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要旨 
 
 
【背景と目的】 
 間葉系幹細胞は、骨や軟骨などの間葉系細胞への分化能を持つほか、様々な生理活

性物質を分泌し血管新生、抗炎症、免疫調整などの作用を有する。これらのパラクラ

イン作用は低酸素環境で亢進するとされる。 
当教室では消化器内科学教室と共同し、分娩後の胎盤からドナーの侵襲なく採取で

きる羊膜由来間葉系幹細胞を用いた研究を行っている。羊膜由来間葉系幹細胞および

同細胞を培養して得られた培養上清（conditioned medium, CM）は、様々な消化器疾患

の動物モデルに対して治療効果を示しており、クローン病に対する治験の開始など、

臨床応用への準備が進められている。当教室ではCM がケロイド線維芽細胞の増殖や

筋線維芽細胞への分化を抑制すること報告しており、次なる形成外科分野における応

用対象として、糖尿病性足潰瘍を選択した。 
糖尿病性足潰瘍は、創傷治癒遅延を特徴とし、しばしば切断を必要とする慢性創傷

である。再発率も高く予後不良なため、新たな治療法の開発が望まれる。本研究では、

低酸素培養した羊膜由来間葉系幹細胞のCM を糖尿病マウスの皮膚潰瘍に外用し、創

傷治癒に及ぼす影響を評価した。羊膜由来間葉系幹細胞の血管新生、抗炎症作用に着

目し、糖尿病性足潰瘍の新しい治療法としての可能性を検討した。 
 
【材料と方法】 
第一章において、羊膜由来間葉系幹細胞を正常酸素（O2 21%）あるいは低酸素（O2 

1%）環境で培養し、血管新生などに関わるmRNA 発現量および生理活性物質の分泌

量を測定した。次に、コラーゲンゲルに異なる密度で細胞を播種し、正常酸素および

低酸素で培養して細胞含有ゲルを作製した。細胞増殖速度、mRNA 発現、生理活性物

質の分泌量について検討した。また、CM にカルボキシメチルセルロースを異なる濃

度で混合してゲルを作製し、外用に適した濃度を検討した。最後に、MedGelÒを用い

たCM ゲルを作製し、VEGF-A の徐放量を測定した。 
 第二章において、マウスにストレプトゾトシンの低用量 5 日間連続投与、中用量単

回投与および高用量単回投与を行い、投与後 4週間、血糖値の変化を観察した。次に、

糖尿病を誘発したマウスおよび非糖尿病マウスの背部に皮膚全層欠損創を作成し、第

三章に向けた予備実験を行った。正常酸素あるいは低酸素CM ゲルを外用し、創閉鎖

の経過を観察した。術後 8 日目と 15 日目に潰瘍組織を採取し、免疫組織化学的検索お

よび PCR を行い、血管新生に及ぼす影響について比較した。また、細胞含有ゲルが創

傷治癒に及ぼす影響についても同様に検討した。 
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 第三章において、非糖尿病マウスおよび糖尿病マウスの皮膚潰瘍に、正常酸素ある

いは低酸素CM ゲルを外用した。コントロールには標準培養液で作製したゲルを用い

た。術後 9日目に組織を採取し、免疫組織化学的検索および PCR を行い、血管新生、

上皮化、炎症に及ぼす影響について比較検討した。 
 
【結果】 
第一章において、低酸素培養によりVEGF-A のmRNA 発現量が亢進し、VEGF-A

および b-FGF の産生量も亢進した。コラーゲンゲル 3次元培養でも同様な結果が得ら

れた。コラーゲンゲルにおいて、播種細胞密度 1×105/ml 以下では増殖は不良であった

が、5×105/ml 以上では良好な増殖を認めた。しかし、1×106/ml 以上では細胞が過密に

なり、72 時間後には細胞数が減少に転じた。CM ゲルの作製においては、カルボキシ

メチルセルロース濃度 5-7%で、外用に適した固さを得られた。CM をMedGelÒに含浸

させたゲルでは、VEGF-A の徐放を検出できなかった。 
 第二章において、ストレプトゾトシンの中用量単回投与は血糖上昇を生じなかった。

低用量連続投与および高用量単回投与は、全てのマウスで高血糖をきたしたが、低用

量では高用量に比べて血糖の上昇が緩徐であった。創傷治癒は、非糖尿病マウスに比

べ、糖尿病マウスで遅延した。CM ゲルおよび細胞含有ゲル外用により、創閉鎖およ

び血管新生が促進され、その傾向は低酸素CM で特に高かった。 
 第三章では、糖尿病マウスにおいて、低酸素CM ゲルは有意に創閉鎖、血管密度お

よび上皮化を促進し、マクロファージの浸潤を抑制した。また、好中球の浸潤を抑制

し、T 細胞の浸潤を増加させ、炎症関連遺伝子である IL-1β、IL-6、CXCL-1 および 
CXCL-2 の発現を抑制する傾向も見られた。正常酸素CM ゲルにも同様の傾向が見ら

れたが、低酸素のものに比べ、その効果は低かった。非糖尿病マウスにおいては、両

CM ともに創閉鎖および血管密度を亢進する傾向が見られたが、その他については一

定の傾向は認められなかった。 
 
【考察】 
 第一章において、低酸素が、羊膜由来間葉系幹細胞の血管新生や上皮化などに関わ

る液性因子の分泌を促進することが示唆された。羊膜由来間葉系幹細胞のコラーゲン

3 次元培養においても同様の傾向が見られ、低酸素下で作製したCM あるいは細胞含

有ゲルは高い創傷治癒作用を持つと考えられた。細胞含有ゲルは、細胞播種密度を

5×105/ml にすることで、細胞の生存率を上げ、より長い時間、液性因子を分泌させる

ことが可能になると予想された。CM ゲルについては、カルボキシメチルセルロース

濃度 5-7%が外用に適すると思われた。MedGelÒを用いたCM ゲルでは、VEGF-A の徐
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放を確認することができず、十分な創傷治癒効果を期待できないため、第二章以降の

実験には用いなかった。 
 第二章において、糖尿病性潰瘍治療における羊膜由来間葉系幹細胞外用モデルを作

成した。ストレプトゾトシンの低用量連続投与および高用量単回投与にて糖尿病を誘

発することが可能であったが、高血糖に暴露される期間が長い方がより臨床に則して

いると考え、180 mg/kg 単回投与を採用した。糖尿病マウスにおける創傷治癒遅延、

CM および細胞含有ゲル外用による創閉鎖の改善、血管新生の促進が見られたため、

本実験で作成した皮膚潰瘍モデルは、羊膜由来間葉系幹細胞の糖尿病性潰瘍に対する

治療効果を評価する上で、適当なモデルであると思われた。 
 第三章において、羊膜由来間葉系幹細胞を低酸素培養して得たCM は、糖尿病マウ

スの皮膚潰瘍において血管新生および上皮化を促進し、炎症を抑制することで創傷治

癒を促進すると考えられた。正常酸素CM の創傷治癒効果は低酸素 CM に比べ低く、

この差はそれぞれのCM に含まれる創傷治癒促進因子の量によるものと思われた。非

糖尿病マウスにおける羊膜由来間葉系幹細胞の創傷治癒効果は、主に血管新生促進に

よるものと考えられた。 
 
【結論】 
 第一章において、低酸素環境は羊膜由来間葉系幹細胞のパラクライン作用を促進す

ることが推測された。また、羊膜由来間葉系幹細胞およびCMを用いたゲルを作製し、

それらが創傷治癒促進効果を持つ可能性を示した。 
 第二章において、糖尿病性潰瘍治療における羊膜由来間葉系幹細胞外用モデルを検

討した。 
 第三章において、羊膜由来間葉系幹細胞を低酸素培養して得たCM は、糖尿病マウ

スの皮膚潰瘍において血管新生および上皮化を促進し、炎症を抑制することで創傷治

癒を促進することを示した。本研究にて、羊膜由来間葉系幹細胞の低酸素CMによる、

糖尿病足病変の新しい治療法の可能性が示唆された。  
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略語表 
 
本文中および図中で使用した略語は以下のとおりである。 
 
AMSCs amnion-derived mesenchymal stem cells 
b-FGF basic fibroblast growth factor 
CCK-8 Cell Counting Kit-8 
CM conditioned medium 
CXCL-1 chemokine ligand-1 
CXCL-2 chemokine ligand-2 
DM diabetes mellitus 
EGF epidermal growth factor 
ELISA enzyme-linked immunosorbent assay 
FBS fetal bovine serum 
GAPDH glyceraldehyde 3-phospate dehydrogenase 
HCM hypoxic conditioned medium 
HIF-1α hypoxia inducible factor-1 
HPRT hypoxanthine phosphoribosyltransferase 
IGF-1 insulin-like growth factor-1 
IL-1β interleukin-1β 
IL-6 interleukin-6 
IL-8 interleukin-8 
MEM minimal essential medium 
MPO myeloperoxidase 
MSCs mesenchymal stem cells 
NCM normoxic conditioned medium 
PBS phosphate buffered saline 
qPCR quantitative polymerase chain reaction 
SM standard medium 
VEGF-A vascular endothelial growth factor-A 
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緒言 
 
