画像解析ソフトに取り込み，計測ツールを用いてコンピュータマウスで創縁をトレーシ

ングした。創縁に囲まれた pixel 数を計算して創傷面積（mm2）に変換した。画像解析

ソフトは ImageJ（National Institutes of Health, 米国）を用いた。 

 

2.2.3 組織学的評価 

組織のアポトーシスマーカーは，組織損傷の評価に頻繁に用いられる。 

アポトーシス誘導因子・実行因子とシグナル伝達経路については，システインプロテ

アーゼの一種である caspase 群が中心的な役割を担う caspase 依存性経路と caspase 群が

関与しない caspase 非依存性経路が存在することが解明されている。caspase 依存性経路

は，主にデス・レセプター経路とミトコンドリア経路に分類される。デス・レセプター

経路は caspase-8（caspase-10），ミトコンドリア経路は caspase-9 の活性化を通して進行
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し，ともに下流の実行因子 caspase-3 を切断（活性化）する。活性化された caspase-3

（cleaved caspase-3）は様々な細胞質内・核内基質を限定分解する。DNA断片化は cleaved 

caspase-3による細胞内蛋白の限定分解後に起こるが，cleaved caspase-3の抗原性は DNA

断片化が完了する時点でも残存している。したがって，cleaved caspase-3 は最も汎用性

が高い caspase 依存性アポトーシス・マーカーであり，これをターゲットとする免疫染

色法は皮膚組織における創傷分野の研究でも多用されている[68-74]。 

Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated 2’-deoxyuridine 5’-triphosphate（dUTP）-

biotin nick end labeling（TUNEL）法は，DNAの断片化を指標として，アポトーシスによ

る細胞死を個々に検出可能で感度・特異度ともに優れている。組織切片をプロテアーゼ

処理した後，細胞核における断片化 DNA の 3’-OH 末端部分にビオチン（dUTP-biotin）

を結合させ，さらに標識アビジンと結合させることで DNA分解物に特異的な発色が検

出できる。皮膚組織における様々な創傷モデルの評価法としてもよく用いられる[75-77]。 

 本章では組織標本中のアポトーシスを観察することで，凍結および組織再灌流による

細胞障害の程度を評価した。対照群（生理食塩水投与）および治療群（EGb 761 100 mg/kg

投与）のそれぞれ受傷後 1，3，5日目に，各群 2匹ずつを屠殺し受傷部位を含む足背皮

膚皮下組織を骨膜上で採取した。検体は 10%中性緩衝ホルマリン液（富士フィルム和光

純薬株式会社，大阪）へ浸漬固定した後，パラフィン包埋した。組織切片は足部の軸方

向に平行で創部の中心を通る直線状に，皮膚面に垂直の方向で切り出した。ブロックを

4.0 μm の薄切標本とし，TUNEL 染色および cleaved caspase-3 免疫染色（株式会社協同

病理，兵庫）を行った。 

染色された組織標本は，光化学顕微鏡（ECLIPSE 50i, ニコンインステック株式会社，

東京）で 400倍の視野で観察した。それぞれの組織標本において創縁から外側へ 2 mm

以内の範囲から無作為に選んだ 3 視野について，顕微鏡付属のデジタルカメラ

（DIGITAL SIGHT DS-U3, ニコンインステック株式会社，東京）で撮影し，表示・計測

用コンピュータソフト（NIS-Elements D 4.13.00, ニコンインステック株式会社，東京）

にて画像処理し保存した。保存した画像について，解析ソフト（ImageJ, National Institutes 

of Health, 米国）を用いて染色陽性の細胞数をカウントした。カウントの方法は以下の

とおりとした。①ImageJのプラグインから Color Deconvolutionを選択し，DAB（ジアミ

ノベンジジン）染色の色調を分離した②DAB染色の色調像を 8-bit でグレースケール化

の後，ノイズを除去した③あらかじめ選択しておいた 3個程度の典型的な染色陽性細胞

について，細胞質の intensity の平均値を計算し，その値の上下 50 階調以内を選択範囲

に設定して Threshold を実行した（画像の 2値化）④Analyze Particles を選択し，アーチ

ファクトを除外するため 100 pixcel（画像上の平均的な細胞の大きさ）以上ののみを残

すように設定してカウントを実行した。得られた個数を染色陽性細胞数とした。 

 

