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研究成果の概要（和文）：　成熟脂肪細胞から簡便・多量に調整が可能であり、間葉系間細胞と同等の多分化能を有す
る脱分化脂肪細胞(DFAT)を利用した新規な皮膚再建法について検討した。
　植皮に際してDFATとbFGFを移植床に投与するとその生着過程が著明に促進された。人工真皮移植に際してDFATとbFGF
を投与すると真皮様組織の構築および血管新生が著明に促進され、人工真皮内に移植後2日目に血管侵入が確認され、
人工真皮と植皮の同時移植の可能性が示された。そして、自家培養表皮移植時にDFATを投与すると表皮真皮接着層にla
mininの発現が促進し、基底膜の再構築が促進された。

研究成果の概要（英文）：　Our group has established an adipocyte progenitor cell line from mature 
adipocytes and named them dedifferentiated fat (DFAT) cells. DFAT cells have been shown to have 
multilineage differentiation potential similar to that of adipose tissue-derived stem cells. This study 
aimed to investigate the effects of DFAT cells on novel skin reconstruction methods.
 With combination therapy of bFGF and DFAT cells, skin graft revascularization was markedly promoted. 
Combined use of DFAT cells and bFGF markedly promoted dermis-like tissue generation and vascularization, 
and capillary infiltration into the dermis was obtained within 2 days after application of AD , which 
quite strongly suggests the feasibility of one-step grafting.　In cases of autologous cultured epithelial 
grafting, treatment with DFAT enhanced laminin formation at the epidermal-dermal junction and 
regeneration of basement membranes.

