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研究成果の概要（和文）：ヒト臍帯由来間葉系幹細胞（hUSMC）の生物学的特性。マウスアルカリ外傷モデルへのhUSMC
投与で瘢痕化が抑制された。この瘢痕作用はグリコプロテインやhUSMCがTGFβやTNFαなどの成長因子やサイトカイン
、マクロファージの活性化を介して炎症を制御している可能性がある。瘢痕組織の病理学的解明hUSMCの瘢痕抑制作用
を理解するため通常の瘢痕化関連因子を検索した。瘢痕過程ではTNFαやβcateninが深く関与しこれらの因子を制御す
ることで瘢痕抑制が可能であると発表した

研究成果の概要（英文）：We investigated the biological functions of human umbilical mesenchymal stem 
cells (hUMSC). hUMSC suppressed scar formation of alkali burn mouse model. Our findings showed that hUMSC 
mediated the activation of growth factors or cytokines such as TGFβ andTNFα to suppress fibrosis. We 
suggested that TNFα and βcatenin deeply associated the process of scar formation. hUMSC could be a 
novel alternative for treating ocular surface fibrosis.

研究分野：眼創傷治癒
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１．研究開始当初の背景 
我々は眼表面の瘢痕化疾患に対し、これまで
トランスフォーミング成長因子ベータ（TGF
β）シグナルの調節を標的とした実験を行い
良好な成績をおさめている。抑制的 Smadで
ある Smad7、抗 TGFβ作用を持つドミナン
トネガテイブ p38、PPARγや BMP7のアデ
ノウィルスベクターによる遺伝子強制発現
で角結膜の瘢痕化を抑制し、TGFβの下流シ
グナルであるSmadと組織瘢痕化との密接な
関係を報告した。しかしながらウィルスベク
ターを用いた臨床応用は癌化の問題など安
全性の面で解決しなければならない点が残
されている。現在、臨床ではヒトの組織、細
胞を用いて眼表面の組織再建が行われてい
る。角膜移植や角膜上皮細胞シートの移植で
ある。しかしながら角膜移植は角膜輪部の機
能が欠損した症例では十分な角膜細胞の再
生効果が期待できない。日本の角膜移植の現
状を考えると圧倒的にレシピエントの数が
多く、十分なドナーが確保されておらず、迅
速な移植手術は困難な状況である。また近年
のレーザー屈折矯正手術の普及により角膜
移植に提供できる角膜は将来的に減少する
ことが予想される。これに対し本研究では安
全性、簡便性の点で間葉系幹細胞に注目し、
間葉系細胞移植術による組織再建を目的と
している。 
 
２．研究の目的 
眼表面の瘢痕化疾患は時に失明につながる。
その治療、予防は視覚の質(Quality of vision)
の向上に貢献する。ヒト間葉系幹細胞
(hMSC)は容易に入手でき、抗炎症作用と組
織再生作用を有すると考えられている。現在、
各種幹細胞移植による組織再生が試みられ
るようになってきたが、間葉系細胞を用いた
組織再建はまだ確立されていない。またその
組織再生の作用機序も明らかではない。本研
究では比較的容易に得られるヒト臍帯由来
間葉系幹細胞(hUMSC)を用いる予定であり、
hUMSC移植により眼表面の瘢痕組織を正常
組織に再生する事、その機序を解明すること
が目的である。 
 
３．研究の方法 
１）hUMSC の安定した供給の確立と生物学的
特徴の同定。インフォームドコンセントのも
とヒト臍帯を入手しhUMSCの培養を行い安定
した hUMSC の供給をめざす。 
 
２）hUMSC 移植による瘢痕抑制効果の確認と
作用機序の解明。マウス角膜アルカリ化学外
傷を作成しhUMSC移植による瘢痕抑制効果を
確認する。我々は TGFβシグナル伝達経路が
瘢痕化に深く関与しており、そのシグナルを
制御する事で良好な瘢痕抑制が得られるこ
とを報告してきた。hUMSC 移植も TGFシグナ
ルを制御することで組織再生を可能として
いる可能性が考えられる。また同時に瘢痕形