2.2.4 統計学的解析 
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 創傷面積は平均値±標準偏差で表記した。すべての統計学的解析には統計解析ソフト

StatMate V（アトムス株式会社，東京）を用いた。有意差の判定には Mann-Whitney U検

定を行い，p 値が 0.05未満のとき統計学的に有意差ありと判定した。 

 

2.3 結 果 

2.3.1 創傷範囲の経時的変化 

 典型的な経過の肉眼所見を図 5に示す。また，創傷面積の経時的変化をグラフに示す

（図 6）。受傷後 1 日目から創傷が確認され，受傷後 3～5 日目に面積が最大となった。

その後は次第に縮小し，受傷後 21 日目までには全個体で治癒が完了した。受傷後 1，

3，5日目での生理食塩水投与群の平均創傷面積は 21.3 ± 17.4 mm2，36.2 ± 18.1 mm2，35.8 

± 8.0 mm2であったのに対し，EGb 761 投与群では 4.9 ± 5.8 mm2，14.5 ± 16.6 mm2，18.4 

± 9.2 mm2といずれも有意に小さかった。受傷後 7 日目以降では両群間に有意差は認め

なかった。 

 

2.3.2 組織学的評価 

 受傷後 1，3，5 日目に各群 2 匹ずつから採取した皮膚皮下組織において，TUNEL 法

および抗 caspase-3 抗体免疫染色で陽性（褐色）を示す細胞が観察された（図 7）。1 視

野あたり平均の陽性細胞数は図 8のグラフの通りであった。両群ともに受傷後 1日目の

TUNEL，caspase-3陽性細胞数が最も多く，その後受傷後 3日目，5日目と進むにしたが

って減少していた。受傷 1 日目および 3 日目において，生理食塩水投与群の caspase-3

陽性細胞数の平均値はそれぞれ 101.5 個，73.0個と，EGb 761投与群の 64.2 個，54.個よ

りも多い傾向にあった。 

 

2.4 考 察 

凍傷の特徴として，受傷直後よりも時間が経過するにつれ創傷範囲が拡大する傾向が

挙げられる。本実験では受傷後 3～5 日目に創傷面積が最大となり，実臨床と矛盾しな

い結果であった。また，創縁付近の一見損傷が無いように見える組織を病理学的に精査

すると，アポトーシスのマーカーである cleaved caspase-3の存在が確認された。これに

より，凍結による一次的な損傷を免れた部分であっても，虚血再灌流障害による二次的

な損傷を負っており，この部分で数時間～数日後に細胞死を生じて創傷が拡大するので

はないかと思われた。EGb 761 投与群では受傷初期の caspase-3 陽性細胞が生理食塩水

投与群に比べて少ない傾向にあり，EGb 761の薬理効果により細胞死が抑制されている

可能性が示唆された。ただし，定量的評価が不十分であるため，今回の結果は細胞障害

性の傾向を示したもの程度にとらえておくべきである。TUNEL法で陽性細胞が少なく，

両群間で有意差を生じなかった原因は，組織染色の過程における技術的な問題の可能性

も考えられた。 
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受傷後 7日目以降は両群間の創傷面積の差が縮まっていき，最終的に治癒に至るまで

