
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

 

平成 21年 4月 30日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要： 
本研究では、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を足場材料として用

い、自己血清を用いた自家線維芽細胞および培養真皮の培養方法を確立し、安全性の確認も行

った。本培養法を用いて作製した自家培養真皮を使用する臨床試験「自家培養真皮を用いた糖

尿病性潰瘍に対する創床形成療法の安全性と臨床効果の検討」を京都大学医の倫理委員会の許

可を得て開始した。今後 2 年間にわたって自家培養真皮の安全性と有効性を評価する予定であ

る 
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 直接経費 間接経費 合 計 
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１．研究開始当初の背景 
 我々は、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（ペルナック®）を
開発、臨床使用してきた。この二層性人工真
皮を皮膚全層欠損創に貼付すると、これを足
場として皮膚線維芽線維芽細胞、毛細血管が
侵入し、数週間で真皮様組織が形成される。
Ⅲ度熱傷、外傷性皮膚欠損、腫瘍や母斑切除
後の皮膚欠損などすでに多くの症例に臨床
応用され、形成外科領域での標準治療となっ
ている。この二層性人工真皮を細胞培養の足

場として用い、真皮の主要構成細胞である線
維芽細胞を播種した培養真皮、線維芽細胞と
皮膚表皮細胞を播種培養した複合型培養皮
膚（培養皮膚）の作製方法も確立し、報告し
てきた。 
 培養真皮、培養皮膚は海外において製品化
されているものもあるが、本邦では製品化さ
れているものはなく、各研究施設での症例報
告がある程度であった。また、通常培養家庭
で動物由来成分が用いられており、新規の医
療材料として使用するには問題となってい
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た。このため、本研究において、動物由来成
分を含まない、臨床使用可能な培養方法の検
討を行った。 
 
 
２．研究の目的 
培養真皮と複合型培養皮膚のそれぞれにつ
いて述べる。 
（1）培養真皮 

通常、線維芽細胞の培養ではウシ血清(FBS)

を添加した培地を用いている。しかし、臨床

応用する際にはウシ血清は使用できない。無

血清線維芽細胞増殖培地(HFDM-1,機能性ペプ

チド研究所)が市販されているが、少量の血清

を添加しないと数回以上の継代培養ができな

い。我々はこの培地に２％成人ヒト血清(HS)

を添加すると、真皮より線維芽細胞を培養で

きることを確認している。本研究では同程度

の濃度の自己血清を用いて自家線維芽細胞を

培養できることを確認する。また、自家培養

真皮を作製し、この培養真皮がウシ血清を用

いて作製した培養真皮と同等であるか評価す

る。また、動物（白色家兎）に自家培養真皮

を移植し、半年以上経過観察する。 

 
（2）複合型培養皮膚 
 

患者の皮膚、自己血清を用いて、動物血清、

動物由来成分を用いずに自家培養真皮、自家

複合型培養皮膚を作製する方法を確立させる。 

表皮細胞は無血清培地が市販されているが、

動物由来成分を含まない完全合成培地を用い

て培養する。また、コラーゲンコートした培

養用シャーレ、フラスコを用いているが、動

物由来でない接着因子を用いたものを使用す

る。自家血清添加線維芽細胞増殖培地、表皮

細胞無血清培地を用いて培養皮膚の培養を行

い、ウシ血清を用いたものと表皮形成、基底

膜形成を比較する。 

 尚、基材（足場材料）としては、医療材料

であるベルナックを用いる。ペルナックのコ

ラーゲンスポンジはブタ腱由来であるが、１

０年以上の臨床使用で未知の感染症の報告は

なく、安全な材料であると考えている。 

 
 
