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細胞シート移植治療の普及には，同種（他家）細
胞を用いてオフ・ザ・シェルフ（既製品）として量
産化することで製造コストを抑えるとともに，簡便
に使用できる細胞シート保存方法の開発が不可欠で
ある．後者の保存方法に関して，細胞の生存率は治
療効果を左右するため，その保存には高い細胞生存
率が期待できる凍結保存法が検討されてきた．しか
し，凍結・解凍時の細胞障害や凍結時に特殊な装置
を必要とし，保管や輸送など含めコストや設備面に
課題が残る．我々は細胞シートの新たな保存法とし
て乾燥保存に着目し，風乾させた積層線維芽細胞シ
ート（Dry sheet）を開発した．マウスでの基礎検
討から，Dry sheetは細胞膜が損傷した死細胞であ
るが，細胞内に貯蔵する成長因子の放出という新た
な作用機序を有し，他家細胞で作製したDry sheet
は糖尿病マウス全層皮膚欠損モデルの血管新生と創
傷治癒を促進することが明らかになった．Dry
sheetから放出される成長因子は生理活性を有し，
主にFibroblast growth factor‑2（FGF‑2/basic FGF）
の作用であることがFGF‑2中和抗体を用いた阻害実
験から示された．また，Dry sheetの成長因子は冷
蔵保存で少なくとも１ヵ月の保存安定性を認めた．
Dry sheetのヒトへの臨床応用を見据え，各種ヒト
細胞での細胞内FGF‑2含有量を検討したところ，間
葉系幹細胞や歯髄幹細胞，線維芽細胞の間葉系細胞

に多く含まれていた．これらの細胞で作製したDry
sheetの各種成長因子の放出量や生物活性は，線維
芽細胞のDry sheetが最も優れた成績を示した．
FGF‑2含有量が高いことに加え，細胞増殖が速く，
取り扱いが容易で入手しやすく，培養コストが低い
などの点を考慮すると，ヒト線維芽細胞はDry
sheetの理想的な細胞源であると考えられた．Dry
sheetは操作性と保存性の点で従来の細胞シートよ
りも優れ，難治性皮膚潰瘍の治療や外科手術時の組
織の補強材としての応用が期待される．

１．はじめに

近年，移植細胞の組織滞在性を向上させる方法と
して“細胞シート技術”が開発され１），虚血性心筋
症，術後肺気漏，内視鏡的食道粘膜下層剥離術後の
狭窄などの様々な疾患や術後合併症予防に対する細
胞シート移植治療の研究開発が行われている２－４）．
著者の所属する研究室では，重症下肢虚血による難
治性皮膚潰瘍にも同技術が応用できると考え，線維
芽 細 胞 と 末 梢 血 単 核 球 （ peripheral blood
mononuclear cells：PBMNCs）から成る細胞混合
シートを独自に開発した．細胞シート移植治療によ
る創傷治癒促進の機序の一つは移植細胞が分泌する
成長因子やサイトカインによるパラクライン効果で
あり，細胞混合シートは，PBMNCsとの共培養と
低酸素プレコンディショニングとの相乗効果によっ
て，線維芽細胞から分泌される血管内皮増殖因子
（vascular endothelial growth factor：VEGF）を増
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強することが特徴である５，６）．マウスとラビットの
皮膚潰瘍モデルにおいて，自家細胞の細胞混合シー
ト移植による治療は，難治性皮膚潰瘍の既存薬であ
るフィブラストスプレー（科研製薬）よりも優れた
治療成績であった５，６）．また独自の技術により細胞
を積層させた細胞シートの作製法を考案し，自家積
層細胞混合シートの貼付がマウス皮膚潰瘍モデルに
おいて有効であることを報告した７）．これらの基礎
研究を踏まえ，令和２年に山口大学医学部附属病院
において「難治性皮膚潰瘍に対する培養ヒト自己細
胞混合シートを用いた移植治療に関する臨床試験
（第Ⅰ相試験）」が実施され，末梢血単核球とヒト口
腔組織由来線維芽細胞を共培養した自家積層細胞混
合シートの下肢皮膚潰瘍部への移植において，個々
の症例に対する評価で安全性と創傷治癒促進効果が
認められた８）．自家細胞を用いた細胞シート移植治
療は理想的な治療法ではあるが，テーラーメイド治
療であるため，細胞シート作製には自己組織採取の
侵襲性，細胞培養に要する時間による治療までのタ
イムラグと高額な費用，患者毎に線維芽細胞の増殖
能に差が存在するという問題点がある．同臨床試験
において，患者自身の細胞の機能低下（VEGF産生
能の低下，細胞増殖能の低下）が６例中３例と高率
に認められ，細胞シートを作製できず治療機会を逸
するという新たな課題が浮き彫りになった．我々は，
独自に開発した積層化技術によってPBMNCsを含
まない積層線維芽細胞シートでも十分な成長因子が
分泌されること，並びにマウス皮膚潰瘍モデルにお
いて他家積層線維芽細胞シートの貼付による創傷治
癒促進効果は自家積層線維芽細胞シートと同等であ
ることを確認している７，９）．他家積層線維芽細胞シ
ートの貼付は，多少の局所免疫が生じるものの，創
傷治癒に悪影響を与えることはなかった９）．このよ
うに細胞シート移植治療の臨床応用を見据えると，
高品質かつ安定供給可能な同種（他家）細胞から作
製した細胞シートが最善のアプローチと考えられ，
レディメイドな細胞シート移植治療の実用化には，
利便性に優れる細胞シートの保存法の開発が急務で
ある．
細胞シートの保存法に関して，創傷治癒は細胞シ
ートが分泌する成長因子により促進されると考えら
れていたため，生細胞を保存する凍結保存が主に検
討されてきた．細胞の凍結保存法は細胞バンク事業