【背景】 

糖尿病足病変（図1）はWHOの定義により、糖尿病患者の下肢に生じる感染、潰瘍、

深部組織の破壊性病変とされ(van Netten et al., 2020)、難治性で予後不良である。2019 

年、糖尿病に罹患した成人は世界中に4億6300万人いると報告され、2045年には7

億人に達すると予測されている（International Diabetes Federation, 2019）。糖尿病患者

のうち約15%が足潰瘍を発症し、そのうち14-24%が切断に至る（American Diabetes 
Association, 1999）。下肢切断後の生存率は非糖尿病患者に比べ糖尿病性患者では低く、

死亡率は初回切断後の5年で45.8%と報告されている（Morbach et al., 2012）。足潰瘍

は細小血管障害、末梢神経障害、慢性炎症、易感染性など複雑な病態のもとに生じ、

外科的治療や保存的治療に抵抗性を示すことが多い。また頻回に再発し、さらに治療

を困難にする（Armstrong et al., 2017）。このため、糖尿病性潰瘍の新しい治療法の開

発は非常に重要な課題である。 

図 1．糖尿病性足潰瘍（自験例）．(A)足背側．感染と深部組織の壊死，腱露出

を認める．(B)足底側．(C)レントゲン像．骨髄炎を伴う．(D)切断および植皮後． 
 

 

一方、近年注目されている間葉系幹細胞は、さまざまな組織に存在し、骨細胞、軟

骨細胞、脂肪細胞、内皮細胞など、多様な間葉系細胞に分化する（Pittenger et al, 1999）。
また、様々なサイトカインを産生し、血管新生作用、抗炎症作用、神経再生促進作用

など、創傷治癒を促進するパラクライン作用を持つ（Chen et al., 2008; Arno et al., 2014; 
Irons et al., 2018）。これらのパラクライン作用は、低酸素により増強されることが知

られている（Chen et al., 2008; Lee et al., 2009; Liu L. et al., 2013; Chen et al., 2014; Jun et al., 
2014; Paquet et al., 2015）。 

A C B D 
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糖尿病性潰瘍に関する再生医療の分野において、骨髄と脂肪組織に由来する間葉系

幹細胞が最も多く研究されているが（Lopes et al., 2018）、当教室では消化器内科学教

室の組織再生幹細胞研究グループと共同し、羊膜由来の間葉系幹細胞を用いた研究を

行っている。羊膜由来間葉系幹細胞は、産後に医療廃棄される胎盤から豊富に入手で

きるため、その採取に関しドナーに侵襲をきたさない。したがって、成人組織の間葉

系幹細胞と比較して、使用に関する倫理的問題は少ない（In 't Anker et al., 2004; Alviano 
et al., 2007）。また、胎児組織由来のため、細胞老化がなく、増殖性が高いなど、利点

の多い細胞資源である。これまでに消化器内科学教室では、羊膜由来間葉系幹細胞の

全身投与により、ラットの急性重症腸炎（Onishi et al., 2015）、放射線直腸炎（Ono et al., 
2015）、膵炎（Kawakubo et al., 2016）、および肝線維症（Kubo et al., 2015）が改善さ

れたことを報告した。これらの効果は、移植細胞から分泌された生理活性物質による

と示唆された。さらに、羊膜由来間葉系幹細胞を培養して得られた培養上清

（conditioned medium, CM）の局所投与は、ブタの内視鏡的粘膜下層剥離術（Mizushima 
et al., 2017; Tsuda et al., 2018）およびラットの重度の大腸炎（Miyamoto et al., 2017）後

の食道および直腸の狭窄を抑制した。一方、当教室では、CM が in vitro でケロイド線

維芽細胞の増殖と活性化を抑制し（Sato et al., 2018）、羊膜由来間葉系幹細胞がパラク

ライン効果を発揮することを確認した。 
本研究では、羊膜由来間葉系幹細胞のCM の外用が、糖尿病性足病変の治癒を促進

し、その効果は低酸素で得られたCM においてさらに増強するとの仮説を立てた。羊

膜由来間葉系幹細胞の低酸素CM が糖尿病マウスの創傷治癒に及ぼす影響を評価し、

その機序につき検討した。 
 
【目的】 
1. 低酸素培養が羊膜由来間葉系幹細胞のパラクライン作用に及ぼす影響を検討する。 
2. 羊膜由来間葉系幹細胞を用いた外用ゲルを作製する。 
3. マウスを用いた糖尿病性潰瘍治療における羊膜由来間葉系幹細胞外用モデルを確

立する。 
4. 糖尿病マウスにおいて、低酸素培養した羊膜由来間葉系幹細胞から得られたCM の

外用が創傷治癒に及ぼす影響を検討する。  
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第一章 
 

羊膜由来間葉系幹細胞を用いた外用ゲルの作製 

 
1.1 緒言 

 
1.1.1 背景 
 生理活性物質を産生、分泌し、周囲の細胞の機能を亢進あるいは抑制する作用をパ

ラクライン作用という。間葉系幹細胞はパラクライン作用により、血管新生作用、抗

炎症作用、神経再生促進作用、免疫調整作用などを発揮して、創傷治癒を促進する

（Chen et al., 2008; Arno et al., 2014; Irons et al., 2018）。またこのパラクライン作用は、

低酸素により増強することが、骨髄、脂肪および羊水由来の間葉系幹細胞において報

告されている（Chen et al., 2008; Lee et al., 2009; Liu L. et al., 2013; Chen et al., 2014; Jun et 
al., 2014; Paquet et al., 2015）。しかし、羊膜由来間葉系幹細胞において、低酸素による

影響は不明である。 
創傷治癒の研究において、間葉系幹細胞およびそのCM の投与には様々な方法が用

いられている。そのうち、皮内および皮下を含めた局所注射が最多であり（Lopes et al., 
2018）、全身投与と比べて創傷治癒効果が高いことが報告されている（Kwon et al., 
2008）。外用する方法も多く行われており、ハイドロゲルを含めたコラーゲン製の媒

体が最も多く使用されている（Lopes et al., 2018）。その他に、フィブリンゲル（Pedroso 
et al., 2011）やフィブリンスプレー（Falanga et al., 2007）、ナノファイバー（Navone et 
al., 2014; He et al., 2015; Lu et al., 2016）、人工真皮（Yoshikawa et al., 2008; Tuca et al., 2016; 
Ertl et al., 2018）などを用いた外用方法もとられており、いずれも創閉鎖の促進を認め

ているが、特に有効な方法として一致した見解はない。臨床において外用法は簡便で

あり、患者本人でも行えるため、外来治療に用いることも可能である。このため、有

効で応用可能な外用剤の作製は、臨床的意義が大きいと思われる。 
第一章において、羊膜由来間葉系幹細胞を低酸素で培養し、パラクライン作用が増

強するか検証した。また、コラーゲンゲルを用いた羊膜由来間葉系幹細胞含有ゲル、

カルボキシメチルセルロースあるいはMedGelÒを用いたCM ゲルを作製し、創部の外

用に適するか検討した。 
 
1.1.2 目的 
1. 低酸素培養が羊膜由来間葉系幹細胞のパラクライン作用に及ぼす影響を検討する。 
2. 羊膜由来間葉系幹細胞を用いた外用ゲルを作製する。  
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1.2 方法 
 
1.2.1 羊膜由来間葉系幹細胞の培養と酸素濃度による影響の比較 
【羊膜由来間葉系幹細胞の分離、培養】 
 羊膜由来間葉系幹細胞の使用に関しては、北海道大学大学院医学研究院・医学部医

学科 医の倫理委員会より承認を得て、「人を対象とした医学系研究に関する倫理指針」

に従って実施した。胎盤の提供につき、採用されたすべての妊婦から書面による同意

を得た。帝王切開時に得られる胎盤組織から羊膜を用手的に採取した（図 2）。コラ

ゲナーゼ（Brightase C; Nippi, Tokyo, Japan）とディスパーゼⅠ（Wako Pure Chemical 
Industries, Osaka, Japan）で処理を行い羊膜由来間葉系幹細胞を分離後、10% fetal bovine 
serum （FBS; Life Technologies, Carlsbad, CA, USA）と 100 U/mL ペニシリン、100 µg/mL
ストレプトマイシン（Wako Pure Chemical Industries）を加えたminimal essential medium
（MEM）-α（Life Technologies）を用いて初代培養を行った。培養環境は 37°C、95% air、
5% CO2に設定した。3〜4日後に非接着細胞を除去し、接着細胞は 80% confluence に
達するまで培養を継続した。0.5% trypsin-ethylenediaminetetraacetic acid（Life 
Technologies）を用いて細胞継代を行い、3〜5 継代後にCell Banker（Takara Bio, Shiga, 
Japan）を用いて凍結保存した。 

