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研究成果の概要（和文）：本研究では、難治性皮膚創傷モデルとして①「露出腸管を伴う開放創モデルマウス」
と②「Ⅲ度熱傷モデルマウス」を作製し、ハイパードライヒト乾燥羊膜(HD-AM)とヒト羊膜間葉系幹細胞(hAMα)
の創傷治癒効果を検討した。HD-AMにより、炎症期の浸潤細胞が増加し、IL-6/IFN-γが一過性の上昇、
PGE2/IL-10が炎症期から持続性の上昇、を示した。VEGFは炎症期に一過性の上昇を示し、新生血管を誘導した。
hAMαはその血管を成熟させることで肉芽形成を促進させた。
HD-AMは浸潤細胞の足場になることで治癒促進の主体となり、炎症期と増殖期を促進することで早期に良質な肉
芽形成を導いた。

研究成果の概要（英文）：In this study, (1) " the open wound with exposed bowel model mouse" and (2)
 " full-thickness skin deficiency after a deep burn injury (3rd degree burn) model mouse" as a 
intractable wound model, and the wound healing effect of the hyperdry human amniotic membrane 
(HD-AM) and human amniotic mesenchymal stem cells (hAMα) was examined. HD-AM increased infiltration
 cells of the inflammatory phase, indicating that IL-6/IFN-γ rises transient, and PGE2/IL-10 has 
increased from the inflammatory stage until proliferative phase. VEGF indicated angiogenesis, 
indicating a transient increase in the inflammatory phase. hAMα promoted granulation formation by 
mature this blood vessels.
The HD-AM has become a scaffold for cellular infiltrate, and has been the main essence of wound 
healing promotion, and promotes the inflammatory and proliferative phase to lead to high quality 
granulation formation.

研究分野： 再生医学、組織学、薬理学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
1）患者と病態を知ったうえで疾患に適した実験モデルを確立できた。これにより「安全性」と「有効性」が確
認でき、臨床研究・治験へと進むことができる。
2）モデルの治癒過程において、1：羊膜の創傷治癒への作用機序を解明する第一歩となった。これは植皮術を後
に控えた治療での、良質な肉芽組織再生（真皮再生：移植床の形成）の機序を解明することであり、得られた知
見から２：新たな治療方法の開発（生理活性物質の医薬品化・バイオマテリアルの開発）へと発展することが見
込まれる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
羊膜はコラーゲンと弾性線維で構成される強靱な生体膜で、その抗炎症作用や上皮化促進効果が創
傷治療に古くから利用されてきている]。我々は、羊膜の効果を保持したハイパードライヒト乾燥羊膜（HD
羊膜：乾燥羊膜）を開発してきた。HD 羊膜は、生羊膜と同様の効果を保持していることが眼科領域の先
進医療（再発翼状片の治療）で示されつつある。翼状片は眼球結膜下の結合組織が異常増殖すること
で引き起こされ、その結合組織の切除後に羊膜はそれを抑制しつつ結膜上皮の足場となる。また、HD
羊膜は、口腔粘膜上皮欠損部、中耳骨膜欠損部、脳硬膜欠損部において上皮形成の足場となり治療
効果を示してきた。 
救急領域に置ける難治性創傷疾患では人工物を使うことが忌避とされ、あるいは重度熱傷では、人工
真皮が使用されるも、多くは感染を引き起こしており、緊急時には未だに適切な被覆材がないことから
死と直面せざるを得ない。これらの疾患で生死をわけるのは、短時間で感染を起こさずに優良な肉芽組
織を創傷部位に形成することで、その後の植皮の生着率・治癒率をあげることである。 
古くから創傷治癒に利用される羊膜（生羊膜）は、どのような機序で治癒効果に寄与しているのであろう
か？ 眼科領域の「再発翼状片」では結合組織の異常増殖を押さえて治療効果を発揮する。はたして
創傷治癒においても肉芽形成を抑制して治療効果が発揮されているのか、作用機序は同じなのか？ 
羊膜には、眼表面疾患の治療の際に癒着防止効果が認められるが、乾燥羊膜（HD 羊膜）は他の部位
の癒着疾患においても効果があるのか？  
ハイパードライ乾燥法には、抗ウイルス効果があるのか？ 
２．研究の目的 
本研究では、１）創傷治癒に対する「羊膜」の作用機序を明らかにする。難治性皮膚創傷モデルとして
①「露出腸管を伴う開放創モデルマウスを作製」と②「Ⅲ度熱傷モデルマウスを作製」する。これらの実
験モデルを利用し、③良好な肉芽形成を画像解析により測定し、④形成された肉芽の構成成分、新生
血管や線維芽細胞を免疫組織化学により検討する。⑤肉芽形成に不可欠な細胞浸潤における HD 羊
膜の足場としての機能を明らかにする。⑥肉芽形成に関与する成長因子や生理活性物質の mRNA の
発現については分子生物学的に検討し、経時的変化を免疫組織化学で検討する。 
上記のモデル動物にコラーゲンが主成分で細胞が死滅した乾燥羊膜（HD 羊膜）を作用させた場合と、
羊膜幹細胞を作用させた場合とで上記③〜⑥の現象を比較することで、治癒の主体がどこにあるか、ま
たその作用機序が何かを突き止める糸口になり得るところが学術的独自性のあるところである。 
３．研究の方法 
１）創傷治癒に対する「羊膜」の作用機序を明らかにする 
①難治性創傷（開放創）モデルマウスの作成：マウスの腹部の中心に 15mm×20mm の大きさに全層皮

