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研究成果の概要（和文）： 本研究の目的は、作用候補因子を配合した人工細胞外マトリックス(ECM)を作製し、
それを体内に移植しECMの中より、創傷治癒に伴うECMの再構築や細胞の振る舞いに影響を与える薬効分子を探索
する試みである。この研究の成果としてミズクラゲ (Aurelia aurita) コラーゲンに再上皮化と肉芽形成両方を
促進するはたらきが見出され、最終的にその生物効果を最大限発揮できる様に最適化した人工真皮を作製した。
これは将来的に創傷をより綺麗に修復できる新たな生体素材として研究を継続している。この実例によって埋め
込み型人工ECMを用いた生体作用分子探索の試みは成功したと言うことができる。

研究成果の概要（英文）： Extracellular matrix (ECM) is the external environment for cells. ECM is a 
complex of a large number of high polymer proteins, and a total of these interactions become the 
function, and it complicate a study. In our study, we have developed an artificial ECM that 
contained the type I collagen fiber structure and additional test molecule to evaluate the bio 
effects within ECM in transplanted conditions. As the result, we have developed a novel artificial 
dermis containing jellyfish (Aurelia aurita) collagen that accelerated skin regeneration through 
both re-epithelialization and granulation tissue formation. The artificial dermis was prepared as a 
mixture of porcine type I collagen and jellyfish collagen. The effect was evaluated in vivo using 
the skin full-thickness wound mouse model. Experiments are in progress to demonstrate that 
accelerate cleaner dermal healing without scar formation when used with additional time span. It 
could say that the trial was done successfully.

研究分野： 分子生物学･生化学
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１．研究開始当初の背景 
細胞外マトリックス (以下 ECM) は組織

の基礎構築と治癒･再生または組織線維化な

どの病態形成の環境を形成する。その実体は

多種類の高分子タンパク質の相互作用の総

和であり、単体成分の精製と解析を以て

ECM 全体の機能を解釈することや、医療応

用への適用を難しくしている。我々の先行実

験においても、希少コラーゲン V 型コラーゲ

ンα3 鎖を精製し、線維化抑制と癒着防止に役

立てる企画を試みたが、機能を保持したα3
鎖を含む V 型コラーゲンを充分量抽出し、投

与することが実現出来なかった（基盤研究

C:21591672）。 
そこで本研究では考え方を変え、最初から

生体の ECM を模倣したコラーゲンスポンジ

に試験される薬剤を配合した人工 ECM を作

製し、これをマウスに移植して、生体内での

人工マトリックスの振る舞いを観察するこ

とで、試験される薬剤がマトリックスから細

胞や細胞外環境に働きかける実験系を考え

た。先行実験により、コラーゲンをフィルム

やスポンジに加工する手法は確立されてい

たので、本実験では移植モデルの形式（皮下

埋設，体腔内、人工皮膚）によって形状を最

適化することから取り組まれた。試験される

薬剤の候補としては、これまで研究対象とし

て用いていた V 型コラーゲンから始めたら

れが、後に化粧品や食品に広く用いられてい

る海洋性コラーゲンにも拡げられた。本実験

は本来、ECM 環境下で抗線維化活性を持つ

薬剤候補を見出す狙いがあったが、後述に示

すように皮膚の自己再生を活性化する成分

がミズクラゲコラーゲンから見出されると

いう予想外の成果が見出されるに至った。 
 
２．研究の目的 
【平成 27 年度】 
人工 ECM 作製と動物移植実験モデル確立: 