図 2．羊膜の採取．(A)妊娠中の子宮．(B)羊膜の用手的採取． 

 

【細胞の観察および撮影】 
 倒立型蛍光顕微鏡（Olympus IX70; Olympus, Tokyo, Japan）、顕微鏡デジタルカメラ

DP72 および対応ソフトDP2-BSW（ver 2.2; Olympus）を用いて細胞を観察、撮影した。 
 
【Total RNA 抽出】 
 37℃で細胞を解凍後、150 mm の培養 dish に播種し、10% FBS、100 U/mL ペニシリ

ン–100 µg/mLストレプトマイシンを加えたα-MEM（NACALAI TESQUE, Kyoto, Japan）
で培養した（標準設定：37°C、95% air、5% CO2）。Subconfluent になった時点で 6-well 

A B 
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plate に継代し、正常酸素（O2 21%）あるいは低酸素条件（O2 1%）に設定したインキ

ュベーターで培養した。24 時間後、スピンカラム法にて total RNA を抽出した（QIA 
Shredder，RNeasy Mini Kit; Quiagen, Hilden, Germany）。ゲノムDNA のコンタミネーシ

ョンを防ぐ目的でDNase 処理を行った（RNase-Free DNase Set; Qiagen）。得られたRNA
の濃度は分光光度計（Nano Drop ND-1000; Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA）
を用いて測定した。 
 
【逆転写反応】 
 High Capacity RNA-to-cDNA Kit（Applied Biosystems, Foster City, CA, USA）を使用し、

total RNA から逆転写反応により cDNA を作成した。サーマルサイクラー（GeneAmp 
PCR System 9700; Applied Biosystems）による逆転写反応条件は、37℃・60 分、95℃・

5 分，4℃・∞に設定した。 
 
【Quantitative polymerase chain reaction (qPCR)】 
 初期熱変性 95°C・10 分、熱変性 95°C・15 秒、アニーリング/伸長反応 60°C・1 分

×40 サイクルのプロトコールで qPCR を行った。PCR 装置は StepOnePlus Real-Time 
PCR System（Applied Biosystems）を使用した。cDNA 5 µl および Power SYBR Green 
Master Mix（Thermo Fisher Scientific）10 µl を含む total 20 µl のリアクションミックスを

用い、インターカレーション法により PCR 増幅産物生成量を測定し、ΔΔCT 法により

解析した。内在性コントロールとして hypoxanthine phosphoribosyltransferase（HPRT）
を用いた。使用したプライマーを表 1に示す。 
 
表 1：プライマー配列（ヒト） 
Gene Primer sequence 

HPRT F: GACCAGTCAACAGGGGACAT 

 R: GTGTCAATTATATCTTCCACAATCAAG 

HIF-1α F: TGGACTCTGATCATCTGACC 

 R: CTCAAGTTGCTGGTCATCAG 

VEGF-A F: AGTCCAACATCACCATGCAG 

 R: TTCCCTTTCCTCGAACTGATTT 
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1.2.2 CM の作製と生理活性物質の測定 
【CM の作製】 
 37℃で細胞を解凍後、150 mm の培養 dish に播種した。1−２継代後、subconfluent の
状態に増殖した時点で phosphate buffered saline（PBS; Life Technologies）で dish を 2回
洗浄し、続けて無血清 α-MEM で 1 回洗浄後、無血清 α-MEM 20ml を加えた（図 3）。
正常酸素あるいは低酸素条件で培養し、48時間後に培養上清を回収し、0.45 µm の フ
ィルターで濾過したものをそれぞれ正常酸素培養上清（normoxic conditioned medium, 
NCM)、低酸素培養上清（hypoxic conditioned medium, HCM)とした。回収したCM は使

用するまで-80℃で保存した。 

図 3．培養上清の作製方法． 
 
【Enzyme-linked immunosorbent assay】 

Enzyme-linked immunosorbent assay（ELISA）を行い、NCM とHCM に含まれる以下

の生理活性物質量を測定し、標準培養液（standard medium, SM）と比較した：  
・ 血管内皮成長因子（vascular endothelial growth factor-A, VEGF-A) (Quantikine ELISA, 

Human VEGF; R&D Systems) 
・ 塩基性線維芽細胞成長因子（basic fibroblast growth factor, b-FGF) (RayBio Human 

bFGF ELISA kit; RayBiotech, Peachtree Corners, GA, USA) 
・ インスリン様成長因子（insulin-like growth factor-1, IGF-1) (RayBio Human IGF-1 

ELISA kit; RayBiotech)  
・ アドレノメジュリン（LSBio Human ADM/Adrenomedullin ELISA kit; LifeSpan 

Biosciences, Seattle, WA, USA） 
SM には無血清 α-MEM を用いた。 
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1.2.3 羊膜由来間葉系幹細胞含有ゲルの作製 
【ゲルの作製】 
 細胞培養用コラーゲンであるCellmatrix Type I-A（Nitta Gelatin, Osaka, Japan）を用い

た。氷中で冷却しながら0.3% Cellmatrix Type I-A、5倍濃縮DME培養液（Nitta Gelatin）、
再構成用緩衝液（Nitta Gelatin）を 7:2:1 の割合で混合し、コラーゲン混合溶液を作成

した。このコラーゲン混合溶液を培養プレートのwell に分注後、37℃のインキュベー

ターに入れてゲル化させ、base layer とした。次に細胞を少量の α-MEM に分散させた

ものをコラーゲン混合溶液中に入れて撹拌し、base layer 上に分注後、直ちに 37℃でゲ

ル化させて cell layer を作製した。Cell layer が硬化した後に、10% FBS と 100 U/mL ペ
ニシリン–100 µg/mL ストレプトマイシンを加えた α-MEM を重層した（overlay 
medium）。ゲルの作製には 96-well あるいは 12-well plate を用いた。それぞれの layer
に使用したコラーゲン混合溶液あるいは培養液の量を図 4に示す。 

図 4．Cellmatrixコラーゲン包埋培養． 
 
 
【Cell count】 
  細胞密度を 1×105/ml、5×105/ml、1×106/ml とし、96-well で 3次元培養した。24、48、
72 時間後にゲルを培養well から剥がして 2 ml エッペンチューブに入れた。1％の濃度

に溶解したコラゲナーゼ（Collagenase Type I; Worthington Biochemical, Lakewood, NJ, 
USA）を 20 µl 添加し、37℃、300 rpm で振盪しながら１時間インキュベートしてゲル

を溶解した。PBS 5 ml を加え、1,500 rpm で 5 分遠心して細胞を沈殿させた後、上清を

吸引し、新たに PBS 10 ml を加えた。細胞が均一になるように十分にピペッティング

し、自動セルカウンター（Countess; Invitrogen）を用いて細胞浮遊液中の細胞数をカウ

ントした。 
 
【細胞増殖 assay】 
 Cell Counting Kit-8（CCK-8; Dojindo Laboratories, Kumamoto, Japan）を用いて細胞の

増殖度を測定した。細胞密度は 1×104/ml、1×105/ml、1×106/ml、1×107/ml を用いた。12-well 

②cell layer (ゲル＋細胞) ③base layer (ゲルのみ) ①overlay medium (α-MEM) 

96-well 12-well 
1 ml 

0.5 ml 

0.5 ml 

100 µl 
50 µl 

50 µl 

① 

② 

③ 
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plate で細胞を 3 次元培養し、24、48、72 時間培養後、ゲルをデルマパンチでくり抜い

て直径 4 mm のディスク状にしたものを 96-well plate に移植した（図 5）。α-MEM を

100 µl、CCK-8 溶液を 10 µl ずつ各well に添加し、標準設定のインキュベーターで 2
時間培養した。マイクロプレートリーダー（Infinite F200; Tecan Japan, Kawasaki, Japan）
を用いて、波長 450 nm で吸光度を測定した。 
 また、細胞密度 5×104/ml、5×105/ml、5×106/ml を用い、正常酸素および低酸素下で

培養した。24 あるいは 48 時間培養後、96-well plate に直径 5 mm のゲルを移植し、

α-MEM を 100 µl、CCK-8 溶液を 10 µl ずつ各well に添加、標準設定のインキュベータ

ーで 3時間培養して吸光度を測定した。 

 
図 5．CCK-8 assay におけるゲルの準備．12-well plate で作製したゲルをデルマパン

チでくり抜き、96-well plate に移植した． 
 
 
【qPCR】 
 12-well plate、5×105/ml の細胞密度で正常酸素および低酸素培養を行なった。48 時

間後にコラゲナーゼを用いてゲルを溶解し、PBS 5 ml を加え、1,500 rpm で 5 分間遠心

した。上清を吸引し、回収した細胞にRLT Buffer（Qiagen）350 µl を添加、攪拌して

細胞を破砕した（TM-252 Test Tube Mixer; Iwaki, Shizuoka, Japan）。1.2.1 と同様に total 
RNA 抽出、cDNA 作製、qPCR を行った。 
 
