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研究成果の概要（和文）：本研究は、VII型コラーゲン遺伝子異常である栄養障害型表皮水疱症を、患者由来の
細胞を使い外力耐性コラーゲンスポンジを病変部で再構築する新規治療法を確立することが目的である。本研究
では以下の研究項目を行った。1.　毛包周囲線維芽細胞の創傷時における筋線維芽細胞としての機能の分析。2.
　脂肪組織由来間葉系幹細胞の多分化能の確認、およびサイトカイン・アディポカイン分泌能の検討。3.　間葉
系幹細胞由来サイトカインの線維芽細胞へ与える影響の分析。4.　毛包周囲線維芽細胞、間葉系幹細胞によって
再構築されたコラーゲンスポンジが、表皮水疱症マウスの症状を軽症化するか確認。

研究成果の概要（英文）：In this study, we analyzed the therapeutic possibilities of the dermal 
fibroblast and mesenchymal stem cells derived from patients of epidermolysis bullosa. We cultured 
fibroblasts and mesenchymal stem cells from the skin and fat tissue from COLVII-KO mice and injected
 the cells intradermally in the dorsum of COLVII-KO mice. We revealed that injected cells produced 
the rearrangement of the dermal condition and removed the irritated skin changes in the COLVII-KO 
mice.

研究分野： 皮膚科学
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１．研究開始当初の背景 
表皮水疱症は、軽微な外力で容易に皮膚に

水疱、びらんを形成する遺伝性疾患群である。
その最重症型である栄養障害型は、表皮と真
皮の接着に必須な線維である VII 型コラーゲ
ンの遺伝子異常が原因である。生下時から潰
瘍の形成、瘢痕治癒を繰り返し、手指、足趾
が棍棒状に癒着し、日常生活に大きな支障が
生じる。 
新規治療法として、患者の両親由来の線維
芽細胞を病変部に注射する方法や骨髄移植
が行われている。いずれも表皮水疱症患者の
表皮真皮境界部に VII 型コラーゲンが発現し
症状が軽快しており、新たな治療戦略として
注目されている。しかしながら、他人の細胞
を移植する場合拒絶反応が必須であり、また
倫理的にも早急な実用化は困難である。 

我々は、真皮内の毛包周囲線維芽細胞由来
の豊富な細胞外マトリックスとその下床の
脂肪組織が共同で外力の分散化に寄与する
と考える。有毛部線維芽細胞の特徴は、 
（１）皮膚欠損が生じた場合、α-smooth 
muscle actin（α-SMA）やビメンチンを強く
発現し、筋線維芽細胞として働く,（２）血管
内皮増殖因子（VEGF）を産生し血管の新生、
創傷治癒を促進させる、である。また、真皮
下の脂肪細胞はアディポカインと呼ばれる
生理活性物質を産生し、真皮内線維芽細胞に
細胞外マトリックス成分であるコラーゲン、
ヒアルロン酸の産生を促進させる。 
さらに、脂肪組織には多分化能を有する間
葉系幹細胞が存在し、脂肪細胞や線維芽細胞
へ分化し、様々なサイトカイン・アディポカ
インを産生する。これにより、棍棒状癒着を
予防でき患者の QOL 向上に著しく貢献でき
ると強く確信する。 
 
２．研究の目的 
栄養障害型表皮水疱症は、VII 型コラーゲ

ンがないため一生涯水疱が生じる遺伝性疾
患である。本研究の目的は、患者由来の細胞
を使い外力に強い人工的な真皮・脂肪組織を
再構築する新規治療法を確立することであ
る。患者本人の細胞であり、拒絶反応もなく
安全に行える治療である。 
 
３．研究の方法 

（１）真皮・皮下組織再構築に使用する細胞
の確立 
①C57BL/6 マウスの髭、体毛から、実体顕微
鏡を用い結合組織性毛包を分離、培養。 
②C57BL/6 マウス鼠径より脂肪を採取、コラ
ゲナーゼ処理後細胞を回収、培養。 
③FCM・ソーティングでCD31、CD45陰性、CD105、
Sca1 陽性の細胞を回収、脂肪組織由来間葉系
幹細胞として培養する。 
④脂肪細胞誘導培地に切り替え、脂肪細胞へ
の分化能があるか確認。 
 
（２）表皮水疱症発症マウスの真皮・皮下組
織再構築 
我々はすでにタモキシフェン誘導性のコ

ンディショナル VII 型コラーゲン KO マウス
を作成し所有している。成人発症させた表皮
水疱症をそのマウス由来、つまり正常な VII
型コラーゲンを発現できない自分自身の細
胞を使い、外力耐性な真皮・皮下組織を再構
築できるかを調べる。 
発症させる前に毛包周囲線維芽細胞、脂肪

組織由来間葉系幹細胞を採取、培養し、その
後タモキシフェンを添加、VII 型コラーゲン
遺伝子を KO する。 
タモキシフェン誘導で発症した表皮水疱

症マウスの患部に線維芽細胞、間葉系幹細胞
を 1×106個ずつ局所投与する。皮下組織の再
構築による症状の軽減化を経時的に観察し、
適宜皮膚生検し、真皮・皮下組織の形態を組
織学的に検討する。 
 
４．研究成果 
（１）毛包周囲線維芽細胞 
①C57BL/6 マウスの髭、体毛から、実体顕微
鏡を用い結合組織性毛包を分離、培養し、毛
包周囲線維芽細胞の培養を確立した。 
 
（２）脂肪組織由来間葉系幹細胞 
①C57BL/6 マウス鼠径より脂肪を採取、コラ
ゲナーゼ処理後細胞を回収、培養、継代。 
②FCM で CD31、CD45 陰性、CD105、Sca1 陽性
の細胞を回収した（図 1）。 
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③脂肪細胞誘導培地に切り替え、脂肪細胞へ
の分化能があるか確認した（図 2）。 
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（３）表皮水疱症発症マウスの真皮・皮下組
織再構築 
①タモキシフェン誘導で発症した表皮水疱
症マウスの患部に線維芽細胞、間葉系幹細胞
を 1×106個ずつ局所投与した。4 週間経時的
に観察したが、臨床的には大きさ違いは見ら
れなかった。 
②局所投与 4週後の組織学解析では、培養細
胞投与群では表皮突起の延長、真皮の肥厚な
ど人工的なコラーゲン・スポンジの再構成が
確認できた（図 3）。 
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③背部皮膚から RNA を回収、真皮膠原線維で
ある I型コラーゲン発現量を RNAレベルで確
認したところ、局所投与群で有意に高値を示
した（図 4）。 
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