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研究成果の概要（和文）：腹部虚血創ラットモデルを用いてヒト羊膜の虚血創における創傷治癒促進効果を検証
した。ヒト羊膜を移植する「羊膜移植群」と移植しない「コントロール群」の2群間で比較検討した。術後、創
傷の面積を測定し創傷の治癒率を2群で比較し、上皮化促進、血管新生促進、抗炎症の3つの観点から創傷治癒促
進効果のメカニズムの検討を行った。その結果として、ヒト羊膜を使用することによる創傷治癒促進効が確認さ
れ、さらに血管新生促進効果についても有意な結果が得られた。一方で、抗炎症効果は本研究では明らかとなら
ず、現時点においては、ヒト羊膜が血管新生を促進することにより虚血性創傷の治癒を促進する可能性が示唆さ
れる結果が得られた。

研究成果の概要（英文）：Using a rat model of abdominal ischemic wounds, we examined the effect of 
human amniotic membrane on wound healing in ischemic wounds. Comparison was made between two groups:
 "amniotic membrane transplantation group" with human amniotic membrane and "control group" without 
amniotic membrane. After surgery, the area of the wound was measured and the wound healing rate was 
compared between the two groups. The mechanism of the wound healing promotion effect was examined 
from the three viewpoints of epithelialization promotion, angiogenesis promotion, and 
anti-inflammation. As a result, the wound healing promotion effect of using human amniotic membrane 
was confirmed, and significant results were also obtained for the angiogenesis promotion effect. On 
the other hand, the anti-inflammatory effect was not clarified in this study, suggesting that human 
amniotic membrane may promote healing of ischemic wounds by enhancing angiogenesis.

研究分野： 再生医療
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  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
新鮮ヒト羊膜の虚血性創傷に対する血管新生促進作用・創傷治癒促進作用を検証し、新鮮ヒト羊膜が虚血性創傷
に対する有用な創傷被覆剤の1つになる可能性を明らかにした。これまで熱傷、皮膚欠損など非虚血性創傷にお
けるヒト羊膜の創傷治癒や血管新生の有効性が報告され、虚血性創傷に対しても創傷被覆剤として応用できる可
能性は高いと考えられる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
閉塞性動脈硬化症による潰瘍・壊死などの慢性虚血性創傷は，創処置だけでは治癒せず、バイ

パスや血管内治療などの血行再建を必要とする．しかし患者の多くは高齢者や透析患者で，全身
状態や血管の性状が不良な場合が多く，血行再建が困難であることも多い．血行再建不能例では
1 年で 8%しか創の改善がえられず，約 30%で下肢切断が必要となる． (Moain A, et al. J Vasc Surg, 
2015) ．血行再建後もその創部に十分な血流増加が得られず，複数回の手術や創処置などが必要
となり，創治癒に数ヶ月を要することも多く，治療中に ADL を損なうことが多い．よって，血
流の低下があっても治療可能な創傷被覆材が存在すれば，より低侵襲で慢性虚血性創傷の治癒
が得られることになり、社会的に非常に有用である． 
羊膜は胎盤の最表層を覆う薄膜で，コラーゲンやラミニンなどのタンパク の層から成る組織

から構成される．羊膜には，①platelet derived growth factor(PDGF), basic fibroblast growth factor 
(bFGF), epidermal growth factor (EGF), vascular endothelial growth factor (VEGF)などの growth factor
を含み，線維芽細胞の増加，間葉系幹細胞の動員，上皮化，血管新生などを促進する. (Koob TJ, 
et al. Int. Wound J 2013) ②角化細胞や線維芽細胞が分化したり接着したりするための足場となる. 
(Huang G, et al. Cell Transplant 2013, Mahmoudi-Rad M, et al. Clin Exp Dermatol 2013) ③抗感染性を
有し感染の危険性を低下させるだけでなく，抗菌性ペプチドである beta3-defensin を発現する.  
(Buhimschi IA, et al. Am J Obstet Gynecol 2004) ④羊膜上皮細胞は高い多分化能を有しており，羊
膜上皮細胞から放出されるサイトカイン (Transforming growth factor β  (TGF-β ), Tissue 
inhibitor of metalloproteinase-1, and 2(TIMP-1,2) など) は抗炎症や組織リモデリング作用などによ
って創傷治癒を促進する (Franz MG, et al. Eplasty 2008, Payne WJ, et al. World J Surg, 2010), など
の機能を有する．これまで熱傷，皮膚欠損など血流障害のない創傷での羊膜の使用や有効性が報
告されてきた．羊膜の虚血性潰瘍における有効性は報告されていないが，その機能から虚血性潰
瘍においても有効である可能性が高いと考えられる． 

 
２．研究の目的 
 本研究の目的は，虚血性潰瘍に対して羊膜が創傷治癒を促進することを証明し，その促進効果
のメカニズムを上皮化促進，血管新生促進，抗炎症作用の観点から検討することである． 
 