研究分野： 形成外科学
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１．研究開始当初の背景 
 
 表皮と真皮の 2 層構造から成る皮膚は身

体最大の臓器であり、早くから再生医療・

組織工学の研究対象となってきた。表皮に

ついては 1975 年に Green ら 1)が 3T3 

feeder layer 法によるヒト表皮細胞培養法

を確立し、本邦でも J-TEC 社の自家培養表

皮(JACE®)が 2007 年に薬事承認を得て臨

床の場での使用が開始された。真皮につい

ては 1980 年に Yannas、Burke 2)が報告し

た artificial skin I から発展した人工真皮

があり、米国の Integra®が世界的に普及し

ている。本邦でも 1993 年にテルモ社より

テルダーミス® 3)、1996 年にグンゼ社より

ペルナック® 4)が開発され臨床に供されて

いる。 

 人工真皮はコラーゲンスポンジとシリコ

ンシートの 2 層構造から成り、全層皮膚欠

損創に移植されると移植床より細胞や毛細

血管が侵入して真皮様組織が構築されるも

のであり、その上に極薄分層皮膚 (8〜

10/1,000 インチ程度)の移植を行って皮膚

を完成する。広範囲な全層皮膚欠損創の治

療に際して、恵皮部の犠牲を軽減して良好

な皮膚再建を行うための非常に有用な人工

皮膚である。しかしながら、人工真皮を移

植後、人工真皮内に十分に新生血管が侵入

し、分層皮膚の生着が可能となるまでに

2-3 週間を要するので、2 回の手術を要し、

その間患者は創部感染を来さないよう厳重

な管理のもとで待機しなければならないこ

とが最大の問題点である。 

 われわれは人工真皮内への新生血管侵入

を促進させることで人工真皮移植から分層

皮膚移植までの期間短縮の可能性を追求し

て研究を行ってきた。そして、人工真皮移

植に際して PDWHF (platelet derived 

wound healing factor)と同種培養血管内

皮細胞、線維芽細胞を移植床に併用するこ

とで人工真皮と分層皮膚を同時に移植して

も生着が可能となった 5)。しかしながら、

同種培養線維芽細胞や血管内皮細胞の併

用は倫理的問題が未解決であり、細胞培

養手技も煩雑である。より簡便で倫理的

問題解決の可能性の高い手技での同時移

植法の確立が必要である。 

 一方、人工真皮は重症広範囲熱傷の治

療などにおいて同種皮膚の代替としての

役割も期待されている。自家皮膚が不足

する重症広範囲熱傷症例では同種皮膚の

使用により救命率の向上が得られ、また

培養表皮の真皮欠損創への生着率が極端

に不良である現状において、真皮再建を

同種皮膚で行わざるを得ない。皮膚が血

管の再構築で生着するのと比較して、培

養表皮は基底膜の再構築により生着する

が、現在臨床に供されている培養表皮は

培養皿から剥離する際の操作で酵素によ

り基底膜が破壊されており、基底膜構成

成分を有さない人工真皮上にはその生着

率は未だに不良である。同種皮膚の供給

に大きな制限のある本邦において培養表

皮生着率を向上させた人工真皮の開発は

喫緊の課題である。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究の目的は多分化能を有する

DFAT 含有人工真皮を用いた新規な皮膚

再建法を開発することである。多分化能

を有する細胞として骨髄や脂肪を細胞ソ

ースとする間葉系幹細胞(MSC)があるが、

その単離・培養は煩雑な手技を要し、ま

た組織中に微量に存在する幹細胞である

ため、多量の細胞を供給することは困難

である。われわれは、成熟脂肪を脱分化

させた脱分化脂肪細胞（dedifferentiated 

fat cells, DFAT）の単離・培養法を確立

し、MSC と同等の多分化能を有するこ

とを明らかにした 6)。 

人工真皮内へのDFATの導入により血管



内皮細胞や線維芽細胞へ分化することによ

り真皮様組織の構築期間の短縮、血管新生

促進効果が期待される 7)。また、3T3-L1

脂肪前駆細胞が collagen type IV および

laminin の合成を促進するとする報告が散

見され 8 )、DFAT でも同様の効果を確認し

ている。人工真皮内に DFAT を含有させる

ことで、構築される真皮様組織内に基底膜

の主要構成成分である collagen type IV と

laminin の発現が促進され、基底膜再構成

が促進されることで培養表皮生着率の向上

が期待される。 

 

3. 研究の方法 

(1)ラット実験モデルによる皮膚移植、人工真

皮移植時におけるDFATの血管新生効果に関

する検討 

① ラット腹腔内脂肪採取と脱分化脂肪細

胞（DFAT）の単離・培養  

 SD 系ラット腹腔内から採取した脂

肪組織をコラゲナーゼ処理後、遠心操

作により浮遊する成熟脂肪細胞を、培

地を満たしたフラスコの天井側で培養

することによって脱分化脂肪細胞を単

離する。培養７日後にフラスコを反転

して通常の付着培養を行なう。約 2 週

間培養して得られた脱分化脂肪細胞を

凍結保存する。 

GFP(Green Fluorescence Protein)ト

ランスジェニックラットからも同様の

手技で DFAT を調整する。 

② ラット皮膚全層欠損創実験モデルによ

る実験  

 DFAT を調整したラットと同じ納入

業者の同種同系ラットを用いて、背部

に 1X1cm大の全層皮膚欠損創を 4カ所

作成し全層皮膚欠損創モデルを作製す

る。採取した全層皮膚を元にもどして

縫着する全層皮膚移植モデル、人工真

皮(グンゼ社製、Pelnac® 厚さ 3mm,

標準タイプ)を移植する人工真皮移植

モデルを作製する。 

対照群(未治療)、DFAT 治療群(DFAT 

0.5X105cell/cm2) 、 bFGF 治 療 群

(bFGF:30μg/cm2)、DFAT+bFGF 併

用治療群を作製する。 

GFPラット由来DFATについても同

様に移植実験を行い、DFAT の移植

後の挙動について検討する。 

術後 2、7 日目に移植床を含めて全層

採取して組織学的評価の検体とし、

墨汁を対体循環に注入することで皮

膚内の血流のある血管を染色する。 

 

