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研究成果の概要（和文）：培養真皮を臨床使用する上で培養過程に用いるウシ血清などの動物由

来成分が安全性の点で問題となる。我々は培養過程に動物由来成分を用いない培養法、すなわ

ち 2％患者自己血清添加無血清線維芽細胞増殖培地(HFDM-1)を用いた培養方法を平成２１年
度からの研究で確立した。本法を用い、京都大学医学部附属病院のＧＭＰ準拠培養施設で作製

した自家培養真皮の有効性と安全性を確認する臨床試験、第Ⅰ-Ⅱ相試験「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 5 例の患者で行なった。
結果の取りまとめの結果、５例すべてで創傷改善が得られており、培養真皮に起因すると思わ

れる有害事象も認めなかった。複合型培養皮膚の作製方法の改良も行っており、2％ヒト血清
添加無血清線維芽細胞増殖培地(HFDM-1)を用いてもウシ血清添加培地と同様に培養皮膚が作
成できることを確認した。 
研究成果の概要（英文）：Cultured dermal substitutes have been used for the treatment of 
chronic skin ulcers; however, the biological risks of animal-derived materials in the culture 
process such as fetal bovine serum (FBS) have been reported. We prepared an autologous 
fibroblast-seeded artificial dermis (AFD) using animal product-free medium supplemented 
with 2% patient autologous serum and without any animal-derived materials such as 
trypsin in the culturing process. We applied AFD to five diabetic ulcers and investigated 
the safety and efficacy. As the primary endpoint, we defined, “wound bed improvement” 
according to the percentage of formed granulation area to the whole wound area. In the 
evaluation of the primary endpoint, the “wound bed” was improved in all patients. Side 
effects were not serious. In this study, we tried to use animal product-free medium 
supplemented with 2% patient autologous serum for the preparation of cultured skin and 
there was no difference between this medium and the usual medium supplemented with 
10% FBS.  
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１．研究開始当初の背景 
皮膚の主要構成細胞として、真皮には皮膚線
維芽細胞、表皮には表皮細胞がある。我々は
二層性人工真皮を足場として用い、線維芽細
胞を播種した培養真皮、さらに表皮細胞も播
種した複合型培養皮膚の作製方法も確立し
ており、これらの臨床使用することを目的と
して本研究を申請した。 
 
２．研究の目的 
(1)培養真皮について	
 培養過程にウシ血清
などの動物由来成分を用いず、患者自己血清
と低血清培地(HFDM-1)を用いて培養真皮を
作製為る方法を我々は確立した。この方法を
用いて培養した自家培養真皮を臨床使用し、
安全性と有効性を確認する。 
 (2)複合型培養皮膚について	
 人工真皮に用
いられているコラーゲンスポンジのポアサ
イズは 90µmであり、表皮細胞を播種すると
人工真皮内に落ち込んでしまう。培養早期に
表皮細胞の播種が可能となるような培養法
あるいは培養表皮も用いることも含めて、臨
床使用できる複合型培養皮膚作製の方法を
検討する。また、実際に臨床試験を行なうこ
とを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 (1)培養真皮について	
 京都大学医の倫理委
員会の承認を得て、京都大学医学部附属病院
のＧＭＰ準拠培養施設で作製した自家培養
真皮の有効性と安全性を確認する第Ⅰ-Ⅱ相
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」を開始した。平成 21年度から 23
年度に試験を行ない。5 例の患者の試験を行
なった。本試験の培養過程では、ウシ血清、
トリプシンなどの動物由来成分は用いてい
ない。培地は 2％自己血清添加 HFDM-1培地
を用い、遊走法（explant 法）で線維芽細胞
の培養を行うこととした。培養真皮の作成も
同じ培地を用いている。品質管理のため、培
養真皮貼付当日に出荷検査前としてエンド
トキシン測定、細胞数測定を行い、基準を満
たした培養真皮を試験に用いることとした 
(2)複合型培養皮膚について	
 複合型培養皮
膚の作製方法を改良し、培養真皮の臨床試験
で用いた 2％ヒト血清添加無血清線維芽細胞
増殖培地(HFDM-1)および通常のウシ血清添
加培地を用いて培養皮膚を作成した。 
	
 
４．研究成果	
 
(1)培養真皮について	
 培養真皮臨床試験の
症例写真を提示する。まず、患者そけい部よ
り、1cmx5mm程度の大きさの皮膚を採取し、
採取部は縫合した（図１）。また、同時に 20ml
程度血液採取を行った。皮膚及び血液を京都

大学医学部附属病院分子細胞治療センター
内の CPC（Cell Processing Center）に搬入
する。細胞の培養操作や血清の調整はすべて
この CPC 内で行った。採取した血液を一晩
静置し、患者自己血清を分離した。すべての
培養作業は標準作業手順書に従って行い、作
業記録はすべて記録されている。二層性人工
真皮（ペルナック®）のコラーゲンスポンジ
側に線維芽細胞を播種し、10日間培養し、培
養真皮を作製した（図２）。 
 

 
 
	
 	
 
 
	
 	
 	
 	
  
 
	
 	
 	
 	
 	
  
 
	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 図 1.	
 皮膚採取 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
	
 	
 	
 	
 	
  
	
 	
 	
 	
 	
 	
 図 2.作成した培養真皮 

	
 	
 	
  
	
 	
 図 3.	
 左足底潰瘍の治療経過 
上左：試験登録時、上右：培養真皮貼付時、
下左：貼付 3週後、下右：貼付 3ケ月後 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
	
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  図４.	
 左足底潰瘍の治療経過 
上左：試験登録時、上右：培養真皮貼付時、
下左：貼付 3週後、下右：貼付 3ケ月後 
 
 
症例の経過を図３および図４に示した。この
図３の症例では貼付 9週後に上皮化し、貼付
３ヵ月後の再発は認めなかった。図４の症例
では、培養真皮移植 3週後に、創面全体に良
好な肉芽形成を認めたため、貼付 4週後に全
層皮膚移植をおこなった。貼付３ヵ月後の状
態では、ごく小さいびらんを認めるのみであ
った。 
試験を行なった 5例の患者の結果を取りまと
め、中間解析を行った。この結果、５例すべ
てで創傷改善（貼付３週時点で良好な肉芽が
創面の６０％以上で形成される）が得られて
おり、培養真皮に起因すると思われる有害事
象も認めなかった。我々の方法で作成した培
養真皮の安全性と有効性が確認された。この
結果を受けて、本培養真皮による糖尿病性潰
瘍治療を先進医療に申請したが承認されな
かった。 
(2)複合型培養皮膚について	
 2％ヒト血清添
加無血清線維芽細胞増殖培地(HFDM-1)を用
いて複合型培養皮膚の作成が可能であった。
臨床試験については、培養真皮の臨床試験を
平成 23 年度まで行なったため、複合型培養
皮膚の臨床試験準備はできなかった。 
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