３．研究の方法 
 ラット虚血性潰瘍モデルを作製し，その虚血性潰瘍に対して羊膜を移植する群としない群，そ
して非虚血性潰瘍群の 3 群を用意し，上記の観点から創傷治癒促進効果を検討した． 
(1) ラット虚血性潰瘍モデルの作製 
Hofmann らが発表したラット虚血性潰瘍モデル（Hofmann A et al. TISSUE ENGINEERING: 2017）
を参考にし，使用するラットモデルを構築した． 
(2) ヒト羊膜の採取と凍結保存 
東北大学病院産婦人科の協力の下，定期手術で行われる帝王切開手術時に娩出される胎盤から
無菌的に羊膜を剥離する. 滅菌 Phosphate-buffered saline(PBS)で十分に血液成分を洗浄後に 2.5cm
に分割してそれぞれ液体窒素内で，次の実験まで凍結保存する． 
(3) 羊膜の虚血性創傷に対する創傷治癒への有効性の検討 
 虚血性潰瘍に対するヒト羊膜の創傷治癒促進効果について以下の方法で検討する． 
① ラット虚血性潰瘍モデルを作製し，虚血創に対してヒト羊膜を移植する「虚血創移植
群」と移植しない「虚血創非移植群」そして「非虚血創群」の 3 群に分ける．それぞれの創はワ
セリンガーゼで被覆する．  
② 術後 0 日目，7 日目，14 日目，21 日目（予備実験の結果で変更あり）に，創傷の面積
を測定して創傷の治癒率を 3 群で比較し，羊膜の創傷治癒に対する有効性を検討する． 
③ 術後 21 日目に適切な方法で安楽死させ，創周囲と筋肉を含む創を切除する．切除標本
は 5mm 幅で分割して，A.上皮化促進，B.血管新生促進，C.抗炎症の 3 つの観点から創傷治癒促
進効果のメカニズムの検討を行う． 
A) 上皮化促進効果：病理学的に，切除標本をヘマトキシリン染色し，創の再上皮化率（Doi 
H et al. Sci Rep 2016 を参考）と新生上皮の厚さを 3 群間で比較する． 
B) 血管新生促進効果：免疫組織学的に，切除標本に抗 CD34 抗体を用いた染色を行い，肉
芽組織内の新生血管を描出する．創面積あたりの新生血管数を測定し，3 群間で比較する．また，
3 群の切除標本から Total RNA を抽出して，逆転写し cDNA を採取する．その cDNA を用いて
Vascular endothelial growth factor A(Vegfa)に対する Real-time PCR を行い，その発現量を両群で比
較する． 
C) 抗炎症効果：3 群の切除標本を冷 PBS 中でホモジナイズした後に，遠心し上清を採取
する．その上清を用いて，炎症性・抗炎症性サイトカインに対する ELISA を行い，そのサイト
カイン量を比較して抗炎症効果を検討する.（炎症性サイトカイン：IL-1β，IL-6，TNF-α，抗炎症
サイトカイン：IL-10, TGF-β1，IGF-1） 



 
４．研究成果 
(1)    創傷治癒促進効果の評価 
 ラット虚血性創傷モデル作成後 5 日目における創面積は、新鮮羊膜貼付群の平均値 335.4mm2
（260–450mm2）、非羊膜貼付群の平均値 459mm2（306–570mm2）と、創傷治癒は新鮮羊膜貼付
群で有意に良好であった（p = 0.0051）。 
(2)   血管新生促進効果の評価 
新鮮羊膜貼付群の MVD の平均値は 19.0（10.4–24.6）、非羊膜貼付群の平均値は 15.1（10.6–20.8）
で、新生血管の増生に関して新鮮羊膜貼付群で統計学的に有意に高かった（p = 0.0026）。 
(3)    拒絶反応の評価 
抗 CD4 抗体と抗 CD8 抗体を用いた免疫染色では新鮮羊膜貼付群と非羊膜貼付群の双方でリン
パ球の浸潤は認めなかった。また、抗 CD68 抗体を用いた免疫染色においても新鮮羊膜貼付群と
非羊膜貼群の双方でマクロファージの浸潤は認めなかった 
(4)    局所サイトカイン量の評価 
研究方法のごとく、局所サイトカイン量を ELISA により測定した。炎症性サイトカインとして、
IL-1β、IL-6、TNF-αを測定した。IL-1βの測定結果は、新鮮羊膜貼付群の平均値は 47.8pg/ml（37.5–
62.9pg/ml）、非羊膜貼付群の平均値は 48.6pg/ml（36.2–71.0pg/ml）と、2 群間で差を認めなかった
（p = 0.84）。IL-6 の測定結果は、新鮮羊膜貼付群の平均値は 43.6pg/ml（9.0–107.1pg/ml）、非羊膜
貼付群の平均値は 44.9pg/ml（12.9–56.6pg/ml）と、2 群間で差を認めなかった（p = 0.13）。TNF-
αの測定結果は、新鮮羊膜貼付群の平均値は 69.0pg/ml（51.0–96.9pg/ml）、非羊膜貼付群の平均値
は 81.6pg/ml（48.7–120.6pg/ml）と、2 群間で差を認めなかった（p = 0.36）。抗炎症サイトカイン
として、IL-10、 TGF-β1、IGF-1 を測定した。IL-10 の測定結果は、新鮮羊膜貼付群の平均値は
56.8pg/ml（16.2–108.2pg/ml）、非羊膜貼付群の平均値は 50.4pg/ml（20.2–88.6pg/ml）と、2 群間で
差を認めなかった（p = 0.99）。TGF-β1 の測定結果は、新鮮羊膜貼付群の平均値は 456.3pg/ml
（105.4–973.9pg/ml）、非羊膜貼付群の平均値は 431.5pg/ml（123.0–693.3pg/ml）と、2 群間で差を
認めなかった（p = 0.91）。IGF-1 の測定結果は、新鮮羊膜貼付群の平均値は 34.2pg/ml（14.7–
65.2pg/ml）、非羊膜貼付群の平均値は 28.1pg/ml（15.8–50.7pg/ml）と、2 群間で差を認めなかった
（p = 0.56）。 
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