の期間はほぼ同じであった。その理由としては，創傷の治癒過程における創収縮が強く

影響していると思われる。創傷治癒の主なメカニズムとして創縁からの上皮細胞の増殖

と，筋線維芽細胞による創縁の収縮が挙げられるが，ヒトでは前者，齧歯類では後者が

より大きく寄与しているといわれている[78, 79]。したがってラットやマウスを用いた

創傷治癒の観察実験においては，リテイナーを用いて創縁を固定し，収縮を抑制する工

夫がなされることもある。本実験では装具の固定が困難な足部の創傷であったことと，

創傷治癒ではなく創傷軽減効果が観察対象という理由から創縁の固定は行わなかった。

もし創収縮を抑制したならば，最大創傷面積に応じて治癒の時期に差を生じた可能性は

否定できない。なお，今回の実験では受傷後 2 日目（48 時間後）で EGb 761 の投与を

終了したが，創治癒までの全期間にわたり 24 時間毎に投与を行った先行実験において

も，治癒期間に有意差は無かった。 

本章では凍傷初期に対する EGb 761の有効性が示唆された。EGb 761 は PI3K/Akt シ

グナル伝達系を刺激することが知られているが，活性化した Akt は先述のように Nrf2

を介した抗酸化作用をもたらすと同時に，アポトーシスや細胞増殖を制御する働きも持

つ。この薬理効果は，今回の結果に強く関係している可能性がある。本研究は凍傷と虚

血再灌流障害に強い関連性を疑っているため，特に抗酸化作用に着目した実験を次章に

て行った。 
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第3章 ラット後肢凍傷モデルを用いた EGb 761 の用量反応関係および抗酸化酵素と

の比較 

 

3.1 方 法 

3.1.1 ラット後肢凍傷モデルの作成 

 本研究のすべての動物実験は，防衛医科大学校動物実験倫理審査委員会の承認（承認

番号 16027）を受けて実施した。 

 用いるラットの系統，週数，飼育方法や麻酔，創傷作成方法などはすべて第 2章（2.1.1）

に記載した内容と同様に設定・実施した。 

 

3.1.2 EGb 761の投与 

 本実験に使用する EGb 761 製剤の入手，調整，投与方法などはすべて第 2章（2.1.2）

と同様に行った。本章では濃度による効果や副作用の変化を評価するため，投与量の異

なる 4群（それぞれ n=9）に分けそれぞれの投与量を 300 mg/kg，200 mg/kg，100 mg/kg，

50 mg/kg とした。対照群（n=9）には，1 ml の生理食塩水を同様の手技で腹腔内投与し

た。 

 

3.1.3 SODの投与 

 EGb 761 のフリーラジカル捕捉剤としての作用がどの程度寄与しているかを検討す

るため，ROSの分解のみを効果に持つ SODを投与した群（n=9）を比較対象に加えた。

代表的な SOD 製剤であるエダラボン（ラジカット，田辺三菱製薬株式会社，大阪）を

EGb 761 と同様の手技で凍傷作成直後，24 時間後，48 時間後の計 3 回投与した。投与

量は過去の文献を参考に，安全域内で十分な効果を期待できる量として 12 mg/kg に設

定した。 

 

3.2 評 価 

3.2.1 凍傷による皮膚障害の評価 

 第 2章と同様の基準で創傷を判定した。 

 

3.2.2 創傷範囲の評価 

凍傷受傷直後および受傷後 1，3，5，7，10，14，18，21 日目に，比較対象の定規を

傍らに置いたラット受傷肢の写真をデジタルカメラで撮影した。創傷を撮影した写真を

画像解析ソフトに取り込み，計測ツールを用いてコンピュータマウスで創縁をトレーシ

ングした。創縁に囲まれた pixel 数を計算して創傷面積（mm2）に変換した。画像解析

ソフトは ImageJ（National Institutes of Health, 米国）を用いた。 
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3.2.3 組織学的評価 

