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研究成果の概要（和文）：難治性皮膚患者由来の線維芽細胞を解析したところ、細胞増殖能の差はなかった。全
ての患者由来線維芽細胞は、細胞表面抗原分子であるCD44、CD73、CD90を発現していた。臨床研究時に、高い
VEGF分泌能を示した自己細胞シートを構成した線維芽細胞は、低いVEGF分泌能を示した自己細胞シートを構成し
た線維芽細胞と比べて、VEGF、コラーゲンI、コラーゲンIIIの発現レベルが高い結果を得た。患者由来の血清を
サイトカインアレイで解析したところ、細胞の特性と関連する因子を特定することは出来なかった。

研究成果の概要（英文）：There was no difference in cell proliferation ability in fibroblasts 
obtained from patients with refractory skin ulcers. CD44, CD73 and CD90 were expressed in all 
autologous fibroblasts. Expression level of VEGF collagen I and collagen III mRNAs were higher in 
autologous fibroblasts which composed autologous cell sheets with high secretion ability of VEGF 
than with low secretion ability of VEGF in clinical research. Although autologous serum was carried 
out using cytokine, it was not possible to obtain factors related to cell characteristics.

研究分野： 難治性皮膚潰瘍治療

キーワード： 自家細胞　細胞シート　難治性皮膚潰瘍

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞移植による再生医療において、患者由来の細胞を移植する自家細胞移植の課題は、患者の細胞が増殖しない
ことがあるというものである。また、自家細胞が増殖しても、質の高い細胞を得ることが出来ない為に、治療効
果が限定的であるということも考えられている。今回の研究では、臨床研究時に高いVEGF分泌能を示した細胞シ
ートを構成していた線維芽細胞は、VEGF、コラーゲンI、コラーゲンIIIのmRMA発現が高い結果となった。患者由
来の血清をサイトカインアレイで解析したところ、今回の解析からは、患者から得られる細胞の質と関連する因
子を特定するには至らなかった。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 研究代表者が所属する研究室では、難治性皮膚潰瘍に対して、末梢血単核球と線維芽細胞を混
合培養して作製した細胞混合シート移植の治療効果を動物モデルで検証し、2018 年から再生医
療等安全性確保法下での臨床研究として、皮膚潰瘍が発症して 6ヵ月以上、通常の治療を実施し
ても治癒しない静脈性に起因する難治性皮膚潰瘍の患者 6 名に対して、細胞混合シート移植を
開始した (研究名称：難治性皮膚潰瘍に対する培養ヒト自己細胞混合シートを用いた移植治療
に関する臨床試験（第Ⅰ相試験）、臨床研究実施計画番号：jRCTb060190034)。 
 線維芽細胞は、歯科口腔外科で、患者の口腔内組織を採取し、その組織から線維芽細胞を単離
し、自己血清で 3～4 週間培養することで、細胞シート作製に必要な細胞数の確保を試みた。末
梢血単核球は、アフィレーシスにより、患者から採取した。そして、線維芽細胞と末梢血単核球
を混合培養して、細胞混合シートを作製し、細胞混合シートが培養液中に分泌した VEGF を測定
し、基準値以上の VEGF 濃度を超えた細胞混合シートを患部に移植するプロトコールで臨床研究
を実施した。 
 臨床研究に登録した 6 名の患者において、3 名の患者（No1、No2、No3）には細胞混合シート
を移植したが、残りの 3名の患者（No4、No5、No6）への細胞混合シート移植は中止となった。 
細胞混合シート移植が中止となった 3名の理由は以下である。 
患者 1名（No4）：口腔内組織から線維芽細胞が得られなかった為 
患者 2名（No5、No6）：細胞混合シートが分泌する VEGF 濃度が基準値未満であった 
 

 
 研究代表者が所属する研究室では、自家細胞移植による再生医療で課題とされている、患者の
細胞が増殖しない症例に直面したことは、細胞が増殖しない理由、および、組織採取前に指標と
なるマーカーのようなものはないかと考えるきっかけとなった。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、臨床研究時に患者から単離・培養し、細胞混合シート作製時に余り、凍結保存し

ていた線維芽細胞、および、全ての患者の自己血清を解析することで、細胞混合シート移植の治
療効果の高かった患者で特徴的な何らかのマーカー等を得ることを目的として研究を実施した。 
 
 
３．研究の方法 
 本研究は、再生医療等安全性確保法下での臨床研究 (研究名称：難治性皮膚潰瘍に対する培養
ヒト自己細胞混合シートを用いた移植治療に関する臨床試験（第Ⅰ相試験）、臨床研究実施計画
番号：jRCTb060190034)として実施した時に、凍結保存していた患者由来の線維芽細胞および患
者由来の自己血清を使用した。この臨床研究時に、患者に対して、余剰となった線維芽細胞およ
び自己血清は、2次利用する可能性があることを説明し、同意を得ていた。患者由来線維芽細胞
および自己血清を 2次利用するために、臨床研究（研究名称：細胞混合シート研究で得た患者の
血清および細胞の機能解析、管理番号：2021-005）を立ち上げて、本研究を実施した。 
 