実験計画のデザインとなる人工 ECM のプロ

トタイプを作製し、マウス体内の移植実験と

サンプルの回収、組織学的評価の一連のサイ

クルを完成させた。試験薬剤候補としてブタ

胎盤由来 V 型コラーゲンとミズクラゲコラ

ーゲンを用いた。 

【平成 28 年度】 
人工 ECM を人工皮膚仕様にする:実験によ

り、ミズクラゲコラーゲンに皮膚再生促進活

性が見出された。人工 ECM を人工皮膚試験

仕様とし、結果を受けて再生促進効果を最大

化する構造へと順次、作製改変を行なった。 

表皮再上皮化と遊走細胞数の評価法設定： 

ミズクラゲコラーゲンによる皮膚再生効果

の確認するための解析基準を決定した。 
【平成 29 年度】 
新型人工皮膚の評価：最終決定されたミズク

ラゲコラーゲン配合人工皮膚の有益性を創

傷動物モデルへの移植実験により解析した。 

再上皮化促進作用の生物学的機序解明: ヒ

ト初代表皮角化細胞を用いての in vitro 実験

系により生物学的効果の裏付けを行なった。 
 
３．研究の方法 
【平成 27 年度】 
(1) 人工 ECM 担体の作製：ブタ皮膚 I 型ア

テロコラーゲンをベースとして、ブタ V 型コ

ラーゲンやミズクラゲコラーゲンを配合し

たフィルムとスポンジの試作品を作製した。 
(2) 電顕レベルの構造解析と生体移植実験:

