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研究成果の概要（和文）：優れた再生医療材料である羊膜の特性を模倣し、かつより安全で機能的な再生医療材料を作
製するための基礎的検討を行った。本研究においては、羊膜幹細胞の培養上清(Conditioned Medium:CM)をアルカリ処
理や酸処理ゼラチンまたその混合物に含浸させて作成した材料の癒着防止や腹膜再生効果について検討を行った。培養
実験の結果から、CMは中皮細胞の増殖を促進する効果を有し、CMを5-10倍程度濃縮することでその効果を向上できるこ
とが分かった。ラットでの盲腸癒着モデル実験の結果より、濃縮CMを含浸させたアルカリ処理ゼラチンゼラチンをfree
ze dryしたものの効果が最も優れていることが分かった。

研究成果の概要（英文）：We performed the basic study to create more safe and functional materials, which 
are mimicking amniotic membrane as an excellent material for regenerative medicine. In this study, we 
investigated the effects of anti-adhesion and peritoneal regeneration for the membrane made of alkali- or 
acid-treated gelatin or their complexes, containing the culture medium of stem cells established from 
amniotic membrane (conditioned medium: CM). The culture studies showed that CM promoted the growth of 
mesothelial cells and that it was more effective to condense CM at 5-10 times. From the studies using rat 
cecum adhesion model, the freeze dry membrane made of alkali-treated gelatin with condensed CM had most 
excellent anti-adhesive effect and peritoneal regeneration.

研究分野：医歯薬学

キーワード：  再生医学　 羊膜　)再生医療材料　実験外科学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

国内外の研究動向：分娩の際の付属物であ
る羊膜は、古くは腹部手術の際の癒着防止材
や、熱傷に対する被覆材などに用いられてい
た。しかし近年、羊膜には幹細胞が豊富に含
まれることや、抗炎症･瘢痕作用、抗感染作
用、組織再生誘導作用などの既存の足場材料
には無い優れた特性があることが明らかと
なり、注目すべき再生医療材料として見直さ
れている。特に眼科領域においては、病的角
膜病変の切除後の角膜の再生を、瘢痕形成す
ることなく実現することが可能な優れた再
生足場材料として既に臨床応用され良好な
成績が報告されている。 

一方で羊膜は、ヒト由来の生体組織である
ため感染症や拒絶反応等の問題を伴い、また
人工的な加工や 3 次元的な使用もできない。
そのため前述のような 1)羊膜が有する優れ
た特性を持ち、また 2)加工性に優れ且つヒト
組織に由来する問題の無いより安全な、羊膜
に代わる新しい材料が望まれている。しかし
これまでその様な条件を満たす理想的な再
生医療材料は存在しない。 
 

２．研究の目的 

そこで我々は前述のような羊膜の特性を
持ち、加工性に優れより安全な、機能的な再
生医療材料を作製し、その臨床応用例として、
高度の皮膚欠損創に対する足場材料や、腹部
手術における損傷腹膜の修復再生を行う癒
着防止材として用いるための基礎的検討を
動物モデルを用いて行う事が目的である。特
に本研究では、羊膜幹細胞の培養上清
(Conditioned Medium:CM)をアルカリ処理や
酸処理ゼラチンもしくはその混合物に含浸
させて作成した材料の癒着防止や腹膜再生
効果について検討を行った。 
 
３．研究の方法 

I. 材料の作成  
1)羊膜幹細胞の単離と CM の採取 

妊娠ラット(Wister S/T, 18 日目)から羊膜
を採取し、Trypsin 処理法にて羊膜上皮幹細
胞除去後、その残った組織片培養からさらに
collagenase 処理法にて羊膜間葉系幹細胞を
単離し 20%FBS 含有 D-MEM 培地にて培養を行
った。 

単離・培養した羊膜幹細胞について CD11b, 
29, 31, 44, 45, 90, 105 等の各抗体を用い
てのフローサイトメトリー解析や、Oct3/4, 
Sox2 抗体による蛍光免疫染色を行い、stem 
cell marker や分化 marker の発現について検
討を行った。 

stem cell marker 陽性且つ各分化 marker
陰性であることを確認した羊膜幹細胞の培
地を無血清 DMEM 培地に交換し、48 時間培養
を行った後培養上清を採取し、Conditioned 
Medium(以下 CM)を採取した。更に CM を濃縮
カラム(ビバスピン R、サルトリウス)を用い
て x5、x10 濃縮したものも作成した。 

2)CM 含浸羊膜模倣ゼラチン癒着防止材 
アルカリ処理ゼラチン（メディゼラチン R、

ニッピ）および酸処理ゼラチン(ハイグレー
ドゼラチン R、ニッピ)水溶液およびその各
100/0、80/20、60/40、40/60、20/80、0/100%
の混合物をシャーレ上で風乾し厚さおよそ
約 0.03ml のフィルムを作成し、約 5時間真
空下に乾熱滅菌を行い熱架橋した。 