(2)ブタ実験モデルにおける自家培養表

皮生着率に対するDFATの効果に関する

検討 

① ブタ皮下脂肪採取と脱分化脂肪細胞

（DFAT）の単離・培養  

全身麻酔下にブタの頸部皮下脂肪組

織を採取し、得られた成熟脂肪組織か

ら上述と同様の手技で脱分化脂肪細

胞(DFAT)を調整する。約 2 週間培養

して得られた脱分化脂肪細胞を凍結

保存する。 

② ブタ表皮細胞の培養  

 DFAT を調整したブタと同一個体の頸

部より全層皮膚片を採取して、Green

の 3T3 feeder layer 法で培養する。培

養は市販のコラーゲンコーティング

ディッシュを用いて行い、重層化させ

た後、Dispase を用いて培養皿より剥

離し、実験に供するまで凍結保存する。 

③ 凍結保存同種皮膚の準備 

スキンバンクの凍結保存同種皮膚を

模して DFAT・培養表皮を調整したブ

タと異なる個体のブタの背部より分

層皮膚を採取し、グリセリンを凍結保

護剤として-80℃で 1 ヶ月間凍結保存



し、凍結保存同種皮膚とする。 

④ ブタ実験モデルによる培養表皮移植の

ための真皮構築 

ブタ背部に III 度熱傷創を模して脂肪が

露出する 2X3cm 大の全層皮膚欠損創を

作製し、予め準備した凍結保存同種皮膚

および人工真皮(グンゼ社製、Pelnac® 

厚さ 3mm,標準タイプ)を移植する。その

際に未治療の対照群と、DFAT 治療群

(0.5X105cell/cm2)を作製する。 

⑤ 自家培養表皮移植実験 

10 日間待期した後に、凍結保存同種皮膚

移植部では拒絶された同種皮膚を剥削

した後の同種真皮上、人工真皮移植では

構築された真皮様組織上に Green 型自

家培養表皮を移植する。移植片はポリウ

レタンフォームドレッシング材(Smith 

& Nephew 社製、HydroSite®)で被覆固

定する。 

2 週間後に開創して肉眼的に評価し、組

織片の採取を行う。 

⑥ 組織学的評価  

 組織学的評価は H-E 染色、collagen type 

IV, laminin の蛍光免疫染色を行い、ま

た表皮真皮接着層における基底膜構築

過程を透過電子顕微鏡で検討する。 

 
４．研究成果 
 
(1)ラット実験モデルによる皮膚移植、人工

真皮移植時における DFAT の血管新生効
果に関する検討 

① 皮膚移植モデルでの検討結果 
  移植後 2 日目の時点で、未治療群、DFAT

治療群では移植片真皮内の血流再開は認

められなかったが、bFGF 治療群および

DFAT+bFGF 併用治療群では移植片真皮

内の血流再開が認められた。bFGF 治療群

では血流の再開は真皮下層に限局してい

たが、DFAT＋bFGF 併用治療群では真皮

上層まで血流の再開が確認された。bFGF

は既に臨床の場で広く普及している細胞

増殖因子であり、皮膚移植時の生着促進

効果が再確認された。また、DFAT を併

用して投与することで皮膚生着促進効

果が著しく促進されることが示された

9)。 

② 人工真皮移植モデルでの検討 

移植後 2 日目の時点で、未治療群では

人工真皮内にほとんど真皮様組織の構

築が観られないが、DFAT 治療群では

中層以上まで真皮様組織の構築が観ら

れた。DFAT+bFGF 治療群では更に真

皮様組織の構築の促進が観られ、2 日

目の時点で既に真皮内に血管侵入が認

められた。 

人工真皮移植後 7 日目では、未治療群

では未だに人工真皮内に血管侵入が観

られず、人工真皮のスポンジ構造も残

存していた。DFAT 治療群では血管侵

入が観られ、真皮様組織も全層に密に

構築されていた。bFGF との併用群で

は真皮様組織の構築、血管新生いずれ

もが著明の促進されていた。 

GFP 標識ラット由来 DFAT での治療

群では血管内皮細胞のマーカーである

isoectin B4 と GFP で標識した DFAT

の 2 重要性像が確認され、移植された

DFAT が血管内皮細胞に分化し、血管

新生に寄与した可能性が示唆された 10) 

(2) ブタ実験モデルにおける自家培養表生  

   着率に対する DFAT の効果に関する検  

   討 

同種皮膚移植群、人工真皮移植群いず

れにおいても培養表皮移植後 14 日目

の時点で表皮真皮接着層の電子顕微鏡

像で anchoring fibril の形成が確認さ

れなかった。それと比較して、DFAT

治療群では同種皮膚移植群、人工真皮

移植群いずれの群でも anchoring 

fibril の良好な形成が確認された。

collagen type IV は同種皮膚、人工真



皮のいずれの群においても DFAT の治療

の有無にかかわらず陽性発現像が確認さ

れた。lamin に関しては未治療群では発

現が微弱であった。それと比較して

DFAT 治療群では laminin の発現が増強

していた。 

本研究における DFAT 治療により、同種

皮膚および人工真皮で構築された真皮内

に laminin の発現が促進され培養表皮の

生着（接着）が促進されたことが示唆さ

れた。 
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