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研究成果の概要（和文）：本研究では，血管構造を持つ三次元培養皮膚モデルを移植医療に応用するために，光
学的相互作用を用いた同培養皮膚のバイアビリティ向上と血管構築の評価技術について検討を行った。培養中の
皮膚に近赤外LED光を照射した結果，組織中のアデノシン三リン酸の量が増加し，死細胞数が減少する傾向が認
められた。一方，光音響法を用いることで，吸収標識した培養皮膚中の血管の深さ分布をin situで測定できる
ことが示された。

研究成果の概要（英文）：For practical application of the 3-dimensional cultured skin model 
containing vascular networks to skin grafting, we demonstrated improvement of viability of the 
cultured tissue and validity of the assessment of vascular network construction on the basis of 
light-tissue interactions. Irradiation of the 3D skin model with near-infrared LED light caused an 
increase in the amount of adenosine triphosphate and a decrease in the number of dead cells in the 
tissue. Photoacoustic measurement enabled depth profiling of the vasculature labeled with an 
absorption marker in the skin model in situ.

研究分野： 医用生体光学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
現在，移植用の同種皮膚（他人の皮膚）は慢性的にドナーが不足している状況であり，また市販の人工皮膚は耐
感染性に問題がある。申請者らの三次元培養皮膚はヒト培養細胞を用いた大量生産が可能であり，また血管系を
含むことから移植後の高い耐感染能が期待できるため，新たな移植皮膚として有用性が高いと考えられる。本研
究で検討した同培養皮膚の高品質化と品質評価のための光技術は，質の高い移植皮膚を安定的に供給するために
必要不可欠な要素技術であり，今後の臨床応用への貢献が期待できる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
近年，組織およびその機能の再生を目的と

した医療技術への期待が高まる中，いかに立
体的な組織の構築や再生を得るかが重要課
題となっている。大阪大学の松崎らは，ヒト
培養細胞を用いて，組織の新陳代謝に不可欠
な脈管系を含む三次元組織を足場材料なし
で作製する技術の開発に成功した[1]。皮膚
移植では，移植後早期の血流再開が感染防御
と生着に重要であることから，我々はこの培
養技術によって作られる血管構造を有する
三次元皮膚モデルが新しい移植皮膚として
有用であると考えた。しかしこれまでの研究
の過程で，移植応用の実現に向けて克服すべ
き課題が明らかになった。 
第一の課題は，組織の成長のための培地成

分や酸素などの供給の制約により，培養中の
三次元皮膚のバイアビリティが低下するこ
とである。そこで，培養組織にエネルギーを
供給する手段として，光生体調節作用
（photobiomodulation, PBM）の応用を検討
した。これまでに，細胞や組織に特定波長の
低強度光を照射することにより，ミトコンド
リアの電子伝達反応が促進され，生体内のエ
ネルギー源となる ATP（アデノシン三リン酸）
の産出量が増加することが報告されている
[2,3]。 
第二の課題は，培養中の三次元皮膚の品質，

特に血管系の構築の状況を in situ（その場）
で非破壊的に検査する方法がないことであ
る。従来用いられている共焦点顕微鏡は測定
深度が～数 100 m であり，ヒト皮膚全層（厚
さ数 mm）の検査は難しい。そこで，光音響法
の応用を検討した。光音響法は，吸収体が短
パルス光を吸収して発生する熱弾性波（光音
響波）を検出することで，組織中の同吸収体
の深さ分布を比較的深部まで測定できる手
法である[4]。 
 
２．研究の目的 
本研究では，PBM を応用することにより三

次元培養皮膚のバイアビリティを向上でき
ないか検討を行った。PBM の適用により培養
皮膚に対して得られる効果，そして適切な光
照射条件について検討を行った。 
また，光音響法を用いることで三次元培養

