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研究成果の概要：同種のヒト表皮幹細胞が、難治性皮膚潰瘍治療に応用された。患者５例に適用

され、２年を超えて治療に難渋してきた皮膚潰瘍患者に於いても、最短４日、長くても４０日程

度で完全上皮化またはほぼ上皮化が得られ、その有効性が確認された。一方ヒト表皮幹細胞が産

生する増殖因子IGF, VEGF, IL-6, TGF-b, EGF, bFGF, Leptin, TNF-aを同時測定した。 

その結果表皮幹細胞は、IL-6除く全ての増殖因子が多量に産生されていることが解った。これ

らのことから、表皮幹細胞の有用性の一部が説明出来るものと思われた。  
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１．研究開始当初の背景 

 血管内皮前駆細胞の発見以来、従来考えら

れてきた血管新生概念は変革を余儀無くさ

れ、２種類の血管再生機構を考える必要性が

生じた。すなわち、従来型の既存血管からの

枝分かれ（発芽）と、血管内皮前駆細胞から

の発生である。自家骨髄幹細胞移植は当初、

この CD34陽性の血管内皮前駆細胞が移植部

位周囲において増殖・分化し周囲組織の血管

発生を亢進する事で有効性を発現すると推

察された。しかし現在では前記した機能も適

用周囲で一部には関与していても、実際には

移植された骨髄幹細胞が産生する各種のサ

イトカイン・増殖因子がカクテルとなり相乗

的に作用する事で、周囲の血管内皮細胞の発

芽を促進し血管新生を促す。あるいは移植周

囲に存在する幹細胞の増殖を促す事で組織

再生、臓器再生が行われると言った考え方が
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一般的になりつつある。最近ではこれら知見

を基礎とし、難治性皮膚潰瘍治療に対しても、

骨髄幹細胞、脂肪幹細胞、末梢血幹細胞等の

移植が試みられ、遺伝子治療と同等あるいは

それ以上の有効性が報告されている。ところ

で研究代表者は平成17-18年度にかけて、「血

管内皮前駆細胞を用いた新規血管再生ティ

ッシュエンジニアリングの試み」との課題名

で若手研究(B)補助金を得るに至り、プロス

タノイドでの刺激による血管内皮前駆細胞

から産生される各種の液性因子の増強性に

ついて検討し、難治性皮膚潰瘍への応用の可

能性について基礎的に検討してきた。ASOや

褥瘡等に応用され初めている骨髄幹細胞移

植は、切断、植皮など外科的な処置以外に治

療手段がないと考えられてきた創傷部の保

存的治療を可能としてきた。研究代表者らの

この２年間の研究においても、そのメカニズ

ムとして、幹細胞が産生する各種の液性因子

が重要な鍵を握り、これら細胞を事前にプロ

スタノイド等で刺激する事で、これらの液性

因子産生を増強させるとより有効である事

を明らかにしてきた。しかし、これらの研究

結果を臨床面に応用する場合、骨髄液採取は

必須であるが、全身状態の悪い患者等に骨髄

採取をするにはある程度のリスクが伴い、全

例に適用可能とは言えない。そこで、主に潰

瘍の治癒にかかわる機序が幹細胞自身の分

化増殖ではなく幹細胞が分泌する液性因子

により難治性潰瘍治療に有効性を現してい

るならば、必ずしも骨髄幹細胞の必要はなく、

「採取しやすい組織からの体性幹細胞を移

植する事による潰瘍治療の可能性」を合わせ

て検討してきた。その結果、表皮幹細胞が骨

髄幹細胞に劣らず VEGF等を産生できる事を

明らかにした。 

 