成過程のシグナル伝達、蛋白発現についても
アルカリ外傷モデル以外にもマウス結膜瘢
痕もデルを作成し検討を行う 
 
３）hUMSC 移植による既存瘢痕組織の再生。
マウスアルカリ化学外傷ではアルカリ暴露
後、無処置では重篤な角膜混濁が存続する事
が知られている。野生型マウスにまずアルカ
リ外傷を作製し角膜混濁を形成する。その後、
瘢痕角膜に対して TGFβやインターロイキン
１、６などの炎症、瘢痕化に関与する成長因
子やサイトカイン、瘢痕化のマーカーである
αSMA の発現、Smad、p38、JNK,ERK シグナル
伝達経路の活性化について検討し。２）と同
様の手技で瘢痕化の改善、その作用機序につ
いて調べる。同様に各種ノックアウトマウス
に角膜瘢痕を作成したのちhUMSC移植を行い、
その作用機序をシグナル伝達の面から確認
する 
４．研究成果 
１）hUMSC の安定した供給の確立と生物学的
特徴の同定。海外研究協力者である
University of Cincinnati, Dr Kao 研究室で
hUMSC の培養の指導を H２６年５月より定期
的に指導をうけた。同大学の培養ではシンシ
ナティ大学IRBに承認をうけたプロトコール
のもと実施された。臍帯は 70% エタノールで
洗浄し血液成分は EBSS で洗浄し、血管は除
去した。組織を細かく粉砕し 0.05% トリプシ
ンと 300U コラゲナーゼを含む alpha-MEM 培
養液で 4時間 37°C でインキュベートした。
その後、細胞懸濁液をフィルターで濾過し遠
心分離した（400×g）。 その後、１０％牛胎
児血清添加 alpha-MEM で 5% CO2、37°Cで１
６時間培養し、浮遊細胞は除去した。培養液
は３日ごとに交換し、４世代継体培養の後、
実験に供した。当初は単離培養に成功したが、
その後、線維芽細胞の混入、成長が約５０％
でおこった。そのため、安定した hUSMC の供
給と細胞の生体としての質の同一性を図る
ため市販の hUSMC を用いることに変更した。
これにより安定したhUSMCの準備が可能とな
った。(ATCC cell solutions PCS-500-010) 
 
２）hUMSC 移植による瘢痕抑制効果の確認と
作用機序の解明。○1 瘢痕過程に関係する因子
の検討。まず hUSMC 移植に平行した実験とし
て瘢痕化過程を解明するため瘢痕モデル(in 
vivo, in vitro)を用いて各種サイトカイン
や成長因子の関与を調べた。In vitro モデル
は角膜上皮細胞、結膜線維芽細胞を用いた。
in vivoモデルはマウスアルカリ外傷モデル、
マウス結膜切開瘢痕モデルを用いた。マウス
瘢痕モデルでは TNFやカテニンが瘢痕化に
関与していることを見いだした。例えば TNF
欠失マウスではコントロールに比べて瘢痕
化が重篤になり TGFシグナル伝達経路の一
つである Smad の活性化が認められた。また
瘢痕関連因子である TGF、CTGF、MCP-1、コラ
ーゲンの発現がコントロールより有意に亢



進していた。この瘢痕形成は抑制型 Smad
（Smad7）を点眼することで防げた。内因性
TNFは Smad の活性化を制御し瘢痕化を予防
している可能性がある。一方、瘢痕過程では
カテニンが発現し線維化に関与している可
能性も見いだした。マウス瘢痕モデルと TGF
添加培養細胞瘢痕モデルの双方でカテニン
の発現が亢進していることを発見した。この
カテニンの発現を阻害剤（ICG-001）で阻害
すると瘢痕関連因子である一型コラーゲン
やファイブロネクチン、α平滑筋アクチンの
発現が抑制され、瘢痕化が抑制された。この
過程でカテニンはSmadとクロストークして
おりお互いにその発現に影響していること
がわかった。○2 hUMSC の生物学的特性。hUSMC
を培養に使ったhUSMC分泌物が含まれる培養
上清液を培養角膜上皮細胞に与えてin vitro
での創傷治癒について検討した。細胞シート
を作成し1mlピペットチューブで細胞シート
に線状の細胞欠損部を作成する。欠損部周囲
からの細胞による欠損部修復過程を観察し
たところ、コントロールに比べ hUSMC 培養上
清液は欠損部の修復を促進した。また創傷端
では細胞増殖の指標となる Ki67 の発現が増
強していることが免疫染色よりわかった。
hUSMC は細胞増殖を含めた創傷治癒促進に関
与するタンパク質を分泌している可能性が
示唆された。次にアルカリ外傷モデルに
hUSMC を移植して瘢痕抑制効果を判定した。
アルカリ外傷モデルは麻酔下に１規定水酸
化ナトリウムを用いてアルカリ化学外傷を
マウス角膜に作成する。その後、角膜実質に
33ゲージ針でトンネルを作製しhUMSCを含む
PBS 2μl(hUMSC 1X104/ μl)を注射した。術
後１４日後、hUSMC 移植により瘢痕化は抑制
され瘢痕関連因子である一型コラーゲンや
ファイブロネクチン、α平滑筋アクチンの発
現が抑制された。また Smad3 のリン酸化は抑
制されており hUSMC の瘢痕抑制作用は TGF
βシグナルを介している可能性が示唆され
た。 
 
３）hUMSC 移植による既存瘢痕組織の再生。 
既存角膜瘢痕組織への投与も施行したが角
膜瘢痕組織を完全に再生し角膜の透明性を
獲得するには現在のところ至っていない。 
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