皮膚中の血管構築を in situ で評価できない
か検討した。光音響法による血管の測定は，
in vivo においては光吸収体としてヘモグロ
ビンを利用するのが一般的であるが，培養皮
膚中には血液がなく，また血管には選択的に
励起可能な光吸収体も存在しない。そこで，
まず培養皮膚の血管を吸収標識するための
方法について検討を行った。そして，培養期
間中の複数のタイムポイントにおいて血管
の分布の測定を試みた。 
 
３．研究の方法 
（１）PBM によるバイアビリティの向上 
正常ヒト皮膚線維芽細胞（NHDF）を細胞外

マトリックス（フィブロネクチンとゼラチ
ン）でコーティングし，これに正常ヒト臍帯
静脈内皮細胞（HUVEC）を NHDF 1x105 個あた

り 1x103 個の割合で混合し，トランスメンブ
レン型培養ウェル（直径 6.5 mm）に NHDF を
1 層あたり 1x105個として 20 層分播種した。
翌日，正常ヒト表皮角化細胞（ケラチノサイ
ト，KC）を 6x105 個播種することで表皮を積
層した。さらにその翌日より KC を気液界面
に晒すことで分化の誘導を開始し，7 日間培
養することで血管構造を持つ表皮真皮一体
型の三次元皮膚モデルを作製した（図 1）。 
分化誘導開始 5日後，ミトコンドリアの電

子伝達を制御する末端酵素のシトクロム c 
オキシダーゼの光吸収ピークに合わせた中
心波長 660 nm または 830 nm の発光ダイオー
ド（LED）光を培養皮膚の真皮側から照射し
た（15 mW/cm2，50 秒間）。2 日後にルシフェ
ラーゼ発光反応に基づく組織含有 ATP量の測
定を行い，非光照射群と比較した。また，組
織 中 の 生 細 胞 と 死 細 胞 を そ れ ぞ れ
Calcein-AM と ヨ ウ 化 プ ロ ピ ジ ウ ム
（Propidium Iodide, PI）で染色し，その分
布を蛍光顕微鏡で観察した。 

 
 
図 1 NHDF の積層数を 20層とした三次元培養
皮膚の(a)H&E 染色画像と(b)免疫染色画像
（赤と青の蛍光はそれぞれ血管内皮と核を
示す）。 
 
（２）光音響法による血管構築の評価 
上述したとおり，培養皮膚中の血管には選

択的に励起可能な光吸収体が存在しないた
め，本研究では CD31 抗体（一次抗体）と吸
収標識抗体（二次抗体）を用いて血管内皮細
胞を標識することとした。光音響信号の取得
には，これまでに我々が開発した音響学的分
解能光音響測定システムを用いた[5,6]。同
システムでは，光音響波の検出センサー（超
音波トランスデューサー）の前面に配置され
た音響レンズにより，同レンズの焦点位置で



発生した光音響波のみを検出することがで
きる。これにより，深さ数 mm までの組織を
数 10 m～数 100 m の空間分解能で測定可能
であり，ラット皮膚やマウス皮下腫瘍などの
微小血管を in vivo で可視化した実績がある
[5,6]。 
NHDF の積層数を 20 層とした上記三次元培

養皮膚モデルを対象に，分化誘導開始 1，5，
9 日後に血管の吸収標識を行い，光パラメト
リック発振器を用いて標識の吸収ピークに
合わせた波長のパルス光（パルス幅 9 ns）で
光音響波を励起した。光音響信号を取得した
後，培養皮膚をホルマリンで固定し，パラフ
ィン包埋組織標本を再び CD31 抗体で免疫染
色して血管の深さ分布を顕微鏡観察した。 
 