 組織が ROS による攻撃を受けると細胞核や細胞質，細胞膜の構成物が過酸化物質へ

と変化する。この反応産物のいくつかは，細胞が酸化ストレスを受けた時のバイオマー

カーとして知られている。 

4-ヒドロキシ-2-ノネナール（4-hydroxy-2-nonenal, 4-HNE）は，リノール酸やアラキド

ン酸などの n-6 系多価不飽和脂肪酸から脂質過酸化反応によって生じる主要な α, β-不

飽和アルデヒドである[80]。生体内では細胞質や細胞膜内の脂質過酸化反応の最終産物

として存在し，4-HNE 自体も蛋白質と結合することで毒性を発揮するとされている。4-

HNEは蛋白質内のヒスチジンリシン，システイン残基と反応し，3残基に共通した特異

的 5 員環構造を形成する（Michael 付加反応）[81]。この 4-HNE 修飾蛋白質は生体内で

安定的であり，モノクローナル抗体を用いた組織免疫染色標本では主に細胞質が染色さ

れる[82]。 

8-ヒドロキシ-2’-デオキシグアノシン（8-hydroxy-2’-deoxyguanosine, 8-OHdG）は，DNA

を構成する塩基の一つで活性酸素による酸化を受けやすいデオキシグアノシンがヒド

ロキシル化された酸化生成物である。生体内での代謝や分解を受けない比較的安定的な

物質で，発がんをはじめとする様々な疾病における DNA酸化損傷のバイオマーカーと

して注目されている[83-85]。4-HNE と同じくモノクローナル抗体を用いた組織免疫染

色が可能で，陽性細胞の核が染まる[86, 87]。 

本章では上記 2種類の組織免疫染色を行い，凍傷融解時の虚血再灌流障害による細胞

への酸化ストレスを評価した。対照群および 200 mg/kg 投与群，100 mg/kg 投与群，50 

mg/kg投与群のそれぞれ受傷後 1，3，5日目に，各群 2匹ずつから受傷部位を含む足背

皮膚皮下組織を骨膜上で採取し，ブアン液（武藤化学株式会社，東京）に 4 ℃で 24 時

間浸漬固定した後，パラフィン包埋した。組織切片は足部の軸方向に平行で創部の中心

を通る直線状に，皮膚面に垂直の方向で切り出した。ブロックを 4.0 μm の薄切標本と

し，3,3’-ジアミノベンジジンとヘマトキシリンの対比染色による免疫染色（株式会社協

同病理，兵庫）を行った。 

染色された組織標本は，光化学顕微鏡（ECLIPSE 50i, ニコンインステック株式会社，

東京）で 400倍の視野で観察した。それぞれの組織標本において創縁から外側へ 2 mm

以内の範囲から無作為に選んだ 3 視野について，顕微鏡付属のデジタルカメラ

（DIGITAL SIGHT DS-U3, ニコンインステック株式会社，東京）で撮影し，表示・計測

用コンピュータソフト（NIS-Elements D 4.13.00, ニコンインステック株式会社，東京）

にて画像処理し保存した。保存した画像について，解析ソフト（ImageJ, National Institutes 

of Health, 米国）を用いて染色陽性の細胞数をカウントした。カウントの方法は第 2 章

と同様に行った。 

 

3.2.4 血液生化学的評価 
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 凍傷によって生じる ROS と，EGb 761 の全身への影響を検討するため，3.2.1～3.2.3

とは別のラットを用いて血清分析を行った（実験の手順はすべて同じ）。 

ラット犠牲数の節減や研究予算の都合上，EGb 761 を 100 mg/kg投与群された群（n=12）

と，生理食塩水を投与された群（n=12）のみを比較し，検査項目も 8-OHdGのみとした。

それぞれ受傷後 1，3，5日目の血液検体を対象とした。また，対照検体として未処置の

ラット 4 匹からも血液を採取した。2.1.1 と同様の方法でラットを全身麻酔下に置き，

開腹して下大静脈から静脈血を 4 ml 採取し，凝固促進剤入り真空採血管（ベノジェク

トⅡ，テルモ株式会社，東京）に注入した。採血後のラットは安楽死させた。検体を室

温にて 1～2時間静置後，遠心分離機（テーブルトップ冷却遠心機 Model 2800，株式会

社久保田製作所，東京）にて 1300 rpm，4℃で 20分間遠心分離して約 1.5 mlの血清を得

た。血清は 2 ml マイクロチューブ（エッペンドルフ株式会社，東京）に入れて-80 ℃で

保管した。 

後日，ELISA法（enzyme-linked immunosorbent assay）により高感度 8-OHdG濃度を定

量した（日研ザイル株式会社，静岡）。 

 