２．研究の目的 

 IL-6やFGFを始めとして創傷治癒過程に各

種のサイトカインや増殖因子が関与してい

る事は古くから知られている。当初移植され

た幹細胞は、移植部位で合目的に分化増殖す

ると考えられてきたが、この点には疑問の余

地があり、議論が分かれるところである。研

究代表者はこの問題について検討を加え、損

傷周囲組織の線維芽細胞や表皮細胞が創傷

治癒段階の極初期に産生される炎症性エイ

コサノイドが AUTOCRINE, PARACRINE的に創

治癒促進液性因子を放出して、治癒に関与す

る事を明らかにしてきた(井上ら：2002、2003、

松井ら：2002、高橋ら：2004)。しかしなが

ら、これらの生理活性物質と実際の血管新生

との関係は、現在の皮膚植埋型の動物モデル

では研究が不可能である。研究代表者はかね

てよりマウス耳介に一本の動静脈を茎とす

る皮弁を作成し、血管作動物質の変動を詳細

に検討してきており、その際耳介栄養血管の

変化、側副血行路の開通などについて画像解

析を含めて検討してきた(井上ら：1996、2002、

2003、2004)。本モデルは従来同時分析が不

可能であった血行、血管新生、新生に関わる

表皮幹細胞の動態の同時解析が可能であり、

本研究方法により表皮幹細胞移植による血

管再生メカニズムの解明が容易になること

が期待されている。又、この事が明らかにな

れば、現在骨髄採取を必要とした難治性潰瘍

治療が、自家または他家の切手大の皮膚の採

取、表皮幹細胞大量培養、培養表皮幹細胞移

植、と言うプロセスで可能となり、患者負担

が格段に減少でき、一つの安価で確実なオプ

ションが加わり治療の選択肢が広がる。この

事は、患者QOLとADLの飛躍的な向上が期待

できる。これ迄述べてきた研究成果より考察

出来る事として、阻血部位の壊死や皮膚潰瘍

の遷延化は、患部への循環動態に依存し、そ

の際に周囲細血管の循環抵抗が少なくかつ



組織の栄養要求を満たせられる血行が維持

できれば皮弁の救済と潰瘍部の良好な肉芽

増生が望める。従来はこの目的を達成するた

め自己の血管発生を期待し骨髄幹細胞移植、

脂肪幹細胞移植、FGF、HGF等の遺伝子治療が

試みられてきた。しかしこのときに、骨髄を

採取すると言う患者負担とリスク、脂肪採取

に伴うある程度大きな外科的侵襲が必須で

あった。本研究においては、自家表皮幹細胞

移植をする場合には切手大程度の皮膚の薄

削は必要であるが、侵襲は極めて軽微である。

また他家の皮膚の場合侵襲は無い。いずれに

しても得られた皮膚から培養した表皮幹細

胞を大量に貯蔵しておき、阻血部位や潰瘍部

位に移植すると言う、全く新たな試みである。

この表皮幹細胞を移植する技術が臨床用に

確立されれば、その後の潰瘍療に革命的な変

革が可能と思われる。 

 今回このヒト培養表皮幹細胞の創傷治癒

に及ぼす影響について臨床研究を行うとと

もに、その幹細胞の産生する液性因子につい

て検討を加え、その作用機序を考察した。 

 

３．研究の方法 

(1）臨床研究： 

 手術不適応または拒否症例で従来の皮膚

潰瘍治療に対し抵抗した患者を選択し、本学

生命倫理委員会承認のもと、同意を得た後に

臨床研究を行った。すなわち、難治性皮膚潰

瘍部位に、ヒト同種培養表皮幹細胞（1x107

個/site）を移植した。その後非固着性ガー

ゼ、ガーゼ被覆を行い、概ね７日１回の頻度

で、４回本治療を反復した。４回目の治療後

すなわち治療開始５週間後に於ける潰瘍部

位の状況を写真撮影した。潰瘍治療の評価は、

治療前と５週間後の画像を解析する事で、そ

の面積の縮小を指標にした。 

(2）作用機序の研究： 

本学生命倫理委員会承認の下、患者から研究

用として承諾された余剰組織を用いた。すな

わち、得られた皮膚を除菌後に細切し、常法

に従って酵素消化後に表皮細胞遊離液を得

た。得られた表皮細胞遊離液を著者等の方法

に従って、表皮幹細胞のみを選択培養した。

表皮幹細胞がコンフルエントに到達後、測定

用培地に交換し、２４時間さらに培養した。

２４時間後に培地を無菌的に採取し、表皮幹

細胞が培地中に産生放出した各種創傷治癒

促進因子、血管新生因子の蛋白発現をEIA法

によって測定した。 

 

