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研究成果の概要（和文）：本研究では、広範囲熱傷、難治性潰瘍を含むあらゆる種類の皮膚潰瘍に対して、面積
によらず、潰瘍面全体に同時多発的な上皮化与える革新的な治療法となりえる「皮膚潰瘍に存在する間葉系細胞
から上皮細胞への細胞系譜の転換を介して、潰瘍面から直接的に上皮化、創傷の閉鎖をはかる皮膚潰瘍治療法」
の効率、安全性向上、産業化への糸口を図ることを目的に新規アデノ随伴ウイルスベクターの開発、意図しない
非特異的遺伝子発現を減らすためのキャリアの開発、皮膚付属器の同時再生を可能とするための技術開発を達成
した。

研究成果の概要（英文）：The project has achieved the development of novel adeno-associated virus 
vectors, AAV carriers to reduce unintended nonspecific gene expression, and technology to enable 
simultaneous regeneration of skin appendages, with the aim of improving the efficiency and safety, 
and providing a clue to its industrialization of innovative therapies which enables de novo 
epithelization from cutaneous ulcer via direct reprogramming of wound mesenchymal cells.

研究分野： 形成外科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、皮膚潰瘍面に存在する間葉系細胞から皮膚付属器を有する皮膚の新生を惹起する方法が開発された
ほか、皮膚潰瘍面の間系細胞、表皮組織に対して最適化された新規AAVカプシド、非特異的な遺伝子導入を削減
しうる新しいAAVキャリアが開発された。これらの成果は、潰瘍面積によらず上皮化を与える新しい皮膚潰瘍の
治療法開発、組織胎児化による複合的組織再生法の開発など、次世代の局所的組織再生法開発の礎となることが
期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
申請者は、潰瘍局所の間葉系細胞からケラチノサイトへ直接転換を惹起することができれば

革新的な皮膚潰瘍治療法となりうると考え、「マウス背部の潰瘍面にアデノ随伴ウイルスベクタ
ー(AAV)を用いてケラチノサイトに特異的な転写因子を遺伝子導入することによって、潰瘍面に
存在する間葉系細胞から上皮細胞への細胞系譜の直接転換を図り、潰瘍面から新規に正常表皮
同様のバリア機能を有する重層扁平上皮組織を誘導する方法」を開発してきた (文献①、特許番
号：第 6654323 号、米国特許第 11,041,146）。本技術は、致死的な広範囲熱傷症例、難治性潰瘍
を含むあらゆる種類の皮膚潰瘍に対して、面積によらず、潰瘍面全体に同時多発的な上皮化与え
る革新的な治療法となりえる可能性をもつ一方で、遺伝子導入および、生体内での細胞系譜の直
接転換の誘導に伴うリスクなど産業化の観点から、まだ最適化の余地があった。 
 
２．研究の目的 
本研究では、効率、安全性の観点から、本技術に特化した遺伝子導入方法を開発すること、よ

り産業的に臨床応用に値する技術を開発すること、を目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
1) ポリシストロニックベクター配列の最適化 
 同定されていたリプログラミング因子のうち、重要性が高いと考えられる 3 因子を選択肢、
これをポリシストロニックベクターとした 6 パターンについて、間葉系細胞から上皮系細胞へ
の転換効率を検討した。 
 
2) 皮膚付属器誘導能をもった細胞のリプログラミング因子同定のための実験モデルの確立 
 従来行われる皮膚再構成実験を再現するためのシリコンチャンバーを作成することを目的と
して、3D プリンターを用いて作成する鋳型の最適化を進めた。 
 
3) 皮膚付属器のついた皮膚を誘導するための上皮系細胞リプログラミング因子の同定 
 最適化された皮膚再構成実験系において、新生児マウス皮膚由来細胞については、上皮系細胞
と間葉系細胞をそれぞれ独立して培養の上、共移植することで皮膚付属器が再構成可能である
ことに着目し、成体マウス皮下脂肪組織由来間葉系細胞に遺伝子導入することによって誘導可
能で、新生児マウス皮膚由来間葉系細胞と共移植することによって皮膚付属器の再構成が可能
な上皮系細胞へのリプログラミング因子の同定を進めた。 
 