人工 ECM の機能を試験した。走査電顕で

ECM の微細構造を精査した。皮内、皮下、

体腔内へ生体移植実験が行われ、短期（6 日）

の移植片の器質的変化や宿主細胞への影響

が読み取れるか組織的観察を行なった。 

【平成 28 年度】 
(3) 人工皮膚仕様試作品作製： 実験により

ミズクラゲコラーゲンは 45%の配合率、フィ

ルム形態で再上皮化、スポンジ形態で細胞遊

走が促進されるため、スポンジ表面にフィル

ムをコーティングする加工法を開発した。 

(4) 再上皮化･細胞遊走活性の評価： 宿主上

皮の伸長と ECM 内への進入細胞数を画像解

析で計測し、統計学的有意性を評価した。そ

の上で最適添加量を決定し、上記(3)の作製条

件へのフィードバックを行なった。 

【平成 29 年度】 
(5) 新型人工皮膚の評価： 作製された新型

人工皮膚を、創傷モデルマウスに移植し、6
日間（短期）、3 週間（長期）後のサンプルを

組織学的に解析して再上皮化、細胞遊走、宿

主の組織再構築を評価した。 

(6) in vitro 実験系による再上皮化促進作用

の機序解明: ヒト初代表皮角化細胞を用い

る実験系を立ち上げ、ミズクラゲコラーゲン

添加によって遊走 (scratch assay) 増殖、

(cell counting assay)、遺伝子発現 (real-time 
PCR assay) に与える変化を調べた。 
 



４．研究成果 
 

図１．人工 ECM 作製と in vivo 実験系の確立 

人工 ECM は、ブタ I 型コラーゲンに V 型

コラーゲンを作用因子候補として配合した

ものをプロトタイプとした。V 型コラーゲン

は線維形成を阻害する作用があり 50%の配

合比では線維構築が不完全となり（図 1 A) 
ECM 構造を持つ固形物が形成されなかった

(図 1 B ②)。これらを人工真皮③、皮下充填

材④として生体内に留置し、人工 ECM によ

ってもたらされる生体の変化を観察する実

験系を確立した。図 B⑤ ⑥は 100% I 型コラ

ーゲンと 20% V型コラーゲンECMの皮下移

植 6日経過事例を示す。★印で示す人工ECM
内部において、ECM の質的変化や侵入した

細胞の種類･個数の差異は見られなかった。 
 

図２．ミズクラゲコラーゲンの人工 ECM 

プロトタイプ人工 ECM を先行例として、

作用因子候補としてミズクラゲコラーゲン

（以下 J.C.と表記）を配合した作製事例を 
図 2 に示す。フィルム 1 とスポンジ 2, 3 の

外見に J.C.の有無による差はなかった。SEM
による超微細構造観察では J.C.は線維構造

を構築せずブタコラーゲン線維の隙間を埋

める構造となり、ブタコラーゲンの線維構築

を阻害せず、コラーゲン直径や走行は保持さ

れている事が観察された。 
 
図３. ミズクラゲコラーゲンを配合したフィルム

成型体は表皮角化細胞の再上皮化を促進する  

 作用因子候補としての J.C.を含む人工

ECM の in vivo 解析を行なった結果、人工真

皮モデル実験において、通常のコラーゲンフ

ィルムには見られない再上皮化促進作用が

認められた。面白いことにこの効果はフィル

ム形状でのみ有効であった（図 3A）。実験例

を増やし、J.C.含有量と表皮細胞の伸長距離

を画像解析により測定し詳細に調べたとこ

ろ、J.C.の表皮伸長効果が統計的に有意であ

ることが確認され、スポンジ上では伸長促進

が起きないことも確認できた（図 3B）。J.C. 
の添加量を増量すると、表皮角化細胞の遊走

活性は増加するが同時に剥離し易くなる傾

向が増すことも示された。組織学的に良好な

表皮角化細胞の形態を維持し、その遊走を促

進する最適添加量は 40~50%であった。

J.C.50%以上になると、人工 ECM が不安定

になるため、45%を至適濃度として決定した。 
 
図４．ミズクラゲコラーゲンを配合したスポンジ

成型体は細胞の ECM への遊走を促進する 



先述結果と対称的に J.C.含有の人工 ECM
を同様に人工真皮として移植し、ECM 担体

内への細胞遊走作用を観察したところ、J.C.
の配合により細胞遊走の促進が見られ、それ

はスポンジ成型体に見られる現象であった。

移植 6 日後のスポンジサンプルの組織像を示

す（図 4A）。画像解析によって単位面積当た

り遊走細胞数を比較した結果 J.C.の細胞遊

走促進作用は、コラーゲンスポンジの末端部

E (＊)、中央部 C (+) 共に有意であることが

確認された。これによって J.C.は再上皮化と

肉芽形成両方を促進し、媒体となる構造はフ

ィルム･スポンジと異なることがわかった。 
 

図５．素材形状の最適化 

人工 ECM の加工形状を工夫し、人工真皮

として最適な生物活性を示す形状の試作を

行なった。再上皮化を促進するためにはフィ

ルム形状、宿主細胞を遊走させ真皮様組織の

再構築をさせるためには、コラーゲン線維を

再現するスポンジ形状（t-ブチルアルコール

溶媒下凍結乾燥法）が最もよかった。フィル

ム形状では中に細胞が進入出来ないため、出

来るだけ薄い構造に仕上げる必要があった。

フィルムとスポンジの単純貼り合わせでは

境界に細胞が侵入し両者を剥離させる等の

問題が生じた。最終的に表皮側は酸性溶解し