膚欠損を作製する。白線を 15mm で切開して開腹し、盲腸をそのままの自然な位置で腹部から持ち
上げ、7-0 ナイロン糸で腹壁筋膜と 6 点縫合固定し、露出腸管モデルとする。作成したマウスモデル
の開放創にガーゼのみで覆ったマウスに EAF（enteroatmospheric fistula：慢性瘻孔）が発症すること
で有効と判断する。 
✓HD 羊膜の効果の検討：露出腸管を伴う開放創のモデルの創部に羊膜を置き、0 日目（Start）、1
週目(POD7)、2 週目(POD14)に創傷部位を採取し、組織学的に肉芽形成の量及び構成成分に対す
る検討を行う。分子生物学的に各種成長因子や細胞遊走ケモカイン、抗炎症および炎症系サイトカ
インの発現等を検討し、HD 羊膜の有効性及び作用機序について明らかにする。 

②重度熱傷モデル（Ⅲ度熱傷）の作成：背部にチューブを用いて 10mm の範囲で、90 度 10 秒間、熱湯
に暴露させ、Ⅲ度熱傷創を作製する。熱傷直後に同部位の全層皮膚を切除し、開放創とする。 
✓HD 羊膜の肉芽検討：HD 羊膜、羊膜幹細胞の有効性を検討する。0 日目（Start）、１日目、４日目、
７日目、９日目に創傷部位を採取し、肉芽形成を組織学的、免疫組織学的、分子生物学的（qPCR 法、
ウエスタンブロット法など）および病理組織学的に検証する。肉芽の形成量はイメージアナリシスによ
り検証する。 

上記のモデル動物にコラーゲンが主成分の細胞が死滅した乾燥羊膜（HD 羊膜）を作用させた場合と、
羊膜幹細胞を作用させた場合とで治癒効果を比較することで、治癒の主体がどこにあるか、またその作
用機序が何かを突き止める。 
４．研究成果 
①難治性創傷（開放創）モデルマウスにおける HD 羊膜の効果 
モデルマウスに HD 羊膜の間質面が接するように作用させた群(HD-AM)と上皮面が接するように作用さ
せた群(HD−AM UD)を準備し、コントロール群と比較した。 
上皮面と間質面のどちらを作用させても POD14 では肉芽形成量はコントロールに比べて同じくらい増
加した。POD7 ではコントロールに比べて上皮面を作用させると肉芽の増生が見られるのに対して間質
面を作用させると増生はわずかであった（Fig.1a,b）。 
細胞増殖因子(TGF-β１,VEGF,bFGF,PDGF)や細胞遊走ケモカイン(CXCL-5:好中球,SDF-1:単球)、
抗炎症(IL-10)および炎症(IL-6,TNF-α:Mφによる)系サイトカイン、M1 マクロファージ(iNOS)、M2 マク
ロファージ(CD163)、線維芽細胞(α-SMA)の発現（mRNA, IH による局在）を検討した。 
受傷直後（モデル動物作成直後）においては VEGF,PDGF の増殖因子の mRNA の発現が見られたが、
POD7 のコントロールでの発現量の５０％、７０％であり、線維芽細胞の指標であるα-SMA の mRNA の
発現だけが 150%と高かった（Fig.2）。 
TGF-β1 の mRNA は受傷直後に比べて POD7 のコントロール群で増加し（Fig.2、Fig.3）、HD-AM 群と
HD-AM UD 群でコントロ−ル群に比べて有意に増加、POD14 にたコントロ−ル群に比べて有意に減少
した（Fig.3）。VEGF の mRNA も同様に受傷直後に比べて POD7 のコントロール群で増加し（Fig.2、
Fig.3）、コントロ−ル群に比べて HD-AM UD 群のみが有意に増加し、POD14 にコントロ−ル群と差がな
くなった。bFGF,PDGF も同様に受傷直後に比べて POD7 のコントロール群で増加し（Fig.2、Fig.3）、コ
ントロ−ル群に比べて増加する傾向となり、POD14 にコントロ−ル群と差はなかった（Fig.3）。POD7（初期