3.2.5 統計学的解析 

 創傷面積は平均値±標準偏差で表記した。すべての統計学的解析には統計解析ソフト

StatMate V（アトムス株式会社，東京）を用いた。データが正規分布となった場合は一

元配置分散分析を用いて検定を行い，正規分布でなかった場合は Kruskal-Wallis H 試験

を用いた検定を行うこととした。p値が 0.05 未満のとき統計学的に有意差ありと判定し

た。 

 

3.3結 果 

3.3.1 創傷範囲の経時的変化 

 EGb 761の 300 mg/kg投与群では受傷後 3日までに半数以上の個体が死亡したため，

比較群から除外した。以下，生理食塩水投与群（対照群）をⅠ群，EGb 761の 200 mg/kg，

100 mg/kg，50 mg/kg投与群をそれぞれⅡ，Ⅲ，Ⅳ群とした。また，SOD 12mg/kg 投与群

をⅤ群とした。 

 典型的な経過の肉眼所見は図 9の通りであった。また，創傷面積の経時的変化は図 10

のグラフに示す通りであった。受傷後 1 日目から創傷が確認され，受傷後 3～5 日目に

面積が最大となった。その後は次第に縮小し，受傷後 21 日目までには全個体で治癒が

完了した。受傷後 1日目でのⅠ群の平均創傷面積は 38.4 ± 8.3 mm2であったのに対し，Ⅱ

群およびⅢ群ではそれぞれ 4.0 ± 3.6 mm2，6.7 ± 4.9 mm2と有意に小さかった（それぞれ

p < 0.001, p < 0.01）。また，受傷後 3日目においてもⅠ群の平均創傷面積は 62.2 ± 13.3 mm2

であったのに対し，Ⅱ群およびⅢ群ではそれぞれ 24.0 ± 14.1 mm2，22.8 ± 15.0 mm2と有

意に小さかった（p < 0.001）。受傷後 5 日目以降では各群間に有意差は認めなかった。
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Ⅳ群の創傷面積は全期間においてⅠ群と有意差がなかった。Ⅴ群の創傷面積は受傷後 3日

目と 5日目でⅠ群より小さい傾向にあったが，統計学的には有意差を認めなかった。 

 

3.3.2 組織学的評価 

 受傷後 1 日目に各群 2 匹ずつから採取した皮膚皮下組織において，抗 4-HNE 抗体お

よび抗 8-OHdG 抗体免疫染色で陽性（褐色）を示す細胞が観察された（図 11）。1 視野

あたり平均の陽性細胞数は図 12 のグラフの通りであった。Ⅰ群では 4-HNE 陽性細胞数

が 51 個，8-OHdG 陽性細胞が 55 個だったのに対し，Ⅱ，Ⅲ，Ⅳ，Ⅴ群では 4-HNE 陽性

細胞数がそれぞれ 0.7 個，0.3 個，33.0 個，2.0 個，8-OHdG 陽性細胞が 1.0 個，0.7 個，

30.7 個，1.7 個と少ない傾向にあった。受傷後 3 日目と 5 日目の組織からはどの群にお

いても 4-HNE陽性細胞，8-OHdG陽性細胞ともに全く観察されなかった。 

 

3.3.3 血液生化学的評価 

 各群とも高感度 8-OHdG濃度は検出下限以下であった。 

 