などのライフサイエンス分野で培われてきた凍結保
存技術をベースに細胞シートへの応用が試みられて
いる．我々は生鮮食品の鮮度を保つ急速凍結技術
（3D freezer）を細胞シートの凍結保存への応用を
試み，解凍後の細胞シートの高い細胞生存率を報告
している10）．しかし，凍結・解凍時の細胞障害によ
るある程度の細胞ロスは免れないこと，特殊な急速
冷凍装置を必要とし，保管や輸送などに超低温冷凍
庫（－80℃）が必要であるなどコストや設備面にも
課題が残る．一方，食品分野では凍結保存法ととも
に乾燥保存法が広く普及しているが，細胞シートの
乾燥保存に関する研究は培養表皮細胞シートのみで
あり11），線維芽細胞シートでは行われておらず，有
用性に関する知見も無い．著者らは，細胞シートの
簡便な利用が可能となる乾燥保存法に着目し，バイ
オクリーンベンチ内で風乾させた積層線維芽細胞シ
ートを開発した12）．本稿では乾燥保存型積層線維芽
細胞シート（Dry sheet）の創傷治癒促進効果の機
序とDry sheetの特徴について概説する．

２．Dry sheetの創傷治癒促進効果の機序

細胞シート移植治療による創傷治癒促進の重要な
作用の一つは生細胞から分泌される成長因子やサイ
トカインによるパラクライン効果と考えられてき
た．そのため，研究開始当初は，乾燥によって死ん
だ細胞から成るDry sheetは創傷治癒には限定的な
効果しかないのではないかと懐疑的であった．しか
し，驚くべきことに，糖尿病マウス全層皮膚欠損モ
デルでの治療実験において，自家または他家細胞で
作製したDry sheetは無治療群に比べて有意な創傷
治癒の促進を示した．さらに，Dry sheetによる創
傷治癒促進効果は，積層線維芽細胞シート（Living
sheet）に比べても大きな差はなかった．組織学的
な観察からDry sheet移植後早期の段階で，無治療
群に比べて，創縁の微小血管数および表皮角化細胞
の有意な増加が認められた．このことは，Dry
sheetから生理活性物質が放出され，表皮角化細胞
や血管内皮細胞などの創傷部周囲の細胞を刺激し，
創傷治癒を促したことを示唆している．さらにDry
sheetの利点として，Living sheetは培養皿から移植
する際には移植用支持体を必要とするが，Dry
sheetはシート形状を保持したまま鑷子で把持でき，
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操作性に優れていた（図１）．
In vitroの検討において，Dry sheetは乾燥によっ

て細胞膜が損傷し，不可逆的に生命活動が停止した
死細胞であることが確認されている．そのため，
Dry sheetは従来のLiving sheetのようにVEGFや
hepatocyte growth factor（HGF）などの成長因子
を持続的に分泌することはできない．しかし，Dry
sheetの細胞膜の損傷を確認した乳酸脱水素酵素
（Lactate Dehydrogenase；LDH）放出試験結果か
ら，再水和されたDry sheetはLDHだけでなく生理
活性物質も細胞内から放出しているのではないかと
考え，Dry sheetを培養液に浸漬した上清中の成長
因子を測定した．その結果，Dry sheetの浸漬液に
はVEGF，HGFだけでなく，強力な組織修復因子で
ある線維芽細胞増殖因子 ‑2（fibroblast growth

factor‑2：FGF‑2/bFGF）13）や，ダメージ関連分子
パ タ ー ン （ damage associated molecular
patterns；DAMPs）の代表格でかつ創傷治癒促進
にも関与する高移動度グループボックス蛋白質１
（high mobility group box protein1；HMGB1）14－19）