  

段階）で増殖、分化、血管新生の促進が示唆される。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig.1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig.2 
α-SMA は受傷直後に比べて POD7 のコントロール群で逆に減少し（Fig.2、Fig.3）、HD-AM と HD-AM 
UD 群はコントロ−ル群と同程度の発現量であった。POD14 で HD-AM と HD-AM UD 群はコントロ−ル
群に比べて下がる傾向を示した（Fig.3）。 
CXCL-5 の mRNA は受傷直後に比べて POD7 のコントロール群で増加し（Fig.2、Fig.3）、HD-AM 群と
HD-AM UD 群でコントロ−ル群に比べて有意に同程度増加、POD14 にたコントロ−ル群に比べて HD-
AM 群のみが有意に減少した（Fig.3）。SDF-1 の mRNA は受傷直後に比べて POD7 のコントロール群
で増加したが（Fig.2、Fig.3）、HD-AM 群と HD-AM UD 群でコントロ−ル群に比べて差はなく、POD14
でコントロ−ル群の発現量は POD7 と同程度なのに対して、HD-AM と HD-AM UD 群の両方はコントロ
−ル群に比べて有意に減少した（Fig.3）。初期段階で遊走し、後に減少することを示唆している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig.3 
TGF-β１,VEGF は創傷の滲出液中および羊膜周辺で抗体によって高度に染色され（Fig.4a）、コントロ
ール群では創縁飲みが染色された（Fig.4b）。 
CD163（M2 マクロファージ）の mRNA は受傷直後に比べて POD7 のコントロール群で増加し（Fig.2、
Fig.5）、HD-AM 群でコントロ−ル群に比べて有意に増加、POD14 の全ての群で減少した（Fig.5）。IL-
10 の mRNA は受傷直後に比べて POD7 のコントロール群で増加し（Fig.2、Fig.5）、HD-AM UD 群でコ
ントロ−ル群に比べて有意に増加、POD14 の HD-AM 群と HD-AM UD 群でコントロ−ル群に比べて減
少する傾向であった（Fig.5）。POD7 で M2 マクロファージが炎症を抑制し、組織の再構築することが考
えられる。一方、HD-AM 群および HD-AM UD 群は POD7 に iNOS(M1 マクロファージ)を増加させ、
POD14 に減少させる傾向から、炎症性サイトカインにも影響する事が示唆された（Fig.5）。 
また、CD163 は羊膜上皮面で抗体によって高度に染色された。M2 マクロファージへのサブタイプ変換
に羊膜上皮が関与することが考えられた。 
 
 
 
 
 

