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研究成果の概要（和文）： 
【目的】免疫細胞を導入したヒト皮膚モデルを使用することにより、実際の皮膚における
創傷治癒過程をさらに詳細にシミュレーションする。 
【方法】Bell らの手法に準じて人工皮膚モデル検体を作製して行った。単球は採取した血
液から LIMPHOPLEPTMtube（コスモ・バイオ社）を用いて採取し、検体作製過程で人工
皮膚モデル検体に導入した。人工皮膚モデル内での単球のマクロファージへの分化を抗ヒ
トマクロファージ抗原モノクロナール抗体 AM-3K で免疫組織化学染色を行い確認した。
実験群（単球を加えた検体）、対照群１（単球を含まない検体）に対して CO2 レーザーを
照射し人工的な創傷モデルを作製した。また、対照群２（単球を加えたがレーザー照射を
行わなかった検体）とも比較した。各群を H-E 染色、免疫組織化学染色（MCP-1,HAM56）
し組織学的検討を加え定性を行った。HAM56 により標識されたマクロファージ数を計測
しχ2独立性検定を行い定量した。 
【結果】H-E 染色では照射 1 日目より角化層形成を認め、5 日目にほぼ上皮化が完了した。
しかし対照群２では 5 日目でも上皮化は乏しかった。 次に HAM56 染色では受傷後、活
性化マクロファージの数が増え、創傷部のマクロファージだけでなく全体的に活性化して
いた。MCP-1 染色では、照射 1 日目は角化細胞由来と思われる MCP-1を表皮層内に認め、
日数経過でマクロファージ由来と思われる MCP-1 を表皮・真皮境界部に認めた。対照群
２では、表皮内に認め、境界部には認めなかった。対照群１では全経過において MCP-1
は認められなかった。  
【考察】単球を導入した人工皮膚モデルでは、従来の人工皮膚モデルに比べ上皮化が早い
可能性が示された。マクロファージは損傷を受けた付近だけでなく、その周辺全体も活性
化し創傷治癒に貢献していることが示され、創傷が存在しなければ MCP-1 を放出しない
ことが分かった。マクロファージは、創傷治癒機転において活性化、再活性化を繰り返す
ことが推察された。また角化細胞およびマクロファージが各々放出したと考えられる
MCP-1 が創傷治癒に関わっていることが確認されたが、その放出の仕方、時期も異なるこ
とから各々創傷治癒において異なる機序を有していることが示唆された。本研究において
開発した新しい人工皮膚モデルは、従来の人工皮膚モデルと比較し特に炎症性変化の再現
可能性を示しており、より生理的な環境を再現させたと考えられる。 
 
研究成果の概要（英文）： 
This study investigated the behavior of macrophages in the wound healing process in 
human skin using a new artificial skin model with macrophages. The experimental 
group (the artificial skin model with human monocyte) and control group 1 (without 
monocyte) were irradiated with a CO2 laser, and these were compared with control 
group 2 (no laser irradiation with monocyte). Tissue samples were collected for 7 days 
after laser irradiation and the degree of tissue damage and the process of regeneration 
were evaluated using hematoxylin-eosin and immunohistochemical staining. 
The monocytes changed to macrophages in the samples. The number of macrophages 
increased and the size was larger after laser irradiation in the experimental group 
from the third day and reached a peak on the fifth day. The macrophages were 
activated both in the irradiated area and in the whole sample. MCP-1, a chemokine 
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produced by inflammatory reactions, was identified in the epidermal layer from the 
keratinocytes and the dermal epidermal border region. These results suggest that 
MCP-1 from macrophages induced an acceleration of the re-epithelization in the 
epidermis, while also inducing wound healing. 
In conclusion, this new artificial skin model with macrophages demonstrated increased 
tissue interactions, especially in inflammatory reactions. 
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１．研究開始当初の背景 
今までのヒト皮膚の創傷治癒研究ではラッ
トや豚の皮膚がよく使われてきたが、近年の
動物愛護意識の高まりにより動物実験には
各種の制限が加えられるようになった。また
実際の患者の皮膚を使う場合には通常顔面
や腹部の除皺術の際に得られる余剰切除皮
膚を用いるが、同時に多くの均一な皮膚を必
要とする研究に用いることはできない。さら
にヒト由来試料ではその提供者、家族等の関
係者の人権及び利益の保護の取り扱いにつ
いて十分に配慮する必要があり、十分量の試
料が得られなくなりつつあるのが実情であ
る。これらの状況により最近では人工皮膚を
用いた毒性試験や皮膚創傷治癒研究が一般
化してきた。 
 
２．研究の目的 
免疫細胞を導入したヒト皮膚モデルを使用
することにより、実際の皮膚における創傷治
癒過程をさらに詳細にシミュレーションす
る。 
 
(1)免疫細胞を導入したヒト皮膚モデルでの
創傷治癒過程の評価方法を確立する。 
免疫細胞を含むヒト皮膚モデルにレーザー
により創傷を作製して実際の皮膚における
創傷治癒過程をシミュレーションしたとき
の評価方法を確立する。 
 