を高レベルに検出した．注目すべきは，Dry sheet
に保持された細胞質内のFGF‑2と核内のHMGB1は，
Living sheetからは分泌されないが，再水和させる
ことによってDry sheetから放出される点である．
次に，Dry sheetから放出される生理活性物質の生
物活性について線維芽細胞を用いて検討したとこ
ろ，Dry sheetの浸漬液はLiving sheetの浸漬液に比
べ有意な細胞増殖を示し，また，線維芽細胞からの
VEGF，HGFの産生も有意に促進させた．FGF‑2中
和抗体で阻害すると，この細胞増殖反応は抑制され
たことから，特にFGF‑2の作用が重要であることが
示唆された．FGF‑2は線維芽細胞に多く発現してい
るが，分泌シグナルペプチドがないため，一般的に
細胞外への積極的な分泌は行われておらず，FGF‑2
の主な生理機能としては傷害を受けた細胞や死細胞
から放出され，組織修復を促す重要な細胞増殖因子
として知られている20－23）．間葉系幹細胞移植治療に
関する研究では，損傷した間葉系幹細胞から放出さ
れる高レベルのFGF‑2が血管新生と神経形成を促進
することが示されている23）．しかし，これまでに細
胞シートから分泌されるエフェクターとしてFGF‑2
に関する報告はなかった．
以上の基礎検討から，Dry sheetはVEGF，HGF

だけでなく生理活性を有するFGF‑2を保持し，創部
に貼付された直後から保持している成長因子を放出
すること，そして，Dry sheetから放出された成長
因子は創部の表皮角化細胞や血管内皮細胞を増加さ
せる直接的な作用と，放出されたFGF‑2により創周
囲の線維芽細胞を活性化してVEGFやHGFの持続的
な分泌を促す間接的な作用の両面から創傷治癒を促
進するという機序が考えられた12）（図２）．

３．Dry sheetの生体内での局在

マウス皮膚潰瘍モデルにおいて他家積層線維芽細
胞シートの貼付による創傷治癒促進効果は，自家積
層線維芽細胞シートと同等であり，また他家細胞シ
ートの貼付によって多少の局所免疫を生じさせる

線維芽細胞シートの乾燥保存法 5

図１
Living sheetは培養皿から移植する際には移植用支持体を必
要とする．一方，Dry sheetは乾燥によってある程度の硬度
を有したままシート形状を保持し，容易に鑷子で把持して
の移植が可能である．

図２
従来の生きた積層線維芽細胞シートは，創傷部に移植後，
生着している間は大量の成長因子を分泌し続け，パラクラ
イン効果によって創傷治癒が促進される．Dry sheetは創傷
部に移植後，FGF‑2を含む様々な成長因子が一過性に放出
され，血管新生や創傷部周囲の細胞の活性化を促す．



が，創傷治癒に悪影響を与えないことが報告されて
いる９）．同研究において，ルシフェラーゼ発現線維
芽細胞を用いたin vivoイメージング解析が行われ，
自家及び他家細胞にかかわらず，マウス皮膚潰瘍モ
デルへの移植後９日目までにルシフェラーゼ発現細
胞は消失し，生きた積層線維芽細胞シートは生体内
において永久的には生着しないことが確認されてい
る９）．Dry sheetに関しては，移植後１日目には創
部全体を覆うように局在しているが，経過に伴い
徐々にシート状構造が崩壊していく．しかし，Dry
sheetは創部からは脱落せず，形成された痂皮また
は表皮組織の直下に存在し，Dry sheet内への好中
球やマクロファージの浸潤が移植後早期から認めら
れる．そして，創傷治癒後の組織像において，明ら
かなDry sheetの遺残は認められていない．一方で，
ヒトの他家移植を想定し，マウス皮膚潰瘍モデルで
ヒト培養表皮細胞シートを用いた研究においては，
創傷治癒の過程でヒト培養表皮細胞シートは生体外
に排出されることが確認されている11）．線維芽細胞
由来のDry sheetは，自然免疫により異物として貪
食され，生体に遺残しないことが推察される．安全
性を含め更なる研究が必要ではあるが，Dry sheet
は体表面だけでなく生体内の臓器にも悪影響なく使
用できる可能性がある．

４．Dry sheetの保存安定性

Dry sheetの保存安定性（１日及び１，２，３，
４週間）を検討したところ，室温（23℃）では
FGF‑2やHMGB1は漸減したが，冷蔵（４℃）保存
では各成長因子に大きな変化はないことを確認して
いる12）．臨床応用に向けては，Dry sheetの保存安
定性の更なる検討が必要と考えられる．

