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研究成果の概要（和文）：申請者らは、既存人工真皮を改良し、強力な血管新生作用、細胞誘導・増殖能を有す
るbFGF（塩基性線維芽細胞増殖因子）を静電的に吸着し、10日間程度徐放可能な全く新しい概念の新規人工真皮
を開発した。bFGFと新規人工真皮の併用療法を行うと、人工真皮内への血管新生が促進され、血流が不十分な難
治性潰瘍症例でも感染を抑えることが可能であり、線維芽細胞を播種した培養真皮と同様に以下の様な良好な組
織再生が得られる。本研究では、この新規人工真皮がbFGF以外にも多血小板血漿を保持・徐放可能であること、
脂肪由来幹細胞を併用すれば脂肪が形成されることを証明し、組織再生分野で使用可能であることを示した。

研究成果の概要（英文）：We have developed a novel artificial dermis, collagen/gelatin sponge (CGS), 
which is capable of sustained release of basic fibroblast growth factor (bFGF) for more than 10 
days.CGS impregnated with bFGF accelerate capillary formation and promote wound healing process of 
chronic skin ulcers such as diabetic ulcers of pressure ulcers.In this study, we showed that CGS 
could sustain the release of PRP (Platelet rich plasma). In addition, CGS could be used for the 
scaffold for adipose tissue formation in combination with adipose tissue derived stem cells. 

研究分野： 形成外科学
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１．研究開始当初の背景 
 申請者らが開発した コラーゲンスポンジ
とシリコーン膜からなる二層性人工真皮は
1996 年に製品化され、今日では皮膚全層欠
損に対する標準治療となっている。このコラ
ーゲンスポンジは、組織再生を行う際に、足
場（Scaffold）として最もよく使用される材
料の一つである。我々もこの足場と培養細胞
を用いた組織再生研究を一貫して行ってお
り、複合型培養皮膚、培養真皮、脂肪など皮
膚軟部組織の再生が可能であることを報告
してきた。特に、患者血清を用いて自家線維
芽細胞細胞を培養、播種した自家培養真皮は、
京都大学病院で糖尿病性潰瘍患者を対象と
した臨床試験を実施し有効性と安全性を確
認している。しかしながら、細胞を用いた治
療には、問題点も多く、期待されている程に
は臨床応用が進んでいない。理由は、第一に
母床から移植組織に血流が得られるまでの 5
〜7 日間程度は感染に弱く、移植細胞も壊死
しやすく、結果として治療効果が不十分であ
ること、第二に、培養に要する時間、培養施
設、高いコスト、安全性の担保など培養操作
自体の問題が考えられる。これらの問題点を
解決するため、我々は既存人工真皮を改良し、
強力な血管新生作用、細胞誘導・増殖能を有
する bFGF（塩基性線維芽細胞増殖因子、フ
ィブラストスプレー®）を静電的に吸着し、
10 日間程度徐放可能な全く新しい概念の新
規人工真皮を開発した。bFGF と新規人工真
皮の併用療法を行うと、人工真皮内への血管
新生が促進され、血流が不十分な難治性潰瘍
症例でも感染を抑えることが可能であり、線
維芽細胞を播種した培養真皮と同様に以下
の様な良好な組織再生が得られることを今
までに確認している。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、上記の背景および新規人工真
皮の製品化を踏まえ、新規人工真皮を足場と
して用いた新しい組織再生方法を開発、臨床
応用することを目的とする。新規人工真皮は、
bFGF 以外の正電荷物質も吸着、徐放可能で
あることを我々は確認している。創傷治癒過
程初期に動員される細胞成長因子は、bFGF
を始め、PDGF(血小板由来細胞増殖因
子),TGF-β(形質転換殖因子), EGF(上皮細胞
増殖因子)などがある。bFGF 以外の成長因子
は主に血小板由来である。計算上、新規人工
真皮は生体内よりも高濃度のbFGFおよび他
の細胞成長因子を吸着することが可能であ
る。bFGF と血小板由来成長因子を適切な濃
度で新規人工真皮に吸着、移植すると、移植
部位に創傷治癒環境を再現することが可能
であり、細胞増殖能に加え、生体の種々の細
胞を呼び込む細胞誘導効果も期待できる。本
研究では、細胞の接着、生存に影響を与えな
い細胞成長因子濃度を検討し、成長因子を吸
着した新規人工真皮への効率的な細胞播種
方法も検討する。次に、細胞を播種した新規

人工真皮を生体内に移植し、組織形成（真皮、
脂肪、軟骨）の検討を行う。また、細胞を用
いない、新規人工真皮と細胞成長因子のみで
組織再生を行う、細胞誘導治療の可能性につ
いて検討する。 
 