【ELISA】 
12-well plate、5×105/ml の細胞密度で正常酸素および低酸素培養を行なった。48 時間

後にCM を回収してELISA を行い、VEGF-A、b-FGF、IGF-1、アドレノメジュリンの

含有量を測定した。 
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1.2.4 カルボキシメチルセルロースを用いた羊膜由来間葉系幹細胞のCMゲルの作製  
  カルボキシメチルセルロースの濃度を決定するため、α-MEMに異なる量で混合し、

その流動性を確認した。50 ml の遠沈管に α-MEM を 30 ml ずつ分注し、濃度が 2-8%
になるように粉末状のカルボキシメチルセルロースナトリウム（Wako Pure Chemical 
Industries）をそれぞれ混合した。ゲルが均一になるまで 1 時間以上 4℃で静置した後

に、その流動性を観察した。 
 
1.2.5 MedGelÒを用いた羊膜由来間葉系幹細胞のCMゲルの作製  
 MedGelÒシートⅡ（Nitta Gelatin）には PI5 および PI9の 2 種類があり、薬剤の負荷

や分子量などによって徐放に最適なゲルの種類が異なるため、マニュアルに従い最適

ゲルの選択を行なった。2 ml のエッペンチューブにMedGelÒ（PI5 あるいは PI9）を 2 
mg 入れ、PBS、NCM あるいはHCM を 20 µl 滴下して含浸させた（図 6）。30分経過

後、1/10 PBS を 1 mlずつ加え、37℃で穏やかに振盪し、半数は 8時間後に、残りは

24 時間後に PBS を全量回収しサンプル溶液とした。ELISA に使用するまで-80℃で保

存した。4℃で解凍し、ELISA にてVEGF-A の含有量を測定した。 

 
図 6．MedGelÒの選択. (A) MedGelÒの外観．(B) 徐放に最適なゲルの選択方法． 

  

PI５ PI9 

A 

MedGel® 2 mgに 
CM 20 µlを添加。 
室温で30分浸透
させる。 

PBS 1 mlを添加。 
37℃で振盪。 
8、24時間後に 
PBSを回収し、 
ELISAを施行。 

B 
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1.3 結果 
 
1.3.1 羊膜由来間葉系幹細胞の低酸素培養 
低酸素培養が羊膜由来間葉系幹細胞のmRNA 発現に及ぼす影響について検討した。

低酸素培養により、VEGF-A の発現量は上昇したが、その差はわずかであった（図 7）。
HIF-1αの発現には減少が認められた。 

 
図 7．低酸素培養が羊膜由来間葉系幹細胞に及ぼす影響．(A)鏡顕像．(B) qPCR
にて定量したmRNA 発現量．Scale bars; 200 µm. n = 1. 
VEGF-A, vascular endothelial growth factor-A; HIF-1α, hypoxia-inducible factor-1α  

 
 
1.3.2 低酸素による CM内の生理活性物質量への影響 
  羊膜由来間葉系幹細胞を正常酸素および低酸素で培養してCM を回収し、それぞれ

に含まれる生理活性物質量をELISA で測定し比較した（図 8）。VEGF-A および b-FGF
はどちらのCM にも多量に含まれていたが、低酸素培養することにより含有量が大幅

に増加した。IGF-1 およびアドレノメジュリンについては酸素条件に関わらず、検出

限界以下であった（IGF-1 < 100 pg/ml, アドレノメジュリン< 15.6 pg/ml）。 
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図 8．羊膜由来間葉系幹細胞の培養上清に含まれる生理活性物質．n = 1. 
VEGF-A, vascular endothelial growth factor-A; b-FGF, basic fibroblast growth factor; 
Normo, normoxia; Hypo, hypoxia; SM, standard medium; CM, conditioned medium  

 
 
1.3.3 羊膜由来間葉系幹細胞含有ゲルの作製 
 コラーゲンゲルに異なる濃度で細胞を播種して 3 次元培養を行い、一定時間後の細

胞増殖度、mRNA 発現、生理活性物質の産生について検討した。 
 
【コラーゲンゲル培養における羊膜由来間葉系幹細胞の播種細胞密度と細胞増殖】	
まず、1×105/ml、5×105/ml、1×106/ml で 3 次元培養し、24、48、72 時間後の細胞数

をカウントした（図 9）。いずれの濃度でも細胞数は経時的に増加したが、1×105/ml
および 5×105/ml ではその増加は少なく、鏡顕像と乖離が見られた。1×106/ml では著増

が認められた。コラゲナーゼでゲルを溶解した後の細胞浮遊液を顕微鏡で観察したと

ころ、細胞塊が多数認められ、カウントされた細胞数が実際よりかなり少ないことが

示唆された。ゲルの溶解が不完全であることが考えられ、コラゲナーゼの作用時間を

延長して再度施行したが、同様の結果であった。 
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図 9．コラーゲンゲル 3 次元培養における羊膜由来間葉系幹細胞の細胞数の変化． 
(A)鏡顕像．(B) Cell count による細胞数．データは mean ± standard error で示した．

n = 2．Scale bars; 200 µm.  
 
 続いて、細胞塊による影響を避けるため、CCK-8 assay を用いて細胞増殖度を比較

した。まず正常酸素条件、細胞密度 1×104/ml、1×105/ml、1×106/ml、1×107/ml で検討し

た（図 10）。1×104/ml、1×105/ml では細胞が疎なままで、吸光度の増加は認められな

かった。1×106/ml、1×107/ml では鏡顕像で高い細胞密度を認め、吸光度は 48 時間で上

昇を認めたが、72 時間では減少した。次に細胞密度 5×104/ml、5×105/ml、5×106/ml を
用い、正常酸素および低酸素下で培養した（図 11）。48 時間後の吸光度は、5×105/ml・
正常酸素のみで上昇を認め、他は全て減少していた。 
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図 10．正常酸素条件、コラーゲンゲル 3 次元培養における羊膜由来間葉系幹細

胞のCCK-8 assay の結果．鏡顕像(A)．CCK assay における吸光度(B)．データは 
mean ± standard error で示した．n = 3．Scale bars; 200 µm.  
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図 11．正常酸素および低酸素条件、コラーゲンゲル 3次元培養における羊膜由

来間葉系幹細胞のCCK-8 assayの結果．鏡顕像(A)．CCK assayにおける吸光度(B)．
データは mean ± standard error で示した．n = 3．Scale bars; 200 µm.  

 
 
【コラーゲンゲル3次元培養において低酸素が羊膜由来間葉系幹細胞のmRNA発現に

及ぼす影響】 
 正常酸素および低酸素条件下に、5×105/ml で 3次元培養を行い、48 時間後のmRNA
発現を qPCR にて比較した（図 12）。低酸素培養によりVEGF-A、HIF-1αの発現量が

亢進した。 
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図 12．コラーゲンゲル3次元培養において低酸素が羊膜由来間葉系幹細胞の

mRNA 発現に及ぼす影響． n = 1.  
VEGF-A, vascular endothelial growth factor-A; HIF-1α, hypoxia-inducible factor-1α 

 
 
【コラーゲンゲル3次元培養において低酸素が羊膜由来間葉系幹細胞の生理活性物質

の産生に及ぼす影響】 
 正常酸素および低酸素条件下に、5×105/ml で 3次元培養を行い、48時間後のCM に

含まれる生理活性物質の量を比較した（図 13）。VEGF-A は正常酸素条件で 515 ng/ml
と十分な検出量であり、その量は低酸素により約 4 倍（2,326 ng/ml）にまで上昇した。

b-FGF は正常酸素では検出されなかったが、低酸素では 8,640 pg/ml と高値を認めた。

IGF-1 は正常酸素では 0.6 ng/ml、低酸素では 1.6 ng/ml と微量ながら検出された。アド

レノメジュリンはともに検出限界以下であった（< 15.6 pg/ml）。 

 

図 13．コラーゲンゲル3次元培養において低酸素が羊膜由来間葉系幹細胞の生

理活性物質の産生に及ぼす影響． n = 1.  
VEGF-A, vascular endothelial growth factor-A; b-FGF, basic fibroblast growth factor; 
IGF-1, insulin-like growth factor-1; Normo, normoxia; Hypo, hypoxia; AMSC, 
amnion-derived mesenchymal stem cells 
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1.3.4 カルボキシメチルセルロースゲルを用いたCMゲルの作製 
 カルボキシメチルセルロースを α-MEM に異なる濃度で溶解し、その流動性を確認