た 45% J.C. 含有ブタ I 型コラーゲン混合液

を線維構築した 45% J.C.コラーゲンゲルに

塗布し、酸性条件による溶融接合を行ない、

そのままアルコール固定と t-ブチルアルコー

ル溶媒転換、凍結乾燥することで、極薄のコ

ラーゲンフィルムをコーティングした二層

性スポンジ作製した。SEM により確認した

構造を示す（図 5A）。細かいネット上構造の

フィルムが上部を、直径 100 nm のコラーゲ

ン線維走行を持つ真皮様コラーゲンスポン

ジが下部を形成し、フィルムの厚さは乾燥時

で 5 µm であった。この新しい人工真皮をマ

ウスの背部皮膚の全層欠損モデルに移植し、

6 日経過後の回復をバイオアッセイにて調べ

た（図 5B）。J.C.を 45%含むサンプルが左側

である。J.C.の作用により、表皮角化細胞に

よる再上皮化と宿主細胞の遊走による肉芽

形成と真皮様組織構築が同時に起こる人工

真皮の開発が確認出来た。 
 

図６．新しい人工真皮の移植例 3 週間経過後 

J.C.を含有した新しい人工皮膚を用いた移

植実験の長期経過を検証するため、3 週間後

の組織を調べた。その結果、J.C.成分を含む

生体材料はブタ I 型コラーゲンのみの従来品

より吸収が速く、早期に宿主組織に置換され

ることがわかった。これは人工皮膚よりも再

生促進薬として有益な性状と考えられた。 
 
図７．in vitro 実験系によるミズクラゲ 

コラーゲンが表皮細胞に与える効果の検証 

ヒト新生児初代表皮角化細胞 NHEK を



用いて、ミズクラゲコラーゲンまたはブタ I
型コラーゲン存在下における表皮の各種階

層分化マーカーと細胞接着分子の発現変動

を定量的 PCR で比較した。その結果はミズ

クラゲコラーゲンを添加した群で角化マー

カーであるロリクリンとインボルクリン、密

着結合構造蛋白質であるオクルディンとク

ロ-ディンの発現増加が認められた。これは 
in vivo の移植実験で見られた角質化上皮の

形成促進とあわせて、ミズクラゲコラーゲン

に上皮の角質分化を促進する作用があるこ

とを示唆すると考えられた。 
 

 考察 

 本実験計画の発想は ECM の機能を理解す

る、更には ECM に直接介入して治療効果を

及すことが出来るかどうか、その手段を探す

ことであった。ECM は複雑な会合体であり、

その実体が分子群の相互作用であるのなら、

個々の作用分子を精製分離して調べる事は

意味を成さないばかりか、精製によってその

特性を壊す事になりかねない。 
実際の治療に役立てられるアプローチを

考える中で、人工マトリックス中に薬効候補

分子を混合し、創傷回復における ECM 再構

築の現場に巻き込ませて、ECM に直接働き

かけて与える変化を見極める方法を考えた。

そこにはマトリックス構築に関わる全ての

細胞群、ECM 構築分子群が存在し、挿入分

子の介入により実際に起こることを事象と

して捉えることが出来る筈である。本来の具

体的な目的は V 型コラーゲンを挿入分子と

し、線維形成過程の阻害を期待して抗線維

化･癒着防止作用を検出し、そこから抗線維

化薬開発へのきっかけを掴むことであった。 
V 型コラーゲンの実験系は期待通りの抗線

維化効果を検出できなかったが、V 型コラー

ゲンに近い構造を持つとされる新しい海洋

性コラーゲンであるミズクラゲコラーゲン

(以下 J.C.)を本実験系に応用したところ、予

想外の皮膚表皮組織の再構築と細胞遊走を

促進するという成果を得る事が出来た。 
本実験は、挿入分子がもたらす様々な現象

に対応するようデザインされており、急遽こ

の生体作用を追求するべく実験系を改変で

きた。J.C.を作用分子とする人工 ECM をフ

ィルムとスポンジそれぞれの形態による人

工皮膚の実験系を立ち上げ、表皮細胞の伸長

距離とスポンジ内の進入細胞数計測を行な

った結果、フィルム形状で表皮角化細胞の伸

長促進、逆にスポンジ形状で細胞の浸透促進

が起こり、皮膚の構成細胞の性質によって要

求される ECM の構造が異なるという面白い

特性を見出した。細胞の生育環境を形成する

ことこそ ECM の役割であり、人工 ECM に

おいて、これを工学的に再現出来るかはバイ

オマテリアルを駆使した再生医療の課題で

ある。本実験では人工 ECM の作製行程と移

植実験とのフィードバックの繰り返しによ

り、フィルムとスポンジの両方の長所をもつ

人工 ECM が完成し、移植実験をもって J.C.
の添加により、表皮の再上皮化と肉芽組織へ

の細胞遊走が同時に促進出来る、新しい人工

真皮を開発できた。人工真皮は最も成功した

人工臓器であり、皮膚再生医療の要である。

その課題こそ人工物上に直接再上皮化が起

こらない事であり、表皮細胞を生着させるた

め真皮の再生を待ち、改めて 2 度目の表皮移

植を必要としていた。J.C.は再上皮化を先に

起こせる事から、その医療応用は皮膚の再生

医療に画期的な変革をもたらす事が期待出

来ると考えられる。 
これらの結果によって人工 ECM を挿入し

マトリックスの構成や細胞の活動に影響を

与え、有用な作用分子を探す試みは成功した

と言える。この方法は新たな生体分子の探索

に大変有効であることが示された。 
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