3.4考 察 

本章では，50 mg/kg から 300 mg/kg まで量の異なる EGb 761，および ROS 分解酵素

（SOD）を凍傷モデルに投与し，抗酸化作用による虚血再灌流障害の軽減効果に着目し

て比較検討した。過酸化状態を評価する指標として，組織中の 4-HNE および 8-OHdG

陽性細胞数と，血清 8-OHdG濃度を用いた。血清 8-OHdG濃度はいずれの群においても

検出下限以下で，凍傷による虚血再灌流障害は創部に限局したものと考えられた。組織

学的な評価では，受傷後 1 日目で EGb 761，SODともに酸化ストレスマーカー陽性細胞

数が少ない傾向を示した。ただし，定量的評価ではないため，この結果は組織の酸化の

傾向を定性的に比較したもの程度にとらえておくべきである。8-OHdG染色については，

組織標本の画像データから精度の高い定量的評価を行う方法もある[86, 88]。本実験で

は標本内のアーチファクトが多く，同じ方法を用いることはできなかったが，類似した

独自の評価法である程度の傾向を確認することができた。受傷後 3，5 日目の組織から

は酸化状態は検出されなかったが，これは障害された細胞が細胞死に至り，その後免疫

細胞による貪食を受けて消失したためと推察された。 

EGb 761の 1日投与量としては 50 mg/ kg では創傷軽減効果を認めず，300 mg/kgでは

半数致死量を超えていた。したがって凍傷治療として使用した場合の有効域はこれらの

値の間に存在すると考えられた[89]。ラットへの EGb 761投与による皮膚皮下組織への

影響を報告した数少ない過去の文献では，1日 1回 100 mg/kg の投与にて皮弁生着率の

向上を認めており[65, 66]，本研究結果との大きな乖離はない。Dragoら[90]は，ヒトを

対象とした無作為化対照試験にて 80 mg の 1 日 1 回内服群と 40 mg の 1 日 2 回内服群

の血漿中ギンコライド B 濃度を比較し，後者のほうが有意に長い半減期を得たため好
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ましい投与法であると述べた。本研究においても，より低用量を 12 時間毎の投与にす

ることで治療効果を得る可能性があったが，ラットへの苦痛を最小限にすること，およ

び実験の簡便性を優先して 24時間毎の投与とした。 

創傷面積については，EGb 761投与群にて有意な保護効果を示したのに対し，SOD投

与群では効果を認めたものの統計学的有意差を得られなかった。その原因として，投与

量などの問題で単に SOD 投与群での ROS 分解能が劣っていた可能性もあるが，EGb 

761 は Nrf2 を介したより広範な抗酸化スペクトラムを発揮した可能性がより強く疑わ

れた。今回の実験では抗酸化シグナル伝達系に関連した物質の分析は行っていないため，

過去の報告[49-55, 91]と同様に凍傷においても EGb 761 の PI3K/Akt シグナル伝達系お

よび Keap1/Nrf2/ARE シグナル伝達系の活性作用が治療効果をもたらしていることを確

認することが今後の研究課題と思われた。 

本研究ではギンコライド群の抗血小板作用[92, 93]については考察していない。本邦

での凍傷治療においては抗凝固系薬の有効性は不明とされているが，組織プラスミノー

ゲン活性化因子製剤投与の有効性を報告する海外の文献も散見される[94-96]。凍傷にお

ける血球凝集が組織虚血を悪化させることから，その抑制作用は理論上有益であっても

おかしくはない。今後，他の抗凝固薬との比較などを行い，抗酸化作用とは別に論じて

いく必要があると思われる。 

  



17 

 

第4章 総 括 

 