した。混合直後はゲルが不均一であったが、1時間以上静置することで、均一なゲル

になった。2-4%については、粘度がかなり低く、容易に流れて周囲に広がってしまっ

た。5-7%では創部に留まる固さを保ちつつ、創面に均一に塗布するにあたり十分な流

動性が残っていた。8%ではゲルが非常に固くなり、創面に伸ばすのが非常に困難と判

断した。 
 
1.3.5 MedgelÒを用いたCMゲルの作製 
 MedgelÒにCM を含ませた後、徐放されるVEGF-A の量をELISA で測定した。

MedgelÒの種類に関わらず、VEGF-A は検出限界以下であった（< 15.6 ng/ml）。 
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1.4 考察 
 
1.4.1 低酸素培養が羊膜由来間葉系幹細胞に及ぼす影響 
 間葉系幹細胞のパラクライン機能は低酸素にて亢進することが知られている。様々

な組織由来の間葉系幹細胞で、低酸素培養によるVEGF-A および b-FGF の分泌量増加

が認められている（Chen et al., 2008; Lee et al., 2009; Liu L. et al., 2013; Chen et al., 2014; 
Jun et al., 2014; Paquet et al., 2015）。In vitro では、低酸素CM は、正常酸素CM に比べ、

ヒト皮膚線維芽細胞の増殖と遊走をより強く促進する（Lee et al., 2009; Jun et al., 2014）。
さらに、低酸素CM はヒト臍帯静脈内皮細胞の増殖および管腔形成を亢進する（Liu L. 
et al., 2013; Chen et al., 2014）。本研究では、羊膜由来間葉系幹細胞を低酸素下で培養

し、正常酸素条件に比べ、VEGF-A のmRNA 発現量がわずかながら増加することが示

唆された。また低酸素CM はVEGF-A と b-FGF をより多く含有しており、過去の他組

織由来間葉系幹細胞の報告と一致していた。したがって、羊膜由来間葉系幹細胞の低

酸素CM は、線維芽細胞や血管内皮細胞に対して高いパラクライン効果を発揮し、創

傷治癒を促進する可能性が考えられた。 
Hypoxia inducible factor-1（HIF-1α）は低酸素により発現が誘導される転写因子であ

り、VEGF-A および b-FGF は、HIF-1α依存性に上昇する（Calvani et al., 2006; Rey and 
Semenza, 2010）。このため、低酸素培養により羊膜由来間葉系幹細胞のHIF-1αの発

現が亢進することを期待したが、軽度の減少を認め、VEGF-A、b-FGF の上昇と矛盾

する結果であった。しかし、n = 1 であったため、サンプル数を増やして検討する必要

があると思われた。また、タンパク質レベルでも検討すべきであったと考える。 
また、IGF-1 およびアドレノメジュリンも、HIF-1αを介して発現が増加するため

（Chen et al., 2012; Du et al., 2014）、低酸素培養による分泌量の増加が期待されたが、

正常酸素および低酸素CM のどちらにも、IGF-1 とアドレノメジュリンを検出するこ

とができなかった。過去の文献では、羊膜由来間葉系幹細胞は羊膜上皮細胞に比べて

IGF-1 のmRNA 発現が亢進しており、そのCM に IGF-1 は 12.8 pg/106 cells 含まれてい

た（Wu et al., 2017）。CM の IGF-1 濃度は 88.8 pg/106 cells であったという報告もある

（Yamahara et al., 2014）。今回使用したELISA キットの検出限界は 100 pg/ml であり、

15 cm dish における細胞数が 5-10×106 cells、CM 量が 20 ml とすると、IGF-1 の最低検

出可能濃度は 200-400 pg/106 cells となる。つまり、より感度の高い方法を用いて測定

する必要があると考えられた。アドレノメジュリンに関しては、骨髄由来間葉系幹細

胞による産生が報告されているが（Li et al., 2009）、そのCM における含有量や羊膜

由来間葉系幹細胞については明らかではなく、さらなる検証が必要である。 
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1.4.2 羊膜由来間葉系幹細胞を用いた外用ゲルの作製 
コラーゲンゲルに含まれる細胞数をカウントするため、コラゲナーゼでゲルを溶解

して細胞を回収した。自動細胞測定器でカウントしたが、同じグループ内でも細胞数

に大きな差が見られた。また、72 時間後の鏡顕像では、播種密度 1×105/ml に比べて

5×105/ml は明らかに細胞数が多かったが、カウントされた細胞数は両者とも 1.5×105 
cells であるなど、鏡顕像とカウント数に乖離が見られた。細胞浮遊液を顕微鏡で観察

すると、多数の細胞塊が見られた。このため、コラゲナーゼでゲルが十分に分解され

ず、細胞塊を形成してしまったため、実際よりも少なくカウントされた可能性が高い

と判断した。コラゲナーゼの作用時間を延長して再施行しても同様であり、この方法

では十分な評価ができないと判断した。そこで、細胞塊による影響を避けるため、

CCK-8 assay を行った。CCK-8 は、細胞中の脱水素酵素により産生されるNADH の量

を反映する生細胞数測定キットであり、細胞を包埋培養したまま細胞数を測定するこ

とが可能である。 
 CCK-8 assay の結果、播種細胞密度 1×105/ml 以下では細胞間相互作用が不十分とな

り、細胞増殖が乏しくなると思われた。反対に、5×106/ml 以上ではすぐに細胞が過密

になるために細胞死をきたし、細胞数の減少につながると考えられた。CCK-8 assay
の結果からは、5×105/ml - 1×106/ml 付近が適当な播種細胞密度と思われたが、鏡顕像に

てゲルスペースに余裕の残る 5×105/ml を用いて細胞含有ゲルを作製することとした。 
コラーゲンゲル 3次元培養においても、低酸素による影響を検討した。48 時間後の

細胞増殖度は正常酸素培養と同等であったが、通常の単層培養と同様に、低酸素によ

りVEGF-A のmRNA 発現が亢進した。またHIF-1αの発現も亢進しており、低酸素応

答として矛盾しない結果であった。パラクライン作用については、低酸素により

VEGF-A、b-FGF の分泌量が増加した。単層培養では検出されなかった IGF-1 につい

ても、微量ながら検出され、低酸素により分泌量が増加する傾向が見られた。したが

って、コラーゲンゲル 3 次元培養においても、低酸素環境が羊膜由来間葉系幹細胞の

パラクライン作用を増強することが分かった。 
 
1.4.2 カルボキシメチルセルロースを用いた羊膜由来間葉系幹細胞CMゲルの作製 
 カルボキシメチルセルロースは、食物繊維の成分であるセルロースの誘導体であり、

臨床ではキシロカインゼリーなどの基剤として用いられている。下剤、歯磨剤、界面

活性剤、食品の増粘剤・乳化安定剤などにも使われており、その安全性は確立されて

いる。当大学消化器内科学教室の組織再生幹細胞研究グループでは、カルボキシメチ

ルセルロースを用いて羊膜由来間葉系幹細胞のCM ゲルを作製し、内視鏡的粘膜下切

除後の食道および直腸粘膜欠損部に塗布することで、術後狭窄が抑制されることを報
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告した（Mizushima et al., 2017; Tsuda et al., 2018）。同グループではカルボキシメチル

セルロースを 5%の濃度で用いた。本研究では 2-8%の異なる濃度でゲルを作製し、外

用に適する濃度を検討した。5-7%ゲルが創部に外用に適すると判断し、第二章で行わ

れた動物実験には 5%ゲルを用いることに決定した。 
 
1.4.2 MedGelÒを用いた羊膜由来間葉系幹細胞 CM ゲルの作製 
 MedGelÒは体内で生理活性物質の徐放を可能にするゼラチンベースの生体吸収性ハ

イドロゲルである。当教室では、末梢神経の成長因子であるニューレグリン-1 を

MedGelÒに含浸させて神経縫合部に移植することで、ラットの顔面神経麻痺の回復が

促進されることを報告した（Yasui et al., 2016）。本研究では、MedGelÒに羊膜由来間

葉系幹細胞のCM を含浸させ創部に外用することで、様々な成長因子等が徐放され、

創傷治癒が促進されることを期待した。しかし、PI5 と PI9どちらのMedGelÒからも

VEGF-A の徐放を定量することができなかった。濃縮したCM を用いることで

VEGF-A の放出量を増加させ、ELISA で検出することが可能になると予想されたが、

カルボキシメチルセルロースを用いたゲル作製よりも手技が煩雑になるため、本実験

ではMedGelÒを用いないこととした。 
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第二章 
 

糖尿病性潰瘍治療における 

羊膜由来間葉系幹細胞外用モデルの確立 

 
 

2.1 緒言 
 
2.1.1 背景 
小動物モデルにおける糖尿病の誘発には、遺伝的、化学的、食餌、外科的など多く

の方法がある（Cheta, 1998; Chen and Wang, 2005; Rees and Alcolado, 2005; Deeds et al., 
2011）。このうち、ストレプトゾトシンを用いた化学的な方法は、1963 年に初めて報