Fig.4 
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②重度熱傷モデル（Ⅲ度熱傷）における HD 羊膜の効果 
モデルマウスに羊膜由来幹細胞(hAMα:Cell)、HD-AM、HD-AM+Cell(HD-AM/Cell)を作用させた群
とコントロール群とを比較した。 
Cell、HD-AM、HD-AM/Cell を作用させても POD4 では肉芽形成量はコントロールに比べて差はなか
った。POD7 では Cell 群、HD-AM/Cell 群の肉芽形成量はコントロール群および HD-AM 群に比べて
有意に肉芽の増生が見られた（Fig.1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
炎症(IL-6, IFN-γ,COX-2) および抗炎症(IL-10)関連因子、M1 マクロファージ(iNOS,CD11b)、M2 マ
クロファージ(CD163)、好中球(Neutrophil)の発現（mRNA, IH による局在）を検討した。 
iNOS は POD1 でいずれの群でも mRNA の発現がなく、POD4 でコントロールに比べて Cell 群、HD-
AM/Cell 群が IL-6、IFN-γ、COX-2(PGE2 の上流酵素)の mRNA の発現が上昇し、POD7 で全ての群
で低下する傾向となった（Fig.2）。IL-6 陽性細胞は組織全体にびまん性に存在した(Fig.2)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
CD163 は POD1 でいずれの群でも mRNA の発現がなく、POD4 で全ての群で上昇した。POD7 にかけ
て Cell 群では減少し、HD-AM 群で上昇する傾向となった（Fig.3a）。IL-10 の mRNA の発現は、POD4
にコントロールに比べ Cell 群、HD-AM 群で大きく上昇、HD-AM/Cell 群で小さく上昇し、POD7 にかけ
て Cell 群、HD-AM 群は減少するが、HD-AM/Cell 群では上昇する傾向となった（Fig.3a）。免疫組織
化学染色で CD163 陽性細胞は Cell 群、HD-AM 群、HD-AM/Cell 群で時間経過と共に筋層・脂肪層
に増加し、HD-AM/Cell 群では POD7 に新たに形成された肉芽組織で顕著に観察された(Fig.3b)。IL-
10 は POD4 に Cell 群と HD-AM 群で大きく増加、HD-AM/Cell 群で増加する傾向にあり、POD7 に
Cell 群と HD-AM 群で減少、HD-AM/Cell 群で大きく増加する傾向にあった(Fig.3ｃ)。IL-10 陽性細胞
は組織全体にびまん性に存在した(Fig.3d)。 
POD7 で HD-AM/Cell 群の肉芽内組織内に線維芽細胞、Neutrophil 陽性細胞、CD11b 陽性細胞
(M1 マクロファージ)を認めた(Fig.4)。control 群以外の各群において肉芽組織内にα-SMA 陽性細胞、
CD31 陽性細胞が観察された。POD4 で Cell 群と HD-AM/Cell 群では CD31 陽性細胞が楕円形から
棒状の血管内腔を構成し、α—SMA 陽性細胞がその周囲に集約する像が観察された。HD-AM 群では
このような像は観察されなかった。POD7 で Cell 群および HD-AM/Cell 群では CD31 陽性細胞とα-
SMA 陽性細胞の数は減少するが、より完全な血管として走行している像を認めた。HD-AM 群ではこれ
らの細胞が集約し、肉芽内に血管を造る途中の像が観察された。Cell 群、HD-AM/Cell 群において厚
く形成された肉芽組織内に膠原線維が観察されたが、HD-AM 群において肉芽形成は弱く膠原線維は
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ほとんど見られなかった(Fig.5)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
まとめ 
・難治性皮膚創傷モデル（腹壁開放創/哆開創モデル、Ⅲ度熱傷モデル）が作製できた。 
HD-AM により、 
・POD4(炎症期)をピークに HD-AM 下と肉芽内で浸潤細胞が増加した。 
・IL-6/IFN-γが炎症期に一過性の上昇、PGE2/IL-10 が炎症期〜POD7(増殖期)へかけて持続性の
上昇、がみられた。 

・PDGF は初期〜増殖期まで増加した。 
・VEGF は炎症期に HD-AM 周辺で一過性の上昇を示し、肉芽内に血管内皮細胞遊走・増殖による血
管を形成させた。hAMαはその血管を成熟させることで肉芽形成を促進させたと考えられる。 

・創傷において HD-AM は浸潤細胞の足場（起点）になることで治癒促進の主体となり、炎症期と増殖
期に作用し、それぞれを促進することで良質な肉芽を形成したと思われ、結果として早期の移植床の
形成を導いたと考えられる。 
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