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研究成果の概要（和文）：難治性皮膚潰瘍は、血行障害が原因のひとつであり、臨床上、高齢者

が対象である。そこで、高齢ラット、若年ラットそれぞれから、血管新生作用をもつ間葉系細

胞培養シートを作成し、ラットの創へ貼付してその治療効果を比較した。高齢ラット由来細胞

は、若年由来細胞より創縮小率、創部血流ともに劣るが、シートを貼付しない創より良好であ

った。高齢者の細胞も潰瘍治療法として利用できる可能性があることが示唆された。 

 

研究成果の概要（英文）：Intractable skin ulcers are often caused by ischemia, and in the 

practice, most patients are elderly people. Therefore, we made monolayered mesenchymal 

cell sheets with the ability of angiogenesis, derived from subcutaneous adipose tissue 

of young and aged rats. And young rats with wounds were divided two groups, grafted young 

cell sheet(group Y)and grafted aged one(group A). We evaluated the effect of treatment 

as wound area and wound blood flow. Group A was inferior to group Y, but was better than 

wounds without cell sheet grafting. This finding suggests that it is possible to use cells 

derived from elderly people as treatment, but the improvement is necessary to reach young 

cells. 
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１．研究開始当初の背景 

糖尿病、末梢動脈疾患による潰瘍、褥瘡は、

治りにくい傷の代表として良く知られてい

る。治りにくい傷の多くは血行が乏しく、

様々な治療を行っても治療効果が薄い。そこ

で、われわれは、創部の血行を直接的に改善

する治療法として、骨髄および皮下脂肪組織

から得た間葉系細胞培養シートを作成し、創

部に貼布することを考えた。間葉系細胞培養

シートは、数多くの間葉系細胞がシート化さ

れたもので、生体から作成される創傷被覆材

となり得る。われわれは、間葉系細胞培養シ

ートを創部に貼布することにより、難治な傷

を治すための新しい方法を確立することを

目的とした。この方法は、臨床応用が可能な

新しい再生医学的アプローチである。 

 

２．研究の目的 

 間葉系細胞は、自己の分化能と分泌するサ

イトカインから、血管新生作用があるとされ

ている。また、この血管新生作用を応用して、

骨髄由来間葉系細胞あるいは末梢血単核球

の局注療法は末梢動脈疾患患者に対して既

に臨床導入されている。われわれは、間葉系

細胞自体あるいは分泌されるサイトカイン

を難治性潰瘍に大量かつ持続的に作用させ

ることで、創傷面の毛細血管網の再生を促進

し、良好な肉芽組織が増生されることを期待

している。そして、実際の臨床上、治療対象

者の多くは高齢者である。高齢動物において、

間葉系細胞培養シートを作成し、その治療効

果が、若年動物のものと比べて減弱するか否

かを明らかにする。高齢動物で本治療が可能

であれば、高齢者での創部環境の改善、植皮

術などの外科手術結果の向上、あるいは従来

の軟膏処置より短期間に治療を終わらせる

ことが期待できる。 

 

 

３．研究の方法 

 当初、骨髄由来間葉系細胞を用いる予定で

あったが、臨床上、より採取が容易な皮下脂

肪組織を用いて間葉系細胞培養シートを作

成した。 

(1)皮下脂肪組織由来間葉系細胞培養シート

の作成 

 若年ルイスラット(オス、8 週齢)の皮下脂

肪組織を採取し、間葉系細胞を分離、培養す

る。さらにフィブロネクチンコーティングデ

ィッシュで培養し、温度応答性培養皿で 2 週

間培養した後、細胞がコンフルエントに達し

た後、温度応答性培養皿を 30 度以下に冷却

することで皮下脂肪組織由来間葉系細胞培

養シートを作成した。同様の方法で、高齢ラ

ット(オス、48 週齢)の皮下脂肪組織から細胞

培養シートを作成した。 

 

(2)培養液中サイトカインの測定 

 若年ラット由来、高齢ラット由来細胞シー

トの移植直前の培養液を採取し、ELISA 法に

て vascular endothelial growth factor 

(VEGF)、hepatocyte growth factor (HGF)分

泌量を測定した。 

 