告されて以来、その迅速性と高い費用効果のため、糖尿病性潰瘍を含め、多くの糖尿

病関連研究で用いられてきた（Rakieten et al., 1963; Deeds et al., 2011）。臨床において

転移性膵島細胞癌の治療に使用されているストレプトゾトシンは、膵島のインスリン

産生β細胞に対して毒性のある広域抗生物質であり、多くの齧歯類でインスリン分泌

不全をきたし、糖尿病を誘発することが可能である（Deeds et al., 2011）。しかし、そ

の投与方法には決まったプロトコールが存在せず、糖尿病の誘発に必要な投与量は系

統によっても異なる。 
 一方、齧歯類における皮膚潰瘍モデルは、マウスの大腿（Assi et al., 2016）やラット

の足底（Kato et al., 2014）に皮膚欠損創を作成したものもあるが、背部に直径 6-8 mm
の皮膚全層欠損創を作成した研究が多い（Wu et al., 2007; Tark et al., 2010）。また、糖

尿病マウスあるいはラットにおける創傷治癒は、非糖尿病のものに比べて遅延するこ

とが多数の研究で確認されている（Kwon et al., 2008; Kuo et al., 2011）。 
 第二章において、マウスにストレプトゾトシンを異なる量で投与し、血糖値に及ぼ

す効果を検討した。その結果をもとに作成した糖尿病マウスを用いて、皮膚潰瘍を作

成し、第一章で作製した羊膜由来間葉系幹細胞の細胞含有ゲルおよびCM ゲルを外用

した。作成する潰瘍のサイズやゲルの濃度、量などを評価し、ゲル外用の効果を比較

検討するのに有用なモデルを作成した。 
 
2.1.2 目的 
マウスを用いた糖尿病性潰瘍治療における羊膜由来間葉系幹細胞外用モデルを確立す

る。  
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2.2 方法 
 
2.2.1 動物実験計画 
 本研究は、動物実験計画「ヒト羊膜由来間葉系幹細胞の糖尿病性皮膚潰瘍に対する

効果」(承認番号 17-0001)の一研究として行った。「動物の愛護及び管理に関する法

律」、「研究機関等における動物実験等の実施に関する基本指針」、「実験動物の飼

養及び保管並びに苦痛の軽減に関する基準」、その他関係法令等に基づき、「国立大

学法人北海道大学動物実験に関する規程」に則り研究を遂行した。 
 
2.2.2 使用動物 
 雄の ICR マウス(ブリーダー：Japan SLC, Inc., Hamamatsu, Shizuoka, Japan；販売：

Sankyo Labo Service Corporation, Sapporo, Japan)を 5 週齢で購入した。マウスは北海道

大学大学院医学研究院附属動物実験施設にて、室温 24℃、12 時間間隔の人工蛍光管理、

標準飲食管理の下に飼育された。馴化のため入舎後 1週間の予備飼育期間を設けた。

術前は 1 ケージあたり 3−5 匹、術後は 1 匹ずつとした。 
 
2.2.3 糖尿病マウスの作成 
【実験 1】 
 ストレプトゾトシンの中用量単回投与（Ito et al., 1999）にて糖尿病の誘発を試みた。

マウス6匹を3群に分け、PBS に溶解したストレプトゾトシン（Wako Pure Chemical 
Industries）をそれぞれ 70、100、130 mg/kg、27G 針の 1 ml シリンジで腹腔内投与した。

ストレプトゾトシンは 7、10、13 mg を PBS 1 ml に氷上で溶解して遮光し、溶解後20

分以内に投与した。 

 

【実験 2】  
低用量の5日連続投与(Negishi et al., 1996）および高用量単回投与(Dekel et al., 2009）
も行った。マウス６匹を3群に分け、低用量連続投与群にはストレプトゾトシン40 

mg/kgを5日間、高用量単回投与群には150あるいは180 mg/kgをそれぞれ腹腔内投

与した。ストレプトゾトシンは、低用量投与には10 mg/ml、高用量投与には40 mg/ml

の濃度になるように PBS で溶解した。 

 

【血糖測定】 
 尾静脈を 24G 針で穿刺して少量の静脈血を採取し、血糖測定器（ONE TOUCH ウル

トラビュー; Johnson and Johnson, Tokyo, Japan）を用いて、ストレプトゾトシン投与前、

投与後 1、2、3、4週に行った（図 14）。血糖値が 300 mg/dl 以上で糖尿病と判定した。 
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図 14．糖尿病マウス作製のスケジュール．  
 
 
2.2.4 皮膚潰瘍モデルの作成と創部処置 
【麻酔・前処置】 
 全ての処置・手術は、イソフルラン(イソフルラン吸入麻酔液; Pfeizer, Tokyo, 
Japan)2.5%吸入による全身麻酔下に行った。手術の前日、サージカルクリッパー(3M 
Surgical Clipper; 3M Health Care, Borken, Germany)およびチオグリコール酸を含む除毛

フォーム(Ask Hair Remove; Manet, Tokyo, Japan)を用いて，マウスの背部を除毛した。 
 
【実験 1】 
 2.2.3 で作成した糖尿病マウス６匹を用いた。デルマパンチ（生検トレパン; Kai 
Industries, Seki, Japan）を用いて、直径 6 mm の皮膚全層欠損創を背部両側に 1ヶ所ず

つ作成した（図 15）。必要に応じてバイポーラを使い止血した。術直後の創部に、5%
カルボキシメチルセルロースで作製したSMゲルあるいはNCMゲルを0.1 ml外用し、

フィルムドレッシング（Tegaderm; 3M Japan, Tokyo, Japan）で被覆した。術後 1、4、6、
7、12 日目に創部を PBS で洗浄して観察後、再度ゲルを外用して被覆した。術後 4日
目以降はゲルのカルボキシメチルセルロース濃度を 7％に変更し、外用量を 0.05 ml
に減量した。CM ゲルは、凍結保存しておいたCM にカルボキシメチルセルロース粉

末を上記濃度で混合し、均一になるまで 4℃で 1時間以上静置して作製した。作製後

48 時間以内のものを使用した。 
 

図 15．皮膚潰瘍の作成と創部処置．  
 

1Week 0 2 3 4

STZ i.p. ���� �������� ����
����
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【実験 2】 
 新たに購入したマウス 5 匹を用いた。3 匹にストレプトゾトシン 180 mg/kg を単回

投与し糖尿病を誘発した。残りの 2 匹には同等量の PBS を投与し、非糖尿病マウスと

した。それぞれ背部に直径 8 mmの皮膚全層欠損創を 2ヶ所作成し、糖尿病マウスに

は SM、NCM、HCM を、非糖尿病マウスには SM、HCM ゲル（7％）を 0.05 ml ずつ

外用した。術後 1、3、8、10、15 日後に創部の処置および観察を行なった。術後 8 日

目に各マウスの両側の潰瘍の大きさを比較し、創閉鎖の早い方の組織を、潰瘍底を含

めて採取した。対側の組織は術後 15日目に採取した。組織はそれぞれ半割し、一方は

組織学的検討に、他方はmRNA 抽出に使用した。 
 
【実験 3】 
 実験 2 と同様に糖尿病マウス、非糖尿病マウスを 2 匹ずつ準備し、潰瘍を作成した。

それぞれ1匹には羊膜由来間葉系幹細胞をコラーゲンで3次元培養したamnion-derived 
mesenchymal stem cell（AMSC）ゲル、もう 1匹には細胞を含まないコントロールゲル

を外用し、被覆した。AMSC ゲルは、使用の 48 時間前に細胞を 5×105/ml 播種し（12-well 
plate）、標準設定のインキュベーターで培養したものを用いた。外用直前に直径 8 mm
のデルマパンチでくり抜き、ディスク状にして外用した。術後 2、4、7、9、14、16
日目に創部の処置および観察を行なった。9日目と16日目に片側ずつ組織を採取した。 
 
【創傷閉鎖割合】 
 術直後および毎処置時、創部の写真撮影を行った。デジタル一眼レフカメラ(EOS 
Kiss X2; Canon, Tokyo, Japan)にマクロレンズ(EF 50 mm f/2.5 Compact Macro Lens; 
Canon)および接写専用ストロボ(Macro Ring Lite MR-14EX; Canon)を装着して撮影し

た。画像解析ソフト（ImageJ software; NIH, USA）を用いて残存する潰瘍面積を測定し、

以下の数式で創傷閉鎖割合を算定した。 

創傷閉鎖割合(wound	closing	ratio,WCR) = 71 −
残存潰瘍面積

術直後の潰瘍面積
: × 100% 

 
2.2.5 組織学的検討 
 組織は 4%パラホルムアルデヒド・りん酸緩衝液(Wako Pure Chemical Industries)で固

定後、パラフィン包埋し、H&E 染色を行った。Goat anti-CD31（1:600; Cat#sc-1506; Santa 
Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA）を用いて免疫染色も行なった。組織スライド