各種創傷治癒因子を付加して創傷治癒反応
の変化を調べる。 
(1)の過程において培養液中に各種創傷治癒

因子を付加して創傷治癒反応の変化を調べ
る。 
 
３．研究の方法 
(1)免疫細胞を含むヒト皮膚モデルを作製す
る。 
①新生児由来のヒト線維芽細胞、マクロファ
ージとブタ皮膚由来のタイプⅠコラーゲン
を混合して 24穴プレートに入れる。インキ
ュベーター内で 37℃、CO2濃度５%にて 24 時
間培養してコラーゲンの固化を待ち真皮層
を作製する。 
 
②①で作製した人工真皮の上に新生児由来
のヒト角化細胞を培養液中に懸濁させプレ
ート内の固化した真皮層上に播種して表皮
層を作製しヒト皮膚モデルとする。 
 
③このヒト皮膚モデルを培養液と空気の境
界に引き上げ表面を空気にさらしながら(以
下気相液相境界培養法)、同様の環境にてさ
らに４－5日間培養を続け、表皮層の重層化
と角化を待って以下の実験に供用する。 
 
(2)ヒト皮膚モデルで創傷治癒過程を調べる。 
(1)で作製したヒト皮膚モデルにレーザーを
照射して創傷を作製したのち、通常の気相液
相境界培養法の培養液内に単核細胞を懸濁
させ真皮層からの浸潤により持続的にヒト
単核細胞を付加して培養を継続する。決めら
れた時点で標本をハーベストして以下の評
価を行う。 
 



①光学顕微鏡による組織構造の精査 
ホルマリン固定しパラフィンに包埋した標
本の組織構造の精査ならびに細胞の個数、形
態の観察を行う。 
 
②免疫組織化学染色による精査 
標本に対して各種モノクロナール抗体によ
る免疫組織化学染色を行い作製各段階およ
び培養中の各種コラーゲンの産生分布や基
底膜の形成、維持、表皮角化細胞の遊走、増
殖、分化を調べる。 
 
③細胞数および産生コラーゲンの定量  
標本内の細胞数を MTT アッセイ法にて、各種
コラーゲン量を ELISAキットにて定量し経時
的な変化を調べる。 
 
④遺伝子発現の精査 
創傷時に発現が認められる各種増殖因子 
(VEGF, FGF-2, HGF, PDGF) の標本からの分
泌を定量 PCR法、RT-PCR 法を用いて調べる。 
 
４．研究成果 
(1)HE 染色 
レーザー照射前では豊富な細胞外マトリッ 
クスと規則正しい配列の角化細胞と角質が
認められた。レーザー照射直後では、真皮上
層までの損傷が確認され、照射部の表皮脱落、
表皮壊死、炭化、凝固変性、空胞変性像が認
められた。レーザー照射後 1 日目では照射部
の脱落、壊死表皮が減少し、一部角化層形成
が認められた。3 日目では照射部周囲の角化
細胞の分裂が確認された。照射部に 3～4 層
ほどの角化層および基底層が構築されてい
た。5 日目では一部薄い角化層を認めるが、
ほぼ上皮化が完了した。7 日目では 5 日目よ
りも表皮層が厚くなり、照射前とほぼ同じ状
態となった。 
(2)AM-3K 染色 
 全体的に茶染した細胞を認め、単球のマク 
ロファージへの分化が確認された。 
(3)MCP-1 染色 
レーザー照射前では特に染色部分は認めら 
れなかった。レーザー照射直後では表皮外層 
が薄く染色された。レーザー照射後 1日目で
は、損傷部創縁の表皮層内に一部染色されて
いるのが認められた。3 日目では、1 日目よ
り染色度合が強くなり、損傷部創縁の表皮外
層、表皮内、表皮真皮境界部に認められたが、
真皮内には認められなかった。5 日目では創
傷治癒された表皮外層が薄く染色された。ま
た、表皮真皮境界部における染色範囲の拡大
傾向を認めた。7 日目では表皮外層は染色さ
れず、表皮真皮境界部から表皮内にかけて染
色されていた。対照群１では照射前・1・3・
5・7日目において MCP-1は認められなかった。
対照群２では 5日目のみ表皮内に認められた。 

(4)HAM56  
レーザー照射前では真皮内に散在する茶染
したマクロファージが確認された。レーザー
照射直後ではマクロファージが損傷部位に
認めるようになった。茶色に濃染する核およ
び淡茶色に染まった周囲間質をともなった
マクロファージが疎らに認められるように
なった。レーザー照射後 1日目ではマクロフ
ァージは表皮内にも認められた。また、マク
ロファージの形態が楕円形に変化しサイズ
もやや大きくなり、細胞質は均一に染色され
ていた。さらに一部のマクロファージは周辺
に淡茶色の染まりを呈していた。3 日目では
表皮真皮境界部にマクロファージが多く認
められた。染色の度合いには変化は認めなか
った。5 日目では、まばらに色素脱失を起こ
し染色度合いが低下したマクロファージが
組織全体を占めていた。7 日目では再び細胞
質全体が均一に染色されたマクロファージ
が認められるようになった。一部、脱落表皮
にマクロファージを認めた。細長い形状のマ
クロファージも認められた。対照群１では、
茶色に染色されたマクロファージが散在し
ていたが、実験群に比べて数も少なく、サイ
ズも小さかった。また、日数経過によりマク
ロファージの形態変化は認めなかった。 
(5)HAM56 で標識されたマクロファージ数の
計測 
実験群で、マクロファージ数は照射後 1日目、
3 日目と増加し、5 日目に最大数に達し 7 日
目に減少傾向を認めていた。 
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