３．研究の方法 
（1）新規人工真皮への成長因子含浸濃度の
検討 
新規人工真皮に含浸、播種する細胞成長因子
と細胞の適切な濃度、方法を検討する。 
①新規人工真皮への bFGF および血小板由来
細胞成長因子含浸条件の検討 
新規人工真皮は酸性ゼラチンを 10％含有し
ており、正電荷である bFGF を 50μg/cm2 ま
で静電的に吸着、保持、徐放可能であること
を我々は確認している。また、血小板由来の
細胞成長因子も吸着可能であることを確認
している。本研究では、bFGF は製剤（フィブ
ラストスプレー®）を用いる。血小板由来成
長因子としては濃厚血小板製剤より血小板
を活性化させ得られる細胞増殖因子である
PL(Platelet lysate、血小板分解産物)ある
いはボランティアから採取した PRP（濃厚血
小板血漿）を用いる。我々は PL 、PRP に含
まれる細胞増殖因子を5倍程度まで濃縮する
方法を確立している。bFGFは50μg/cm2まで、
血小板由来成長因子も最高濃度まで新規人
工真皮に含浸させ、吸着可能な濃度、同時に
放出されることを確認する。具体的には、細
胞成長因子を吸着させた人工真皮をコラゲ
ナーゼで分解、ELISA 法で放出される成長因
子を測定する。 
②新規人工真皮へ成長因子含浸後の細胞播
種、接着率、増殖率の検討 
新規人工真皮へ細胞を播種、培養を行い、細
胞の接着率、増殖率を検討する。細胞はヒト
脂肪由来間質細胞を用いる。その後、bFGF お
よび血小板由来細胞成長因子を含浸した新
規人工真皮への細胞播種、培養を行い比較す
る。基材内の細胞数はMTT法で計測する。bFGF
は脂肪分化を促進するとされており、細胞成
長因子が脂肪由来間質細胞の分化に与える
影響を検討する。 
（2）細胞成長因子含浸新規人工真皮と細胞
治療（培養真皮）の比較 
①培養表皮の母床としての検討 
我々はこれまでに皮膚線維芽細胞を播種、培
養した人工真皮（培養真皮）上に表皮細胞が
生着し、重層化することを確認している。新
規人工真皮に bFGF あるいは血小板由来細胞
成長因子を含浸させ、培養表皮を移植し、培
養真皮と同様に生着するかどうか、ヌードマ
ウスを用いて検討する。この際、含浸させる
細胞成長因子の濃度も検討する。 
 
４．研究成果 
（1）新規人工真皮への成長因子含浸濃度の
検討 
①新規人工真皮への bFGF および血小板由来



細胞成長因子含浸条件の検討：PL を用いて検
討を行なった。PL の主要成分である
PDGF-BB( 血 小 板 由 来 細 胞 増 殖 因 子 ) 、
TGF-β(形質転換殖因子)を本人工真皮が保
持・吸着し、分解と共に徐放することを in 
vitro で確認した。また、マウスに作成した
全層皮膚欠損創を用いてで本人工真皮と5倍
程度まで濃縮した PL の併用効果の検討を行
った。直径 8ｍｍの皮膚欠損創を作成し、こ
こに 1,2,3,4 倍濃縮 PL を含浸し移植した。
評価は創面積の縮小、新生上皮距離、新生血
管を評価した。この結果、2 倍から 3 倍程度
に濃縮した PL を用いる場合が最も創傷治癒
が促進されること、4 倍に濃縮した場合必ず
しも創傷治癒が促進されないという結果を
得た。 
②新規人工真皮へ成長因子含浸後の細胞播
種、接着率、増殖率の検討：脂肪再生の検討
では、手術時の余剰脂肪より患者の同意を得
て採取、培養したヒト脂肪組織由来幹細胞を
本人工真皮に bFGF を含浸後播種、ヌードマ
ウス背部皮下に移植した。移植半年で成熟脂
肪組織が形成されることを確認したが、最も
脂肪が形成された bFGF の含浸濃度は
1μg/cm2 であり、真皮様組形成に効果的であ
った 7～14μg/cm2 よりも低濃度であった。
また、bFGF 含浸による細胞接着への影響は認
められなかった。bFGF でなく PL を用いた場
合は、脂肪が形成されず、PL は脂肪再生には
適していないことが確認された。 
（2）細胞成長因子含浸新規人工真皮と細胞
治療（培養真皮）の比較 
①新規人工真皮に bFGF あるいは血小板由来
細胞成長因子を含浸させ、培養表皮を移植し、
培養真皮と同様に生着するかどうか、ヌード
マウスを用いて検討した。種々の濃度を検討
したが、培養表皮の生着は確認できなかった。 
 また、これ以外にも、本人工真皮と同等の
保持効果のあるゼラチンハイドロゲルシー
トを用いてPRPとの併用により臨床研究を実
施しし、有害事象は生じない、ことを示した。
しかし、有効性については症例数が足りてい
ないため、証明できなかった。また、肝細胞
増殖因子（HGF)が人工真皮に保持され、分解
と共に徐放されること、HGF と bFGF の同時徐
放が可能であることを初期検討で確認した。 
また、動物実験で、GGS と EGF,bFGF の徐放効
果と創傷治癒促進効果を検討し、これを証明
した。また、本人工真皮から、肝細胞増殖因
子（HGF）が人工真皮に保持され、分解と共
に徐放されること、HGF と bFGF の同時徐放が
可能であり、マウス創傷に用いた場合、HGF
と bFGF 併用群で上皮化と肉芽組織形成が促
進されることを確認した。 
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