 ROS はほとんどすべての種類の創傷に関わっているといわれ，その動態を把握し適

切に制御することが創傷治療において重要である。本研究では凍傷における虚血再灌流

障害をターゲットとし，イチョウ葉抽出物 EGb 761 の抗酸化作用が受傷組織の状態に

及ぼす影響を検討した。実験モデルとして，ドライアイスへの接触により冷却した磁石

をラット後肢へ密着させるモデルを作成し，凍傷の発生とその後の経過を観察した。

EGb 761 の投与は凍傷作成時およびその 24 時間後，48時間後の計 3回，腹腔内注射と

した。その場合の 1回用量としては，100～200 mg/kg 投与が適切であるという結果であ

った。EGb 761 の投与によって凍傷受傷後初期の創傷面積が軽減され，組織学的にも細

胞死を抑制しているように思われ，凍傷に対する組織保護効果が示唆された。4-HNE，

8-OHdG組織免疫染色では EGb 761投与群では対照群より組織の過酸化が抑制される傾

向にあり，EGb 761の抗酸化作用が組織を保護していることが示唆された。 

 EGb 761は PI3K/Aktシグナル伝達系および Keap1/Nrf2/AREシグナル伝達系の活性作

用を持つことが知られているが，今回の実験結果が示した EGb 761 の凍傷における組

織保護効果は，この機序が大きく関わっている可能性が高いと思われる。今回はこの検

証がされておらず，今後の研究課題としたい。 

 EGb 761は経口薬として投与可能であり，海外では臨床的にも脳外科領域などの治療

薬として用いられている地域もある。本研究の結果は EGb 761 が皮膚皮下組織にも一

定の効果を認め，創傷治療への応用を期待させる結果といえる。 
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第5章 結 論 

 

 凍結磁石をラット後肢に接触させる凍傷モデルを作成し実験を行った。受傷後 3～5

日に創傷面積が最大となったが，イチョウ葉抽出物 EGb 761の腹腔内投与によって，受

傷後初期の創傷面積が軽減した。凍傷においては組織解凍時に生じる ROS が組織損傷

を増悪させるが，EGb 761 の抗酸化作用は，凍傷後の虚血再灌流障害を軽減し，組織保

護効果をもたらすと考えられた。 
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付 記 

 

本内容の一部は，以下の論文・学会演題にて発表された。 

 

1. Aizawa Tetsushi, Kuwabara Masahiro, Kubo Satoshi, Aoki Shimpo, Azuma Ryuichi, 

Kiyosawa Tomoharu. Protective Effect of Extract of Ginkgo biloba 761 against Frostbite 

Injury in Rats. Plastic and Reconstructive Surgery 143(6): p.1657-1664, 2019.06 

2. 會沢 哲士, 久保 諭, 中村 和人, 東 隆一, 清澤 智晴．EGb 761のラット凍傷モデル

に対する組織保護効果．第 27回日本形成外科学会基礎学術集会（東京）2018 年 10

月 
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出 典 
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た論文の内容を，Wolters Kluwer社の規定にしたがって再利用している。 
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図 1. 虚血再灌流障害における活性酸素種の発生機序 

虚血時にアデノシン三リン酸の分解物であるヒポキサンチンが蓄積し，再灌流時にキ

サンチン酸化酵素を触媒として酸化される。同時に酸素が還元されスーパーオキシドが

発生する。 

ATP; adenosine triphosphate, ADP; adenosine diphosphate, AMP; adenosine monophosphate, ・

O2
-; superoxide 

（Granger, D.N., G. Rutili, and J.M. McCord, Superoxide radicals in feline intestinal ischemia. 

Gastroenterology, 1981. 81(1): p. 22-9.より改変引用） 
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図 2. イチョウ葉の主成分 

 主なフラボノイド配糖体としてクエルセチン，ケンペロール，イソラムネチンを含む。

テルペンラクトンとしてはギンコライドとビロバライドが主成分である。 

（Iriti, M., et al., Neuroprotective herbs and foods from different traditional medicines and diets. 

Molecules, 2010. 15(5): p. 3517-55.より引用） 
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図 3. 凍傷モデル 

 ポリウレタンフォームに埋め込んだ常温磁石が足底，-78 ℃に冷却された磁石が足背

に位置し，互いに磁力で引き合うことで皮膚に密着している。 

（Aizawa Tetsushi, Kuwabara Masahiro, Kubo Satoshi, Aoki Shimpo, Azuma Ryuichi, Kiyosawa 

Tomoharu. Protective Effect of Extract of Ginkgo biloba 761 against Frostbite Injury in Rats. 