(1) 線維芽細胞の増殖能の比較 
 臨床研究時に線維芽細胞は P2 で凍結保存していた為、解凍して直後に細胞生存率を測定し、
10 cm dish に線維芽細胞を播種して培養を行った。数日培養後、10 cm dish から線維芽細胞 P3
を剥離後、細胞生存率を測定し、倍加時間を計算した。 
 
(2) 線維芽細胞の細胞表面抗原解析 
 CD44、CD73、CD99、CD105、CD166、CD34、CD45 の発現をフローサイトメトリーで解析した。 
 臨床研究時に細胞混合シートを移植した患者 3 名の線維芽細胞 3 株の中で、1 株（No3）は細
胞増殖が遅くなった為、本解析からは除外した。そのため、本解析には、臨床研究時に細胞混合
シートを移植した患者 2名の線維芽細胞 2株（No1 と No2）、および、細胞混合シート移植が中止
となった患者 2名（No5 と No6）の線維芽細胞 2株を使用して細胞表面抗原解析を行った。 
 
(3) 線維芽細胞における VEGF、Collagen I、Collagen III の qPCR 解析 
 線維芽細胞 4株（No1、No2、No5、No6）から total RNA を抽出し、cDNA を作製後、qPCR で、
VEGF、Collagen I、Collagen III および ACTB の発現レベルを解析した。インターナルコントロ
ールである ACTB を 1 にしたときの各遺伝子の値をグラフ化した。 
 
(4) 自己血清のサイトカインアレイ解析 
 患者 6名の自己血清を使用して、サイトカインアレイを実施した（R&D 社）。 



４．研究成果 
(1) 線維芽細胞の増殖能の比較 
 臨床研究時に、細胞混合シートを移植出来た患者、および、移植を中止した患者の線維芽細胞
の倍加時間には特徴はなかった。 
 今回測定した線維芽細胞の倍加時間は、51 時間～98 時間であった。 
 
(2) 線維芽細胞の細胞表面抗原解析 
 表 1 は、線維芽細胞 4 株に対して実施した細胞表面抗原解析の結果を示した。CD44、CD73、
CD90 は、線維芽細胞株 4 株における陽性率は 99%以上であった。線維芽細胞 4株における CD105
の陽性率は、27～48%であった。線維芽細胞 4株における CD166 の陽性率は、62～86%であった。
線維芽細胞 4株において、CD34 および CD45 が陽性の細胞は観察されなかった。 
 今回解析した細胞表面抗原の中から、臨床研究時に細胞混合シートを移植した患者 2 名（No1
と No2）、および、細胞混合シート移植が中止となった患者 2名（No5 と No6）の線維芽細胞に特
徴的な細胞表面抗原分子は得られなかった。 
  
表 1 細胞表面抗原解析の結果 

 
 
(3) 線維芽細胞における VEGF、Collagen I、Collagen III の qPCR 解析 
図 1 は、臨床研究時に細胞混合シートを移植した患者 2名の線維芽細胞 2株（No1 と No2、黒

色バー）、および、細胞混合シート移植が中止となった患者 2名の線維芽細胞 2 株（No5 と No6、
白色バー）における VEGF、Collagen I、Collagen III の mRNA の発現レベルを解析した結果を示
した。これらの結果は、臨床研究時に細胞混合シートを移植した患者 2名の線維芽細胞 2 株は、
細胞混合シート移植が中止となった患者 2 名の線維芽細胞 2 株よりも、VEGF、Collagen I、
Collagen III の発現レベルが高い結果であったことから、患者由来の細胞には、質としてのバ
ラツキがあり、そのバラツキが移植細胞の品質に影響を与えることを示唆する結果であると考
えられた。 
 
図 1 線維芽細胞における VEGF、Collagen I、Collagen III の発現レベル 

 
 
(4) 自己血清のサイトカインアレイ解析 
 図 2 は、実施したサイトカインアレイのメンブレンを解析した結果を示した。反応の濃淡を数
値化して解析したが、臨床研究時に細胞混合シートを移植した患者 3 名（No1、No2、No3）の自
己血清、および、細胞混合シート移植が中止となった患者 3 名（No4、No5、No6）の自己血清に
含まれる因子において、違いを示す因子は特定することが出来なかった。 
 
 
 
 
 
 

No1 No2 No5 No6
CD44 99.1 99.6 99.5 99.3
CD73 99.2 99.5 99.5 99.3
CD90 99.2 99.7 99.6 99.4
CD105 35.4 48.1 27.8 31.9
CD166 77.3 62.3 82.7 86.2
CD34 0 0 0 0
CD45 0 0 0 0



図 2 自己血清のサイトカインアレイ解析 
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