４．研究成果 
（１）PBM によるバイアビリティの向上 
分化誘導期間中，とりわけ真皮層において

時間経過とともに死細胞数が増加すること
が明らかになった。その防止策として PBM を
適用した結果，波長 830 nm の光を照射した
群で，その後の ATP 量が有意に増大した（図
2）。これは，波長 830 nm の光がミトコンド
リアの光受容体を刺激し，電子伝達（ATP 産
生）を促進したことに起因するものと考えら
れる。波長 660 nm の光照射群でも非光照射
群よりも ATP 量は多かったものの，有意差は
認められなかった。その理由として，波長 830 
nm の方が 660 nm よりも組織の散乱係数が小
さく，830 nm 光の方が培養皮膚の全層に届き
やすく，より高い効果が得られた可能性が考
えられる。また，培養皮膚中の生細胞と死細
胞の分布を顕微鏡で観察した結果，830 nm 光
の照射により真皮層における死細胞の密度
が減少していたことがわかった（図 3）。PBM
によりエネルギー源となるATPの量が増加し
たことにより，細胞死が抑制されたと考えら
れる。 
 

図 2 三次元培養皮膚の含有 ATP 量（分化誘
導開始７日後）。660 nm 光照射，830 nm 光照
射，非光照射の比較。 

 
図 3 (a)830 nm 光照射群と(b)非光照射群の
組織中の生細胞・死細胞の分布（分化誘導開
始 7 日後）。緑と赤の蛍光がそれぞれ生細胞
と死細胞を示す。E は表皮層，D は真皮層を
意味する。 
 
さらに本研究の過程で，PBM 適用により角

質層の厚みが増大することが示唆された。角
質は表皮角化細胞の最終分化形態であるた
め，この結果は PBM 適用により同細胞の分化
が促進された可能性を示し，PBM は迅速な移
植皮膚の提供（ドナー不足の解消）に貢献し
得る。今後さらなる検討が必要である。 
以上より，830 nm 光を用いた PBM の適用に

より，三次元培養皮膚のバイアビリティを向
上できることが示された。上述したとおり，
PBM による効果は光照射でミトコンドリアの
電子伝達反応が促進されることを起点とし
て得られると考えられている。そのため，本
手法は皮膚に限らず様々な種類の培養組織
に対して有効であると考えられる。また，培
養組織に対して比較的弱い光を照射するの
みで効果が得られることから，高い実用性が
期待できる。 
 
（２）光音響法による血管構築の評価 
金属ナノ粒子（金ナノ粒子または銀ナノ粒

子）ないし蛍光色素（Alexa Fluor 555 また
は IRDye 800）で標識された抗体に対して，
それぞれの吸収ピークに合わせた波長のパ
ルス光を照射し，光音響波の発生効率を比較
した。その結果，Alexa Fluor 555 標識抗体
（吸収ピーク波長 553 nm）で最も振幅の大き
な光音響信号が得られた。そのため，これを
三次元培養皮膚中の血管の吸収標識抗体（二
次抗体）として採用した。 
培養中の三次元皮膚の光音響測定の結果，

分化誘導開始 5日後および 9日後において光
音響信号が検出され，その深さは組織標本で
観察された血管の深さに対応していた（図
4a）。すなわち，時間経過に伴い培養皮膚中
に構築された血管を検出できたものと考え
られる。一方，HUVEC を用いずに培養した三
次元皮膚（血管構造を持たない培養皮膚）で
は，このような光音響信号が観測されなかっ
た（図 4b）。以上より，三次元培養皮膚中の
血管を抗体で吸収標識することで，光音響法
によりその深さ分布を in situ で測定できる
ことが示された。しかし横方向の分布につい
ては，組織標本より血管が数 m～数 10 m



の間隔で近接する場合，これらを分離して検
出することは困難であった。より高い空間分
解能が得られる光学的分解能光音響測定法
（励起光を集束することで光音響波の発生
領域を制限する方式）を用いることで，観測
深度は制限されるが，培養皮膚中の血管の三
次元分布を測定できると考えられる。 
 

 
図 4 分化誘導開始 1，5，9日後の培養皮膚の
CD31 免疫染色画像と対応する光音響信号の
波形。免疫染色画像中の茶褐色（黄色矢印）
は CD31 陽性を示す。光音響信号の正圧のピ
ーク（黄色矢印）は，これら血管の深さ分布
を反映していると考えられる。 
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