３．研究の方法 
培養真皮と複合型培養皮膚のそれぞれつい
て述べる。 
（1）培養真皮 

① 手術の際に余剰となった皮膚及び同意を
得て採取した患者自己血清を用いて線維芽

細胞の培養を行う(explant法)。培地は2％

自己血清添加HFDM-1培地と10%FBS添加DMEM

培地、10％HS添加DMEM培地を用い、10継代

まで行う。10継代までの各培地での細胞増

殖速度を比較する。また、第3継代、第10

継代細胞で、RT-PCR法を用いてtype I col

lagen, Type III collagenの発現を比

較する。 

② 2％自己血清添加HFDM-1培地、10%FBS添加D
MEM培地を用いてコラーゲンスポンジ（ペル

ナック®）に自家線維芽細胞を1.0×105cell

s/cm2播種し、2週間培養する。コラーゲン

スポンジ内での細胞増殖、培地中の細胞増

殖因子（VEGF,TGFβ）を測定する。 

③ 2％自己血清添加HFDM-1培地を用いて作製
した培養真皮を免疫不全マウス（ヌードマ

ウス）背部皮下に埋入する。6ヵ月後に形態

を観察、組織を採取する。細胞の残存の確

認、腫瘍発生の有無を検討する。まず検体

数3で行い、必要により検体数を増加させる。 

 
 
（2）複合型培養皮膚 

① 手術時に余剰となった皮膚より、ディスパ
ーセ、コラゲナーゼ処理を行い表皮角化細

胞を採取する。これを市販無血清表皮細胞

培地（Epilife）を用いて培養する。 

② 複合型培養皮膚の作製は、10%FBS添加DME
M培地を用いた気液界面培養法で行ってい

た。このFBS添加培地の代わりに2％HS添加H

FDM-1培地を用いて培養皮膚が作製可能か

どうか検討する。2週間培養を行い、組織切

片で表皮形成を評価する。 

 
 
４．研究成果 
（1）培養真皮 

① 2％自己血清添加 HFDM-1 培地と 10%FBS 添

加 DMEM 培地で細胞増殖を比較した。下の

図に示すように作線維芽細胞の増殖は、

2％自己血清添加 HFDM-1 培地の方が、第二

継代までは有意に早かった。 

  また、RT-PCR 法を用いて type I          

 collagen, Type III collagen の発         

 現もそれぞれの細胞で確認した。 



 

 

 
 
 

 
 
 

 
 
 
 

 
 

② 2％自己血清添加HFDM-1培地、10%FBS添加D
MEM培地を用いて培養した場合、コラーゲン

スポンジ内での細胞増殖（下図）培地中の

細胞増殖因子（VEGF,TGFβ）に有意差はな

かった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

③ 2％自己血清添加HFDM-1培地を用いて作製
した培養真皮を免疫不全マウス（ヌードマ

ウス）背部皮下に埋入する。6ヵ月後に形態

を観察、組織を採取した。腫瘍の発生は見

られなかった。組織切片でも細胞異形は認

められなかった。 
 
 

 本培養法を用いて作製した自家培養真皮

を使用する、臨床試験「自家培養真皮を用い

た糖尿病性潰瘍に対する創床形成療法の安

全性と臨床効果の検討」の概要書、試験計画

書を作成し、京都大学医の倫理委員会の許可

を得て、本年度より開始した。今後 2 年間に

わたって自家培養真皮の安全性と有効性を

評価する予定である。 

 

 

 

（2）複合型培養皮膚 
 複合型培養皮膚の作製は、10%FBS添

加DMEM培地を用いた気液界面培養法で

行っていた。このFBS添加培地の代わり

に2％HS添加HFDM-1培地を用いて培養

皮膚が作製可能かどうか検討した。2週

間培養を行い、表皮の重層化にFBS添加

培地の代わりに2％HS添加HFDM-1培地

に明らかな差は認められなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

10%FBS 添加 DMEM 培地で培養した複合型培養
皮膚（ヘマトキシリンエオジン染色） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2％HS添加HFDM-1培地で培養した複合型培養
皮膚（ヘマトキシリンエオジン染色） 
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