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研究成果の概要（和文）：フィブリングルーを用いた細胞移植の検討において、細胞はフィブリングルーの内部
には存在せす、フィブリングルーの周囲表面に存在することから、移植された細胞が効率的に移植部位と接する
ことが示唆された。また、マウスを用いた皮膚潰瘍モデルにおいて、フィブリングルーを用いた末梢血単核球と
線維芽細胞を皮膚欠損部位に移植する方法は、細胞シート移植による治療法よりも創傷治癒率が優位に高い結果
であった。

研究成果の概要（英文）：In examination of cell implantation using fibrin glue, cells were present on
 the surface of fibrin glue but not inside. This result suggested that implanted cells effectively 
come in contact with implantation sites.　In ulcer mouse model, implantation of PBMNCs and 
fibroblasts using fibrin glue had a high therapeutic effect compared to implantation of cell sheet.

研究分野：細胞移植

キーワード： 細胞移植　難治性皮膚潰瘍　再生医療

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
難治性皮膚潰瘍に対する新たな治療法として細胞移植治療があるが、皮膚潰瘍の形態は症例によって異なってい
る。そのため、本研究では、様々な皮膚潰瘍の形態に対応する細胞移植法としてフィブリングルーを用いた細胞
移植法を検討した。本研究結果は、フィブリングルーを用いた末梢血単核球と線維芽細胞の移植は、細胞シート
よりも治療効果が高い可能性を示唆した。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 現在、国内の難治性皮膚潰瘍治療においては、フィブラストスプレー®と人工真皮が用いら
れているが、いずれも潰瘍部位にある程度の血流がないと治療効果が期待できないことや、人
工真皮においては感染を伴った症例には用いられないなど適応や効果が限定的であり、新たな
治療法の開発が望まれている。 
 我々は、これまでに末梢血単核球と線維芽細胞から作製する細胞混合シートの有用性を動物
モデルで報告している（Sci Rep 2016; 6: 28538、Am J Transl Res. 2017;9:2340-2351）。し
かし、臨床的視点から細胞シート移植治療の課題として、細胞シートが、様々な形態の潰瘍を
完全に覆うことは難しいのではないかということである。 
 そこで、我々は既に臨床の現場で使用されているフィブリングルーを用いれば、様々な形態
の潰瘍に効率よく細胞を移植できるのではないかと考え、本研究を実施した。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、皮膚潰瘍モデルに対してフィブリングルーを用いた細胞移植法を確立し、
その治療効果を検討することである。 
 
３．研究の方法 
（１）細胞単離法：C57BL/6 マウスの尾約 1cm の組織をコラゲナーゼ処理し、その組織から単
離された線維芽細胞を用いた。また、末梢血単核球は、腹部大静脈から採血後に、Lympholyte®-M 
（Cedar-Lane Laboratories 者）を用いて単離した。 
（２）フィブリングルーを用いた細胞移植法：図 1 に示すように、線維芽細胞 5x105個と末梢
血単核球2x106個をトロンビン溶液80lに準備後、動物の潰瘍モデル部位および24-well plate
の 1 ウェルに移植し、次にフィブリノゲン溶液 80l を加えることで固体化させた。また、細
胞シートには、フィブリノゲン溶液を加えなかった。フィブリングルーはベリプラスト（CSL 
Behring 社）が使用された。 
（３）細胞生存評価： CellTiter 96 Aqueous One Solution Cell Proliferation Assay（Promega
社）を 1:5 で混合した培養液で細胞を 2時間反応させた後に、その溶液の一部を 96-well plate
に移し、2030 ARVO X4 microplate reader （PerkinElmer 社）を用いて 490nm で測定した。 
（４）ELISA による成長因子測定：24-well plate で作製されたフィブリングルーおよび細胞シ
ートは、37℃、5%CO2、大気圧酸素能で 2 日間培養後、33℃、5%CO2、2%O2で 1 日間培養され、
その培養上清中の成長因子が ELISA で測定された。ELISA キットは R&D Systems 社製が使用さ
れた。 
（５）Tube formation アッセイ：マトリゲルコーティング（Corning 社）された 96-well plate
の 1ウェルに 2x104 個の HUVEC が播種された。末梢血単核球と線維芽細胞をフィブリングルー
または細胞シートで、37℃、5%CO2、大気圧酸素能で 2 日間培養後、33℃、5%CO2、2%O2で 1 日
間培養した培養上清が HUVEC のウェルに加えられた。新鮮培地がコントロールとして使用され
た。6時間後に、HUVEC の形態が観察された。 
（６）Migration アッセイ：24-well plate に線維芽細胞が播種され、200l チップで細胞が剥
離された。末梢血単核球と線維芽細胞をフィブリングルーまたは細胞シートで、37℃、5%CO2、
大気圧酸素能で 2日間培養後、33℃、5%CO2、2%O2で 1日間培養した培養上清が線維芽細胞のウ
ェルに加えられた。培養開始直後と培養開始 16時間後に、細胞の様子が観察された。 
（７）潰瘍モデルに対するフィブリングルーを用いた細胞移植の治療効果：ストレプトゾシン
投与で糖尿病を誘導した C57BL/C マウスの背部に外科的手法で直径 8mm の皮膚全層欠損を作製
し、潰瘍モデルとした。無治療であるコントロール群、フィブリングルーのみ群、細胞シート
移植群、細胞をフィブリングルーで移植した群で治療効果が評価された。1 群のマウスは 6 匹
で実施された。創傷治癒率は day0、day9、day14 で評価された。 
 
４．研究成果 
（１）フィブリングルーを用いた細胞移植法の検討 
 図 1A で示す方法は、末梢血単核球と線維芽細胞をフィブリングルーで移植する方法である。
固体化したフィブリングルーを HE染色で観察すると、細胞は固体化したフィブリングルーの内
部には存在せずに、固体化したフィブリングルーの周囲に存在していることが観察された（図
1B）。また、細胞生存アッセイを実施したところ、フィブリングルーを用いた末梢血単核球と線
維芽細胞の細胞生存は、細胞シートを構成する末梢血単核球と線維芽細胞の細胞生存よりも高
い結果であった（図 1C）。 
（２）フィブリングルーを用いた細胞が分泌する成長因子濃度 
 フィブリングルーを用いた末梢血単核球と線維芽細胞が分泌する VEGF、HGF、TGF-1 の濃度
は、細胞シートを構成する末梢血単核球と線維芽細胞のよりも高い結果であった（図 2）。 
（３）HUVEC を用いた血管新生能評価 
 フィブリングルーを用いた末梢血単核球と線維芽細胞の培養上清を加えた HUVEC は、細胞シ
ートを構成する末梢血単核球と線維芽細胞の培養上清を加えたHUVECに比べてjunctionの数が
多い結果であった（図 3）。 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



（４）細胞移動評価 
 フィブリングルーを用いた末梢血単核球と線維芽細胞の培養上清を加えた線維芽細胞は、細
胞シートを構成する末梢血単核球と線維芽細胞の培養上清を加えた線維芽細胞よりも、細胞の
移動度が高い結果であった（図 4）。 
（５）フィブリングルーを用いた細胞移植の治療効果 
 フィブリングルーを用いた末梢血単核球と線維芽細胞の移植は、day14 において他の 3 群よ
りも有意に創傷治癒率が高い結果であった（図 5）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 本研究から、フィブリングルーを用いた末梢血単核球と線維芽細胞の移植は、潰瘍面に効率
的に細胞を移植することが可能であり、フィブリングルーは細胞を移植する足場として有用で
あることが示唆された。 
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