4) 皮膚付属器のついた皮膚を誘導するための間葉系細胞リプログラミング因子の同定 
 皮膚付属器誘導能をもつことが明らかとなった DGTML-iSEPs と共移植して付属器の再構成
を与えうる間葉系細部を誘導するリプログラミング因子を同定するために、20 の候補因子をピ
ックアップし、それぞれの因子を遺伝子導入した際の毛乳頭マーカーの検討を進めた。当該所見
を参考に候補因子を組み合わせて共移植実験による検討を進めた。 
 
5) 誘導細胞の追跡による付属器への contribution の確認 
誘導された 3 細胞、および移植床マウスをそれぞれ GFP によってラベルして共移植実験する

ことによって、それぞれの細胞の付属器に対する contribution を調べた。 
 
6) 皮膚潰瘍面の間葉系細胞に対して最適化された指向性を有する AAV の開発 
 AAVDJ をバックボーンとしたヘパリン結合部位のランダム化により作成した AAVDJ ペプチ
ドディスプレイライブラリを用いてマウス背部の皮膚潰瘍面をモデルとして In vivo biopanning
を進め、定方向進化法を用いて新規 AAV を開発した。 
 
7) 生体内リプログラミングにおける皮膚付属器再生実験 
 隔離皮膚潰瘍面を実験モデルとして、AAV を用いた上皮系因子、間葉系因子の生体内遺伝子
導入による皮膚付属器のついた皮膚の新規発生可能性について検討した。 
 
8) 表皮細胞に対して最適化された AAV の開発 
 既存のバックボーン、既存のペプチドバリアント配列をハイブリッドすることによって表皮
細胞、表皮組織に対して高い特異性をもった新規 AAV の開発を進めた。 
 
9) 皮膚潰瘍面に対して高い局所特異性をもった遺伝子導入を可能とするキャリアの開発 
 AAV を用いた臨床治療において、治療対象として想定していない部位における意図しない作



用によって治験が中断されるケースなどが続いたことから、局所特異性の向上を目的とした
DDS 開発を進めた。Tetra-PEG によって構成される PEG ハイドロゲル、PEG スポンジ、PEG
スライムを用意し、動物モデルにおける検討を行った。 
 
４．研究成果 
 
1) ポリシストロニックベクターの最適化 
 

2A ペプチドを用いたポリシストロニックベクターを用いて、6 パ
ターンについて検討を行ったところ、特定の配列が優れた転換効率
を示していた（右図、福寿、未発表）。 
本研究以前の期間に行った別因子セットについての結果と一致

するブブもあったことから、当該知見を生かした配列を用いて
mRNA によるリプログラミング実現を進める方針とした。 
 
2) 3D プリンターによるシリコンチャンバー作成用鋳型と、皮膚再構成実験系の最適化 
 
 既存技術を発展し、より産業的に臨床応用に値する技術とす
るために、皮膚付属器誘導能をもった細胞のリプログラミング
因子同定を目して、従来行われる胎児、新生児皮膚由来細胞に
よる皮膚付属器再構成実験の再現に取り組んだ。 
 入手の困難なシリコンチャンバーを簡便かつ安価な方法で
自作するための鋳型をデザインし 3D プリンターによって印刷
し、作成方法を最適化した。更に、移植前の細胞培養条件につ
いて最適化を進め、一連の方法についてこれを報告した。 
（右図、文献②より引用） 
 