４．研究成果 

 再生医療技術を用いて難治性皮膚潰瘍治

療を試みる場合、大きく２種類の細胞が利用

されている。そのひとつは骨髄間質細胞であ

り、もう一つは脂肪組織幹細胞である。いず

れの場合も、その有効性が知られているが、

前者は骨髄穿刺という比較的大きい侵襲を

必要とし、脂肪組織採取においても患者本人

の外科的侵襲を避けて通ることができない。

そこで、平成１９年度は同種表皮幹細胞利用

による難治性皮膚潰瘍治療に及ぼす効果を

検討した。標準的皮膚潰瘍治療に不応で外科

処置不同意の難治性皮膚潰瘍患者に IC取得

後、あらかじめ培養してある同種表皮幹細胞

治療を潰瘍創部に対して適用した。その結果、

２年以上治療に難渋していた皮膚潰瘍が４

０日程度で、半年以上治療に抵抗した熱傷潰

瘍が約７日間で完全上皮化し、その有用性が

示された。表皮幹細胞は採取と培養が比較的

容易であるが、本研究の場合自家表皮幹細胞

を用いるのではなくあらかじめ病原微生物

などの感染の無い安全な同種表皮幹細胞を

用いることで、患者の外科侵襲を伴わないこ

とが特徴である。本技術を既にのべ５例の患

者に適用しているがいずれも副作用を認め



ず、全例創部面積の縮小ならびに完全上皮化

が得られた。本治療法を適用すると、早期の

肉芽増生と辺縁部からの表皮の伸展が認め

られた。特に肉芽増生については血管新生を

伴った良好な肉芽が得られ、これは表皮幹細

胞の産生する血管新生因子が創部周囲に作

用し、潰瘍面に存在する自己の幹細胞を刺激

することで、創傷治癒を促進しているものと

推察された。 

 表皮角化細胞は身体内部を外界の侵襲か

ら保護する為に、旺盛な細胞分裂能を保持し

角質層を形成することで、バリアとしての機

能を維持している。表皮は外界からの機械的

刺激の防御のための角質層形成以外にも、生

物学的、化学的刺激から生体を守るために

IL-1などの炎症性サイトカインで大量のプ

ロスタノイド、特にPGE2を産生する。しかし、

その役割は不明な点が多く、特に VEGFを始

めとする増殖因子産生の役割や機能につい

ては明確でない。これ迄の研究で、表皮幹細

胞が創傷治癒の促進に作用し、これ迄数ヶ月

から数年治療に難渋してきた難治性潰瘍等

へ応用すると早ければ数日遅くとも４０日

程度で瘢痕治癒することが認められ、その有

用性が線維芽細胞を含んだ皮膚代替物より

も効率的であることも判明してきている。そ

こで、最終年度はヒト表皮幹細胞が産生する

増殖因子を同様に皮膚構成細胞である線維

芽細胞と比較することで、潰瘍治療に対する

有効性作用機序を検討した。 

 ICを得た患者皮膚から、表皮幹細胞を培養

し凍結保存した。この表皮幹細胞を常法に従

って解凍して培養した。得られた細胞がコン

フルエントになった段階で、２４時間中に放

出される、IGF, VEGF, IL-6, TGF-b, EGF, bFGF, 

Leptin, TNF-aを同時測定した。 

その結果表皮幹細胞は、IL-6除く全ての増殖

因子が、線維芽細胞より多量に産生されてい

ることが解った。同時に炎症性の刺激によっ

て、表皮幹細胞からのこれら因子の産生の増

強が、認められつつあり、現在検討中である。

これらのことから、表皮幹細胞の有用性の一

部が説明出来るものと思われた。 
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