(3)ラット潰瘍モデルへの細胞培養シートの

移植 

全身麻酔下にルイスラット(オス n=19)の

背部両側に直径 2cm の円形の皮膚全層欠損を

作成し、潰瘍モデルラットを作成した(図 1 

左)。一側はシートを貼付しないコントロー

ルとし、対側に若年ラット由来細胞培養シー

ト移植する Y 群(n=8)、高齢ラット由来細胞

培養シートを貼付する A群(n=11)とした。細

胞培養シート移植後の創部には、人工真皮

(テルダーミス®)を貼付した(図 1右)。 

 

 

図１ 



 

 

 

(4)潰瘍面積の計測 

Y、A 群共に 0 日、7 日目、14 日目の潰瘍を、

デジタルカメラ(Nikon D100, Japan)でメジ

ャーを設置して撮影した。撮影した画像は、

画像処理ソフトウェア(Image J 1.39t)で潰

瘍面積を計測し、潰瘍面積比(%)＝潰瘍面積/

初回潰瘍面積×100 を算出した。 

 

(5)潰瘍面の血流評価 

レーザードップラ血流計(Laser Doppler 

Perfusion Imager System, PeriScan, 

Sweden)を用いて 14日目に潰瘍表面の血流評

価を行った。潰瘍部内をコントロール側、シ

ート移植側それぞれ 3 箇所無作為に選択し、

血流比を平均した。 

 

４．研究成果 

(1)培養液中 VEGF、HGF 測定 

 若年ラット由来細胞培養液(Y)、高齢ラッ

ト由来細胞培養液(A)についての VEGF(図２)、

HGF(図３)濃度を示す。若年ラットと高齢ラ

ット由来細胞では、HGF において有意差を認

め、高齢化により、HGF 分泌が低下すること

が示唆された。 

図２ 
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図３ 
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(2)潰瘍面積の変化 

0 日の潰瘍面積を 100％とした潰瘍面積比の

平均は、7日目：コントロール側 68.9%、Y 群

シート貼付側57.6%、A群シート貼付側68.4%、

14 日目：コントロール側 28.6%、Y 群シート

貼付側 16.2%、A 群 18.1%であった(図４(上：

コントロール、中：Y 群、下：A 群 X 軸:週

数、Y 軸:%))。 

図４ 

 

 



 

 

 

 

 (3)潰瘍部血流測定 

14日目の血流測定において、コントロール

側(右)に対し、シート貼付側(左)は、14 日

目に Y群平均 131％、A群平均 121％の血

流増加を認めた。(図５Y 群、図６A 群 

左：潰瘍部写真 右：レーザードップラ血

流計画像) 

図５ 

 

図６ 

 

 高齢ラット由来皮下脂肪組織由来細胞で

も、培養シートは作成可能であった。皮下脂

肪組織由来細胞を用いた潰瘍治療の研究あ

るいはその他細胞を用いた細胞培養シート

を利用した研究は報告されているが、若年細

胞由来のものがほとんどである。しかし、実

際の臨床において、治療を要するのは高齢者

が多くを占めている。臨床応用の際に、高齢

者自身の細胞から作成した細胞培養シート

を利用できる可能性が示唆される。 

 高齢細胞では、若年細胞より機能が低下す

るとされる。本研究において、創部の血流と

面積を比較し、若年、高齢ラット由来細胞シ

ートを貼付したいずれの場合も、コントロー

ル側と比較して、潰瘍部の血流改善を認め、

潰瘍縮小に寄与することがわかった。しかし、

高齢ラット由来細胞は、若年ラット由来細胞

よりも効果が遅く、治療効果が低下する。高

齢細胞では、HGF の分泌が若年に比較し低下

していた。このことから、高齢ラット由来細

胞を、若年ラット由来細胞培養シートと同等

の治療効果を得るには、HGF の分泌量を増加

させることが有効と考えられた。高齢ラット

由来細胞を、HGF および本研究で測定してい

ないその他因子の若年ラット由来細胞に近

い効果あるいはそれ以上の効果を得るため

に、今後、移植シート枚数を増加させる、シ

ートを重層化する、細胞培養方法などの検討

を行い、実験を行う予定である。これにより、

高齢者を対象とした臨床応用へより近づく

もの考えられる。 
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