Plastic and Reconstructive Surgery 143(6): p.1657-1664, 2019.06 より引用） 
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図 4. 創傷面積の判定 

 以下の部分を創傷面積に含むように測定する。①表皮の欠損部②表皮が残存している

が乾燥・痂疲化など明らかに viability を失っている部分③表皮が残存しており viability

の判定も困難だが，今後表皮脱落が決定的なほどの真皮損傷を認める部位。 
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図 5. 創傷の肉眼所見 

 A; 生理食塩水投与群，B; EGb 761投与群。 
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図 6. 創傷面積の経時的変化 

 エラーバーは標準誤差を示す。*; p<0.001，**; p<0.01，***; p<0.003 

  

* 

** *** 
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図 7. 受傷後 1日目の組織学的所見 

 A; 生理食塩水投与群，TUNEL染色，B; EGb 761 投与群，TUNEL染色，C; 生理食

塩水投与群，caspase-3 染色，D; EGb 761 投与群，caspase-3染色。200倍拡大，バーは

100μm を示す。矢印は褐色の染色陽性細胞。 
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図 8. 組織切片における染色陽性細胞数 

 HPF; high power focus，TUNEL; Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated 2’-

deoxyuridine 5’-triphosphate（dUTP）-biotin nick end labeling 
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図 9. 肉眼的所見 

（Aizawa Tetsushi, Kuwabara Masahiro, Kubo Satoshi, Aoki Shimpo, Azuma Ryuichi, Kiyosawa 

Tomoharu. Protective Effect of Extract of Ginkgo biloba 761 against Frostbite Injury in Rats. 

Plastic and Reconstructive Surgery 143(6): p.1657-1664, 2019.06 より引用） 
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図 10. 創傷面積の経時的変化 

 エラーバーは標準誤差を示す。*; p < 0.001，**; p < 0.01 

SOD; superoxide dismutase 

（Aizawa Tetsushi, Kuwabara Masahiro, Kubo Satoshi, Aoki Shimpo, Azuma Ryuichi, Kiyosawa 

Tomoharu. Protective Effect of Extract of Ginkgo biloba 761 against Frostbite Injury in Rats. 

Plastic and Reconstructive Surgery 143(6): p.1657-1664, 2019.06 より引用） 

  

* 

** * 
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図 11. 組織学的所見 

 A; Ⅰ群（生理食塩水投与），4-HNE染色。B; Ⅱ群（EGb 761 200 mg/kg投与），4-HNE染

色 C; Ⅰ群，8-OHdG染色，D; Ⅱ群，8-OHdG染色。200 倍拡大，バーは 100μm を示す。矢

印は褐色に染まった酸化ストレス陽性細胞。Ⅱ群にはいずれの抗体においても染色され

た細胞は認められない。 

（Aizawa Tetsushi, Kuwabara Masahiro, Kubo Satoshi, Aoki Shimpo, Azuma Ryuichi, Kiyosawa 

Tomoharu. Protective Effect of Extract of Ginkgo biloba 761 against Frostbite Injury in Rats. 

Plastic and Reconstructive Surgery 143(6): p.1657-1664, 2019.06 より改変引用） 
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図 12. 受傷後 1日目の組織切片における染色陽性細胞数 

HPF; high power focus ， 4-HNE; 4-hydroxy-2-nonenal ， 8-OHdG; 8-hydroxy-2’-

deoxyguanosine，SOD; superoxide dismutase 

（Aizawa Tetsushi, Kuwabara Masahiro, Kubo Satoshi, Aoki Shimpo, Azuma Ryuichi, 

Kiyosawa Tomoharu. Protective Effect of Extract of Ginkgo biloba 761 against Frostbite Injury 

in Rats. Plastic and Reconstructive Surgery 143(6): p.1657-1664, 2019.06 より改変引用） 
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