は，バーチャルスライドスキャナ(NanoZoomer S210; Hamamatsu Photonics, Hamamatsu, 
Japan)を用いてスキャンした。デジタルデータは、画像閲覧ソフトウェアNanoZoomer 
Digital Pathology.view2 (Hamamatsu Photonics)を用いて観察した。免疫染色では、ラン
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ダムに選択された 10 視野（400 倍）の平均陽性面積を画像解析ソフト ImageJ で測定

した。 
 
2.2.6 Quantitative polymerase chain reaction (qPCR) 
【Total RNA 抽出】 組織は採取直後にRNAlater（Qiagen）0.5 ml に浸漬し、total RNA
抽出まで-80℃で保存した。解凍後の組織をPBSで洗浄し、Micro Smash MS-100（TOMY, 
Tokyo, Japan）を使用して破砕した。QIA Shredder（Qiagen）で組織をろ過後、プロテ

イナーゼ（Proteinase K; Qiagen）を 3 µl 添加し、55℃で 10 分間インキュベートした。

1.2.1 と同様に total RNA の抽出、cDNA の作製、qPCR を行なった。内在性コントロー

ルとして glyceraldehyde 3-phospate dehydrogenase（GAPDH）を用いた。実験 3 ではヒ

トGAPDH も用いた。使用したプライマーを表 2 に示す。 
 
表 2：プライマー配列 
Gene Primer sequence 

GAPDH (mouse) F: TGTGTCCGTCGTGGATCTGA 

 R: TTGCTGTTGAAGTCGCAGGAG 

VEGF-A (mouse) F: CCCACGTCAGAGAGCAACAT 

 R: TGCGCTTTCGTTTTTGACCC 

b-FGF (mouse) F: GGCTGCTGGCTTCTAAGTGT 

 R: GTCCCGTTTTGGATCCGAGT 

GAPDH (human) F: TGTGGTCATGAGTCCTTCCA 

 R: CGAGATCCCTCCAAAATCAA 
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2.3 結果 
 
 
2.3.1 糖尿病の誘発 
  マウスにストレプトゾトシンの低用量連続投与、中用量単回投与および高用量単回

投与を行い、血糖の変化を観察した（図 16）。まずは中用量の単回投与を行ったが、

70、100、130 mg/kg のいずれも血糖値の上昇を認めなかった。次に低用量連続投与あ

るいは高用量単回投与を行なった。いずれのグループでも投与 21 日後には高血糖値 
（ > 300 mg/dl）を認め、28 日後には 500 mg/dlを超えていた。40 mg/kg の 5 日間連続

投与では比較的上昇が緩やかであったが、180 mg/kg の単回投与では 2 匹とも 7日後

には 300 mg/dl を、21 日後には 600 mg/dl を超え、血糖値の急激な上昇を認めた。 
 

図 16．ストレプトゾトシン投与による血糖値の変化．(A)中用量単回投与による

血糖値の経過．(B)低用量連続投与および高用量単回投与による血糖値の経過． 
STZ, streptozotocin 
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2.3.2 皮膚潰瘍モデルの作成 
 糖尿病マウスの背部に直径 6 mm の皮膚潰瘍を作成し、SM ゲルあるいはNCM ゲル

を外用して創傷治癒の経過を観察した（図 17）。SM 群では術後 1日目に潰瘍面積の

拡大を認めたが、以降はNCM 群と同様に順調に創閉鎖が進み、2 群間に明らかな差

は見られなかった。術後 12 日目に全てのマウスで創閉鎖が得られた。術直後、術後 1
日目はゲルを 0.1 ml ずつ外用したが、量が多く潰瘍辺縁から溢出してしまい、フィル

ムドレッシングが剥がれ易くなってしまった。創面が乾燥して結果に影響を及ぼす可

能性が考えられたため、以降はゲルを 0.05 ml に減量し、フィルムドレッシングの十

分な接着を得ることができた。また、カルボキシメチルセルロースの濃度を 5%とし

たが、外用後に創部の浸出液を吸収してゲルの流動性が上がるため、濃度を 7%に変

更した。 

 

図 17．培養上清ゲル外用が糖尿病マウスの創傷治癒に及ぼす影響．(A)肉眼的所

見．(B)創傷閉鎖割合の経過．データは mean ± standard error で示した．n = 6．Scale 
bars; 5 mm. 
SM, standard medium; NCM, normoxic conditioned medium 
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2.3.3 CM ゲルが創傷治癒に及ぼす影響 
 非糖尿病マウスと糖尿病マウスの背部皮膚潰瘍に SM、NCM あるいはHCM ゲルを

外用し、創傷治癒の経過を観察した（図 18A, B）。実験 1で直径 6 mm の潰瘍が術後

12 日とやや早い経過で完全上皮化したため、潰瘍を直径 8 mm に拡大した。非糖尿病

マウスでは、SM に比べHCM で創閉鎖が早かった。糖尿病マウスにおいては、SM で

創治癒遅延が見られたが、NCM とHCM では創閉鎖が促進された。完全上皮化までの

期間は non-DM/HCM およびDM/HCM で術後 12 日と最も早く、次いでDM/NCM の

14 日、最後に non-DM/SM およびDM/SM の 15日であった。術後 8-12 日目で創閉鎖

割合の差が大きかった。 
 次に組織のCD31 染色を行い、血管密度を比較した（図 18C, D）。術後 8日目、非

糖尿病マウスでは SM に比べHCM でCD31 陽性面積が大きかった。糖尿病マウスで

は SM＜NCM＜HCM の順で面積の拡大を認め、非糖尿病マウスよりも糖尿病マウス

で陽性面積が大きかった。術後 15 日目の組織では、全群間に明らかな差は見られず、

8 日目に比べ全体的にCD31 陽性面積が減少していた。 
 さらに qPCR を行い、mRNA 発現を比較した（図 18E）。術後 8 日目のVEGF-A の

発現は、非糖尿病マウスではSMがHCMより高かった。糖尿病マウスではSMとNCM
で同程度に発現が抑えられていたが、HCM で上昇を認めた。術後 15 日目では

DM/NCM の発現が 8日目より上昇したが、その他は減少し、全体的には 8 日目と同

様の傾向であった。術後 8日目の b-FGF は、non-DM/SM に比べて non-DM/HCM で上

昇したが、DM/SM では更に上昇し、DM/NCM、DM/HCM では減少していた。術後

15 日目では、non-DM/SM に比べてDM/HCM のみで上昇を認め、それ以外は減少して

いた。 
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図 18．正常酸素および低酸素培養により得られた培養上清ゲルがマウスの創傷

治癒に及ぼす影響．(A)肉眼的所見．(B)創傷閉鎖割合の経過．(C) CD31 免疫染

色の鏡顕像．(D) CD31 陽性面積の比較．(E) mRNA 発現量の比較．データは mean 
± standard error で示した．n = 1 (B については n = 2 for Day 0-8, n = 1 for Day 9-15)．
Scale bars; 5 mm (A), 100 µm (C). 
DM, diabetic mellitus; SM, standard medium; NCM, normoxic conditioned medium; 
VEGF-A, vascular endothelial growth factor-A; b-FGF, basic fibroblast growth factor 
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2.3.4 羊膜由来間葉系幹細胞含有ゲルが創傷治癒に及ぼす影響 
 非糖尿病マウスと糖尿病マウスの背部皮膚潰瘍にAMSC ゲルを外用し、創傷治癒の

経過を観察した（図 19A, B）。全体的には、non-DM/AMSC > non-DM/control ≒ 
DM/AMSC > DM/control の順で創閉鎖が早かった。完全上皮化までの期間は全ての群

で 12 日であった。術後 4-9 日目で創閉鎖割合の差が大きかった。 
 次に組織のCD31 染色を行い、血管密度を比較した（図 19C, D）。術後 9 日目、

non-DM/control に比べ non-DM/AMSC ではCD31 陽性面積のわずかな減少を認めた。

DM/control ではさらに減少したが、DM/AMSC では non-DM/AMSC と同レベルまで上

昇した。術後 16 日目の組織では、non-DM、DM それぞれの 2 群間に明らかな差は見

られなかったが、non-DM よりDM の陽性面積が大きかった。9日目に比べDM/control
のみで上昇を認め、その他は減少していた。 
 最後に qPCR を行いmRNA 発現を比較した（図 19E）。術後 9 日目のVEGF-A の発

現は、non-DM/control に比べ non-DM/AMSC およびDM/control では減少していたが、

DM/AMSCでは同程度であった。術後 16日目では 9日目に比べ発現が大幅に減少し、

全群間で明らかな差は見られなかった。術後 9 日目の b-FGF は、DM/control が他群に

比べわずかに上昇していたが、大きな差は見られなかった。術後 16 日目では、全体で

8 日目より発現が上昇しており、non-DM、DM ともに control がAMSC より高かった。

全群においてヒトGAPDH は増幅されず、外用した羊膜由来間葉系幹細胞は潰瘍組織

内には存在しないことが示唆された。 
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図 19．羊膜由来間葉系幹細胞含有ゲルがマウスの創傷治癒に及ぼす影響．(A)
肉眼的所見．(B)創傷閉鎖割合の経過．(C) CD31 免疫染色の鏡顕像．(D) CD31
陽性面積の比較．(E) mRNA 発現量の比較． データは mean ± standard error で示

