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研究成果の概要（和文）：申請者らが開発した、200MPa（≒2000気圧）で10分間加圧処理することで、通常破棄
される患者自身の色素性母斑組織内の細胞を死滅処理（不活化）した後皮膚再生に用いる新規治療法の検討を行
った。200MPa、10分間処理では悪性腫瘍細胞も含めネクローシス、50MPa、36時間の加圧処理ではアポトーシス
を誘導することが判明し、アポトーシス組織の方が生着が良好となる可能性が示唆された。また、塩基性線維芽
細胞増殖因子を併用することで、高圧処理皮膚の生着が良好となることも示された。これらの結果、この高圧処
理は皮膚以外の悪性腫瘍組織にも応用可能であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we conducted the first-in-human trial using a novel treatment
 to reconstruct full-thickness skin defects by combining an inactivated nevus by high hydrostatic 
pressure(HHP) as the autologous dermis and a cultured epidermal autograft. We showed that HHP at 200
 MPa for 10 min completely induced necrosis of keratinocytes, fibroblasts and malignant melanoma 
cells death via necrosis. In addition, we found that HHP at 50 MPa for 36 h induced fibroblast cell 
death via apoptosis. This study showed the possibility for HHP technology to be used for the 
reconstruction surgery including malignant tumors of skin or bone tissue.

研究分野：形成外科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
先天性巨大色素性母斑では、広範囲に存在する体表面の母斑（ほくろ）が整容上の問題となり、また思春期まで
に母斑を母地として悪性黒色腫が発生するリスクが数％以上報告されている。既存治療では母斑細胞の完全な切
除は困難である。申請者等が開発した200MPaで10分間加圧処理することで母斑組織を不活化し、再移植すること
で真皮再生を行う新規皮膚再生療法について、臨床研究及び基礎検討を実施した。本治療法はいままで困難であ
った巨大母斑の新規治療法となるだけでなく、皮膚以外の悪性腫瘍組織再建手術にも応用可能な方法となると予
想している。

※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、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
申請者は二層性人工真皮（コラーゲンスポンジ）を組織再生の足場（Scaffold）として利用し、
細胞を組み合わせた組織再生研究を一貫して行ってきたが、人工材料で再生した真皮様組織上
には自家培養表皮が生着しない、という根本的な課題があった。この現状を打破するため申請者
が開発した皮膚再生方法が高圧処理による自家皮膚腫瘍組織の不活化及び再利用（皮膚リサイ
クル治療）である。先天性巨大色素性母斑では、広範囲に存在する体表面の母斑（ほくろ）が整
容上の問題となり、また思春期までに母斑を母地として悪性黒色腫が発生するリスクが数％以
上報告されている。このため早期（小児期）の予防的切除が推奨される（日本皮膚科学会ガイド
ライン）が、既存治療では母斑細胞の完全な切除はそもそも困難であり、母斑が大きい場合は再
建する自家皮膚が不足して手術治療が行われずに悪性黒色腫が発生し致死的となることがある。
申請者らは、皮膚に含まれる全細胞を不活化（死滅処理）可能な条件を明らかにしており、本治
療法を用いた臨床研究を既に開始している。 
 
２．研究の目的 
本研究では、申請者らが開発した、200MPa（≒2000気圧）で 10分間加圧処理することで、通
常破棄される患者自身の色素性母斑組織内の細胞を死滅処理（不活化）した後再利用し、患者自
身の真皮を再建する低侵襲かつ安全性の高い新規治療法の基礎検討を行うことを目的とする。
具体的には、高圧処理による細胞不活化機序及び不活化組織の生着機序の詳細を解明し、腫瘍細
胞のみの不活化を目指すと共に、細胞・細胞成長因子の併用、同種皮膚併用も見据え、より正常
に近い皮膚再生方法の確立を最終的な目的とする。 
 
３．研究の方法 
申請時、不活化母斑組織を用いた臨床研究を実施中であり、臨床研究の完遂を目的とする。また、
皮膚リサイクル治療の確立が最終目標であり、高圧処理による細胞種毎の細胞死機序を解明し、
不活化皮膚・母斑の生着率向上させるため以下の検討を行う。具体的には以下の検討を行う。 
1.皮膚・皮下組織の正常細胞、悪性腫瘍細胞の細胞種毎の高圧処理細胞死条件を検討する 
2.現行の 200MPa、10分間処理よりも低圧・長時間での細胞・組織不活化及び生着率の検討 
3.不活化皮膚への血流再開機序解明･血流促進方法検討（徐放性細胞成長因子付加、細胞播種） 
4.脱細胞化同種皮膚の生着率向上に向けた基礎的検討 
 
４．研究成果 
臨床研究については 10 例の患者で実施し、母斑細胞の再発は無いこと、上皮化が得られること
を確認し、論文報告を行った。以下、各研究項目の結果を示す。 
1. 皮膚・皮下組織の正常細胞、悪性腫瘍細胞の細胞種毎の高圧処理細胞死条件を検討する 

ヒト表皮細胞（keratinocytes:HEKas), ヒト皮
膚線維芽細胞（dermal fibroblasts ：HDFas), 
ヒト脂肪由来幹細胞（adipose tissue-derived 
stem cells ： ASCs), ヒト表皮色素細胞
（epidermal melanocytes：HEMa-LPs), ヒト悪
性黒色腫細胞株（malignant melanoma cells ：
MMs)それぞれを 150,160,070,180、190 MPaの圧
力で、１秒、2分、10分加圧処理し、細胞の生死
を検討した。Live/Dead 染色、Apoptosis Assay 
（Annexin V）、透過型電顕（TEM）による評価を
行い、いずれの細胞も、2分間の処理では死滅し
ないが、190MPa、10 分間の高圧処理で死滅する
こと、細胞死の機序としてはネクローシスであ
ることを解明した。 
また、特定の細胞、特に悪性腫瘍細胞のみを死滅させうる処理条件は確認できなかった。 

 
2. 現行の 200MPa、10分間処理よりも低圧・長時間での細胞・組織不活化及び生着率の検討 

200MPaよりも低圧の条件として、50 MPa を設定し、ヒト線維芽細胞を用いて 48 時間まで
圧処理を行った。この結果、36 時間以上の加圧で、ヒト線維芽細胞が死滅すること、またこ
の機序を Apoptosis/Necrosis Detection Kit、透過型電顕（TEM）で検討したところ、アポ
トーシスであることを示した。 



 

  
3. 不活化皮膚への血流再開機序解明･血流促進方法検討（徐放性細胞成長因子付加、細胞播種） 

50 MPa、36 h処理及び 200MPa、10分処理をしたマウス皮膚(C57BL6J/Jcl mice)を同マウス
皮下に埋入した。TUNNEL 染色、抗 Capase-3 染色で、50 MPa、36 h処理した皮膚はアポトー
シスとなっていることを確認した。4 週間後に組織を摘出し検討した結果、50 MPa、36 h処
理皮膚の方が、真皮厚が厚いこと、線維芽細胞の侵入が早いことが確認できた。 

また、塩基性線維芽細胞増殖因子（bFGF）と併用することで、200MPa、10分処理をした皮膚
の生着（厚み、血管侵入）が良好となることも示した。 
 

4. 脱細胞化同種皮膚の生着率向上に向けた基礎的検討 
本検討を行うため、ミニブタ皮膚を用いた検討を行った。200MPa、10分処理では組織中の細
胞死滅が確認できたが、50 MPa、36 h処理では完全には死滅ができなかった。このため、こ
れ以上の検討ができていない。 
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