各熱架橋フィルムに前述の各 CM を約
0.05ml/cm2ずつ含浸させ約 1 時間静置した。
さらに同様の処理を行った各フィルムを一
晩-80 度で凍結後、一晩凍結乾燥を行い
freeze dry したものも作成した。 
 
II. in vitro 実験 
1)実験 1(CM 効果の評価と血清濃度の決定) 

ラット(Wister S/T、雌、8週令)の腹膜組
織から単離培養した腹膜中皮細胞を 5x104 
cell を 24 ウェル培養用プレートの各ウェル
に入れ、0%及び 2%FBS 含有 DMEM 培地 0.4ml
を加えた。さらに各ウェルに 1)CM 2) DMEM
培地 3)無添加(control)をそれぞれ 1/6 量ず
つ加えて培養を行い、1,3,5,7 日後細胞数を
測定し経時的にその増殖を測定した。(n=4)  
2)実験 2(濃縮 CM の効果の評価) 

ラット腹膜中皮細胞を 5x104 cell を 24 ウ
ェル培養用プレートの各ウェルに入れ、
2%FBS 含有 DMEM 培地 0.4ml を加えた。さらに
各ウェルに 1)CM 2)5xCM 3)10x CM また 4)DMEM
培地 5)5xDMEM 6)10xDMEM をそれぞれ 1/6 量
ずつ加えたものと 7) 無添加(control)を培
養を行い、1,3,5,7 日後細胞数を測定し経時
的にその増殖を測定した。(n=4) 
3)実験 3(CM 含浸各フィルムの効果の評価) 
 前述の 100/0、80/20、60/40、40/60、20/80、
0/100%各ゼラチンフィルムを 24 ウェル培養
用プレートのウェルに設置後、2%FBS 含有
DMEM 培地 0.4ml を加えた。10xCM を約 1/6 量
ずつ加えてフィルム無(control)と共に培養
を行い、1,3,5,7 日後細胞数を測定し経時的
にその増殖を測定した。(n=4) 
 
III. in vivo 実験 
 Wister S/T ラット(雌、8 週令)を全麻下に
開腹し、その盲腸壁を紙ヤスリにて擦過し、
癒着モデルを作成した。 
1)実験 1(CM 濃度と freeze dry 法の評価) 

前述の熱架橋アルカリ処理ゼラチンフィ
ルム(100/0%)を 3x2cm サイズに切離し、
1)DMEM 2)CM 3)10xCM をそれぞれ約 0.3ml ず
つ含浸させ約1時間静置した。さらに4)10xCM
を同様に含浸したフィルムを freeze dry し
たものをそれぞれラット癒着モデルに貼付
し、4)無貼付(control)と共に 3週後、犠牲
死させた後、再開腹しその癒着の範囲や程度
を後述の癒着評価スコアを用いて評価した。
さらに、腹膜組織再生について病理組織学的
に評価した。(n=4) 
2)実験 2(各ゼラチン配合比の評価) 

前述の 100/0、80/20、60/40、40/60、20/80、



0/100%各ゼラチンフィルムを 3x2cmサイズに
切離し、それぞれに 10xCM を約 0.3ml ずつ含
浸させ約 1時間静置した後、さらに freeze 
dry したものをそれぞれラット癒着モデルに
貼付し、4)無貼付(control)と共に 3週後、
犠牲死させた後、再開腹しその癒着の範囲や
程度を後述の癒着評価スコアを用いて評価
した。さらに、腹膜組織再生について病理組
織学的に評価した。(n=3) 
3)実験 3（濃縮 CM 含浸 freeze dry ゼラチン
性癒着防止材の評価） 

前述の熱架橋アルカリ処理ゼラチンフィ
ルムを 3x2cm サイズに切離し、1)DMEM 2)10x 
DMEM 3)CM 4)10xCM をそれぞれ約 0.3ml ずつ
含浸させ約 1時間静置した後、freeze dry し
たものをそれぞれラット癒着モデルに貼付
し、5)無貼付(control)と共に 3週後、犠牲
死させた後、再開腹しその癒着の範囲や程度
を後述の癒着評価スコアを用いて評価した。
さらに、腹膜組織再生について病理組織的に
評価した。（n=3） 
 
癒着評価 score 
<癒着の範囲> 
0=癒着なし 
1=処置面積の 1-25% 
2=処置面積の 26-50% 
3=処置面積の 51-75% 
4=処置面積の 76-100% 
 
<癒着の程度> 
0=癒着なし 
1=牽引で自然にはがれる 
2=力を加えた剥離が必要 
3=剥離に漿膜損傷を伴い、50%以下の鋭的剥
離が必要 
4=剥離に漿膜損傷を伴い、50%以上の鋭的剥
離が必要 
 