５．Dry sheetに適したヒト細胞源の探索

従来の生きた細胞シートは移植細胞からの様々な
成長因子の持続的な分泌に焦点が当てられているの
に対し，Dry sheetでは主に細胞内のFGF‑2が治療
効果に重要な役割を果たしている．しかし，細胞シ
ートとして使用される様々な細胞の細胞内FGF‑2レ
ベルを比較した研究はなく，ヒトではどの細胞が
Dry sheetに適しているのか不明であった．我々は

臨床用または前臨床試験用の細胞シートとして報告
のある７種類のヒト細胞（口腔組織由来線維芽細胞，
皮膚由来線維芽細胞，歯髄幹細胞，間葉系幹細胞，
臍帯静脈由来血管内皮細胞，骨格筋芽細胞，表皮角
化細胞）について細胞内FGF‑2レベル及びその生物
活性を指標にDry sheetに適したヒトの細胞種を探
索した．細胞内FGF‑2は線維芽細胞，歯髄幹細胞，
間葉系幹細胞などの間葉系細胞で高かったのに対
し，血管内皮細胞，骨格筋芽細胞，表皮角化細胞で
は低く，線維芽細胞と比較して約1/4以下の値であ
った．さらに，線維芽細胞，歯髄幹細胞，間葉系幹
細胞から作製したDry sheetを用いて，成長因子の
放出量や血管内皮細胞を用いた生物活性を検討した
ところ，線維芽細胞が最も優れていた 24）．また，
FGF‑2中和抗体による阻害実験から，ヒトDry
sheetの生物活性は主にFGF‑2の作用であることが
示された．臨床応用の観点からDry sheetに最適な
細胞を考えた場合，細胞内FGF‑2含量が高いことに
加え，細胞増殖が速く，取り扱いが容易で，入手し
やすく，培養コストが低いなどの条件が必要である．
これらの条件を満たす線維芽細胞は，ヒトDry
sheetの臨床応用に理想的な細胞源であると考えら
れた．

６．Dry sheetの今後の展望

これまでの著者らの基礎研究から，積層線維芽細
胞シートの乾燥保存は細胞シートの利便性を高める
だけでなく，十分な創傷治癒促進効果を有すること
が示された．Dry sheetの臨床応用を見据えると，
シートのサイズや規格の調整，滅菌工程の検討，安
全性の検証などの様々な課題解決が必要となるが，
難治性皮膚潰瘍を対象とした創傷被覆材として研究
開発を進めていく計画である．また，著者の所属す
る研究室では，積層線維芽細胞シート（Living
sheet）は難治性皮膚潰瘍の治療だけでなく，気管
支断端瘻，膵液瘻，消化管縫合不全などの重篤な術
後合併症予防にも有効であることを報告してきた25－

27）．Dry sheetは従来のLiving sheetより操作性にも
優れ，生体内での創傷治癒の促進にも効果が期待で
きることから，重篤な術後合併症の予防を目的とし
た外科手術時の組織の補強材としての応用も期待さ
れる．Dry sheetは冷蔵もしくは常温での保存が可
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能であるという点で，冷凍保存に比べて簡便であり，
特に長期保存が可能となることで用時調製の必要が
なく，必要な時に迅速に使用できるというメリット
が生まれるため，いつでもどこでも使える「細胞絆
創膏」となることが期待される．
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To popularize cell sheet transplantation therapy,
it is necessary to develop an easy‑to‑use cell sheet
preservation method. Because cell viability
determines therapeutic efficacy, cryopreservation,
with a high viability rate, has been considered for
preservation. We developed dry, preserved,
multilayered fibroblast cell sheets（dry sheets）as
a novel cell sheet preservation method. Dry sheets

consist of dead cells with damaged cell
membranes. However, dry sheets using allogeneic
cells promote angiogenesis and wound healing in a
full‑thickness skin defect model of diabetic mice
through a novel mechanism of releasing
intracellular growth factors by rehydration. The
growth factors released from dry sheets had
physiological activity, mainly through the action of
fibroblast growth factor‑2（FGF‑2），as demonstrated
by inhibition experiments using FGF‑2 neutralizing
antibodies. Growth factors in dry sheets were
stable for at least one month when stored in a
refrigerator. In our investigation of the optimal cell
source for human dry sheets, fibroblasts were
considered the ideal cell source for because of
their high FGF‑2 content, rapid cell proliferation,
easy handling and availability, and low culture
cost. Compared to conventional cell sheets, dry
sheets are easier to handle and preserve, which is
promising for treating cutaneous ulcers and
performing tissue reinforcement during surgery.
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