3) 皮膚付属器のついた皮膚を誘導するための上皮性細胞リプログラミング因子の同定 
 
 新生児マウス皮膚由来細胞については、上皮系
細胞と間葉系細胞をそれぞれ独立して培養の上、
共移植することで皮膚付属器の再構成を得られ
た。上皮系細胞を報告していた(文献①)、DGTM 因
子（DNP63A, GRHL2, TFAP2A, cMYC）によって
誘導した細胞（iSEPs）としたところ付属器の再構
成を認めなかったが、検討の末、胎児性因子であ
る LEF1 を加えた細胞 DGTML-iSEPs としたとこ
ろ豊富な付属器の再構成を得た。 
（右図、Preprint 文献③より改変引用） 
 
4) 皮膚付属器のついた皮膚を誘導するための間葉系細胞リプログラミング因子の同定 
 
 20 の皮膚付属器誘導能をもった間葉系細胞候
補因子、それぞれを遺伝子導入した際の毛乳頭マ
ーカーPRDM1, CRABP1, VCAN 発現の変化をリ
アルタイム PCR で定量し、有望と考えられた因
子を組み合わせて遺伝子導入した際のアルカリ
フォスファターゼ発現を調べた。（右図、Preprint 
文献③より改変引用） 
 
マーカー発現を参考にしながら DGTML-iSEPs との共移植による皮膚付属器再構成の検討を

進め、DGTML-iSEPs に ETV1, FOXD1, PRDM1 を遺伝子導入した細胞を移植した部位の皮下に
毛包様構造を認めた。胎児性皮膚ニッシェを再現することを目的として LEF1, SHH を遺伝子導
入した細胞を第 3 の細胞として加えたところ発毛を得た。 

 
 発毛を含めた皮膚付属器の
再生に十分な因子が同定され
たことから、因子を減らして
実験を行い、必要因子の最適
化を進めた。 
（右図、Preprint 文献③より
改変引用） 
 



5) 誘導細胞の追跡による付属器への contribution の確認 
 
 GFP ラベリングによる追
跡 実 験 の 結 果 、 DGTML-
iSEPsは付属器の全上皮成分
を、FP-MCs、LS-MCs はアル
カリフォスファターゼ陽性
の毛乳頭部位に位置する細
胞を構成することが明らか
となった。（右図、Preprint 文
献③より改変引用） 
 
6) 皮膚潰瘍面の間葉系細胞に対して最適化された指向性を有する AAV の開発 
 定方向進化法によって、皮膚潰瘍面、特に深層の細胞に
対して既存の AAV を遥かに上回る遺伝子導入効率をもっ
た新規 AAV が開発された。 
 既存カプシドに対する有意性の確認のために、GFP、RFP
それぞれを発現する AAV をマウス皮膚潰瘍面に対して共
感染し、実体顕微鏡および組織学的所見（AI による定量化
を導入）によって可及的高い精度で確認を進めた。 
（右図、Preprint 文献③より引用） 
 
7) 生体内リプログラミングにおける皮膚付属器再生実験 
 新規同定した誘導因子群、新規開発した AAV カプシドを用いる
ことによって、周囲皮膚より隔離されたマウス背部皮膚潰瘍面に、
発毛、毛包、脂腺を有する皮膚組織を誘導することに成功した。 
（右図、Preprint 文献③より引用） 
 
8) 表皮細胞に対して最適化された AAV の開発 
 既存のバックボーン、既存のペプチドバリアント配列をハイブリッドすることによって表皮細
胞、表皮組織に対して高い特異性をもった新規 AAV が開発された。 
 
9) 皮膚潰瘍面に対して高い局所特異性をもった遺伝子導入を可能とするキャリアの開発 
 PEG 高分子化合物の中でも、その溶解性・放出性に
留意してデザインされた PEG スライムをキャリアと
して用いることによって皮膚潰瘍面浅層に高い部位
特異性をもって遺伝子導入が可能であることを明ら
かとした（右図、文献④より改変引用）。 
 さらに、同分子量の異なる PEG の皮下皮膚領域に
おける代謝の仔細を調べ、デザイン上の観点での留意
点を明らかにした（文献⑤） 
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