４．研究成果 
I. 各材料の性状 
1)羊膜幹細胞の性状と CM の採取 

単離培養された羊膜幹細胞は、フローサイ
トメトリーの解析にて同細胞は CD29(+)（図
a）、CD44(+)、CD105(+)（図 b）であり幹細胞
マーカーは陽性であった。一方 CD11b(-)、
CD31(-)（図ｃ）、CD45(-)、CD90(-)で血球系
や血管系のマーカーは陰性であった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
また免疫染色にて Oct3/4(+)（図 d）、Sox2 

(+)であった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
これらの性質は初代培養から少なくとも 7

代程度までの継代培養細胞において確認で
きた。以上より本実験においては羊膜幹細胞
は初代培養後 5代までのものを用いて実験す
ることとし、前述の CM の採取やその後の CM
の濃縮を行った。 
1) CM 含浸ゼラチン性癒着防止材の性状 

各配合比のゼラチン性癒着防止材は、CM を
含浸させるとその性状が軟弱化し、特に酸性
ゼラチンの含有が高いものでは著名であっ
た。またラットの盲腸癒着モデルの腹膜擦過
部に試験的に貼付したところ、接着性が低下
した。 

そこで CM を含浸させた後、freeze dry を
行ったところ、各材料の軟弱化は改善されま
た接着性についても改善が認められた。 

 
II.in vitro 実験  
1) 実験 1(CM 効果の評価と血清濃度の決定) 
 下図に示すように、CM を添加した場合は、
control(無添加)や DMEM(DMEM 培地追加)に比
べ中皮細胞のより良好な増殖を認めた。 
この傾向は無血清および 2%低血清下の何れ
においても認められたが、2%低血清下におい
てより顕著であった。無血清の場合細胞自体
が減少してしまうこと、生体の腹腔内には血
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a 

c 
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清成分が多少なりとも存在することから、以
降の培養実験においては 2%低血清下にて行
う事とした。 

 

2)実験 2(濃縮 CM の効果の評価) 
下図に示すように、何れの CM の濃度にお

いても CM を添加した場合は、DMEM 培地を添
加した場合に比べ中皮細胞のより良好な増
殖を認めた。この傾向は 5XCM や 10xCM を添
加した場合においてより顕著に認められた。
以上より以降の培養実験においては 10xCMを
使用する事とした。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
2) 実験 3(CM 含浸各フィルムの効果の評価) 

下図に示すように、配合比 0/100 以外のフ
ィルムにおいては何れも 10xCMを添加した場
合は、10xDME 培地を添加した場合に比べ中皮
細胞のより良好な増殖を認めた。しかしなが
ら特に配合比 75/25 や 50/50 においては最も
良好な増殖を認めた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
III. in vivo 実験 
1)実験 1(CM 濃度と freeze dry 法の評価) 
 下図に示すように、DMEM、CM、10XCM 何れ
も control 群に比べて癒着防止効果を示した
が、殆ど差は認めなかった。一方 freeze dry
にした場合は、創部への接着性は良くなり、

また癒着防止効果もより良好であった。以上
より実験 2の癒着防止実験においては 10xCM
および freeze dry を使用する事とした。 

 

2)実験 2(各ゼラチン配合比の評価) 
下図に示すように、各ゼラチンの配合比で

の効果は、配合比 100/0(アルカリ処理ゼラチ
ン 100%)の場合において、もっとも良好な癒
着防止効果を示した。以上より実験 3におい
ては配合比 100/0のフィルムを用いて実験を
行うこととした。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
3)実験 3（濃縮 CM 含浸 freeze dry ゼラチン
性癒着防止材の評価） 

下図に示すように、CM freeze dry、10xCM 
freeze dry 群は、DMEM freeze dry、10xDMEM 
freeze dry群に比べてより良好な癒着防止効
果を示した。中でも 10xCM freeze dry 群は
最も良好な癒着防止効果を示した。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
4)組織学的観察 
 組織的評価は HE 染色および腹膜中皮に特
異的な HBME1 染色にて行った。In vivo 実験
の各 1-3 実験において、癒着の多い症例は腹
膜の再生度は低く(a,b:control、a:HE 染色 
b:HBME 染色）、一方癒着の少ない症例は腹膜
の再生はより良好であった。(c,d:10xCM 含浸
freeze dry alkali-treated gelatin、c:HE
染色 d:HBME 染色 ↑再生腹膜）。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
IV. 考察 

以上の検討から次の事が考察された。 
培養実験の結果より①CM は腹膜中皮細胞

に対して増殖を促進する作用がある②その
効果は CMを 5-10 倍程度濃縮することでより
効果を示す③CM 含浸したアルカリ処理ゼラ
チンと酸処理ゼラチンの配合比率は 75/25や
50/50 において、より効果を示すことが分か
った。 

一方ラットでの癒着防止実験の結果より、
①濃縮 CM 含浸したアルカリ処理ゼラチンゼ
ラチンを②freeze dryしたものが最も優れた
癒着効果や腹膜再生効果を示すことが分か
った。 

しかしながら今後も更なる実験的検討や
技術的な改良工夫を行ってゆく必要がある
と思われた。 
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