した． n = 1 (B については n = 2 for Day 0-9, n = 1 for Day 10-13)．Scale bars; 5 mm 
(A), 100 µm (C). 
DM, diabetic mellitus; AMSC, amnion-derived mesenchymal stem cell; VEGF-A, 
vascular endothelial growth factor-A; b-FGF, basic fibroblast growth factor 
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2.4 考察 

 
2.4.1 糖尿病の誘発 
確実に糖尿病を誘発するために、ストレプトゾトシンの投与量の検討を行った。本

研究で用いた ICR マウスに関しては、低用量（40 mg/kg）の 5 日連続投与(Negishi et al., 
1996）、中用量（100 mg/kg）の単回投与（Ito et al., 1999）および高用量（150-180 mg/kg）
の単回投与(Dekel et al., 2009）など様々な投与量で糖尿病が誘発されることが報告され

ている。まず、中用量の単回投与を試みたが、70、100、130 mg/kg のいずれの投与量

でも糖尿病を誘発することができなかった。次に、低用量連続投与および高用量単回

投与の効果を検討した。いずれの投与量でも血糖値は十分に上昇し、4週間後の血糖

は 500 mg/dl を超えていた。40 mg/kg の 5 日間連続投与では、血糖値の上昇は比較的

緩やかであったのに対し、180 mg/kg では急激な上昇が見られ、投与 1週間後には糖

尿病域に達した。高血糖に暴露される時間が長い方がより臨床に則していると考え、

投与量は 180 mg/kg の単回投与を採用した。 
 

2.4.2 皮膚潰瘍モデルの作製 
 マウスの背部に皮膚潰瘍を作成したモデルを試作し、CM ゲルを外用して、モデル

の有用性について評価した。直径 6 mm の皮膚全層欠損創に対し、正常酸素CM およ

び SM ゲルを外用し、創閉鎖に対する効果を比較したが、両群とも術後 12 日目で上皮

化が完了し、経過中も潰瘍面積に明らかな差を生じなかった。正常酸素CM と SM で

は効果に差がない可能性が挙げられたが、その他の原因も考えられた。一つは、直径

6 mm の皮膚潰瘍では、治療効果の差を観察するには小さすぎた可能性がある。この

ため、次の実験では皮膚潰瘍の大きさを直径 8 mm に拡大して、外用ゲルの効果を評

価した。もう一つは、今回の実験では、異なる投与量で糖尿病を誘発したマウスを使

用したため、高血糖に暴露された期間も異なっており、皮膚潰瘍を作成した時点で組

織障害の程度に大きな差が生じて結果に影響した可能性がある。以降はストレプトゾ

トシンを 180 mg/kg 単回投与で統一して糖尿病を誘発することで、この影響は最小限

に抑えられると思われた。 
 
2.4.3 羊膜由来間葉系幹細胞およびCMを用いた外用ゲルが創傷治癒に及ぼす影響 

2.4.2 に述べたように、実験 1の結果を踏まえ、実験 2と 3では皮膚潰瘍の大きさを

6 mm から 8 mm に変更し、ストレプトゾトシンを 180 mg/kg 単回投与で統一した。CM
を外用した実験 2では、術後 12 日であった完全上皮化までの期間は最長 15 日まで延

長され、特に術後 8-12 日目で各群の創傷閉鎖割合に差が見られた。細胞含有ゲルを用
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いた実験 3では、完全上皮化までの期間は全群で術後 12 日目であり、直径 6 mmの潰

瘍と同じであったが、特に術後 4-9 日目で創傷閉鎖割合に差が生じた。SM ゲルある

いはコントロールゲルを外用したマウスでは、非糖尿病に比べ糖尿病マウスの創閉鎖

が遅れる傾向にあり、過去の報告（Kuo et al., 2011; Kwon et al., 2008）と同様であった。

このため、皮膚潰瘍の大きさを直径 8 mm、ストレプトゾトシンの投与量を 180 mg/kg
としたモデルは糖尿病性皮膚潰瘍のモデルとして適当であると判断した。 
実験 2では、CM 外用により創傷治癒が促進され、その効果は低酸素CM 外用で特

に高い傾向が見られた。同様に、創閉鎖割合に差が見られた術後 8 日目の組織では、

CM ゲルが血管新生を促進しており、特に低酸素CM でその効果が高い印象であった。

これらの結果は、本研究の仮説を肯定する傾向であったが、VEGF-Aとb-FGFのmRNA
発現量は一致しない点も多く、さらなる検討が望まれた。予備実験として、いずれの

群も n = 2 のみで比較したため、第三章にて、サンプル数を増やしてCM ゲルの影響

を検証することとした。 
 実験 3 では、細胞含有ゲルの外用により術後 9 日目までは創閉鎖が促進されたが、

上皮化が完了するまでの期間には差がなかった。血管新生については、糖尿病マウス

のみで細胞含有ゲルにより血管密度の増加を認めたが、非糖尿病マウスでは効果が認

められなかった。これらの結果より、細胞含有ゲルは創傷治癒を促進するが、その効

果は実験 2のCM ゲルに比べて低い可能性が示唆された。一方、羊膜由来間葉系幹細

胞を播種した人工真皮を、非糖尿病マウスの皮膚潰瘍に外用し、創閉鎖および血管新

生が有意に促進されることを示した報告もある（Tuca et al., 2016）。細胞自体を外用

するにあたっては、足場となる素材によって効果が異なる可能性が考えられた。また、

同研究では、術後 8 日目にはヒト由来細胞はほぼ消失しており、新生血管の内皮細胞

はマウス由来であった（Tuca et al., 2016）。本実験においても、マウスの潰瘍組織か

らはヒトGAPDH 遺伝子は検出されず、間葉系幹細胞が生着しないことが示された。

したがって、羊膜由来間葉系幹細胞の外用による創傷治癒および血管新生促進効果は、

主にパラクライン作用によるものと考えられた。また、糖尿病マウスにおいて、細胞

含有ゲルがVEGF-A のmRNA 発現量を亢進したが、これはヒト羊膜由来間葉系幹細

胞から分泌されたVEGF-A が、マウスの血管内皮細胞の増殖のみならず、自己の

VEGF-A 産生を促進したと考えられた。 
 CM ゲルの作製は非常に簡易であり、特別な技術などを必要としない。外用の 1-2
時間前までに凍結保存しておいたCM を解凍し、カルボキシメチルセルロース粉末を

混合するだけである。消化器内科学教室では、CM の生理活性は 1 週間程度保たれる

との予備データがあり、ゲル作製後は数日間冷蔵庫保存して使用することも可能と考

えられる。通常の軟膏と同様に創部に塗布し、絆創膏などで被覆するだけであるので、
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自己処置にも適している。外来通院治療にも使用可能となれば、多くの糖尿病足病変

の患者に有益となることが予想される。 
一方、細胞含有ゲルの作製は、CM ゲルに比較するとやや複雑である。外用のタイ

ミングに合わせて予めゲルを作製する必要があるため、本実験では 2日毎に、凍結保

存しておいた細胞を解凍してゲルを作製した。外用の直前までインキュベーターで培

養するため、臨床で使用する場合は、細胞培養が可能な施設に限られることとなる。

また、外用の際には、弾力があり、柔らかいゼリー状のゲルを鑷子などを用いて創部

に乗せる必要があるため、患者あるいは家族などが自宅処置に用いるには不適当と思

われる。この方法では臨床応用はやや困難であると考え、第三章ではCM ゲルのみに

ついて検討することとした。 
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第三章 
 

糖尿病マウスの創傷治癒に対する 
羊膜由来間葉系幹細胞の培養上清ゲル外用の治療効果の検討 

 
 

3.1 緒言 
 
3.1.1 背景 
様々な組織由来の間葉系幹細胞あるいはそのCM の投与によって、糖尿病動物モデ

ルの皮膚潰瘍が改善することが報告されている（Kuo et al., 2011; Kong et al., 2013; Kato 
et al., 2014; Wang et al., 2016; Irons et al., 2018）。ただし、羊膜由来の間葉系幹細胞を使

用した報告は１件のみである（Kim et al., 2012）。同研究では、免疫不全糖尿病マウス

の創部に、ヒト羊膜由来間葉系幹細胞の局所注射を行い、パラクライン機序により創

傷閉鎖が促進されることを示した。これらの結果は、非糖尿病動物における羊膜由来

間葉系幹細胞研究の所見および関連する in vitro データと一致していた（Liu X. et al., 
2013; Tuca et al., 2016; Ertl et al., 2018）。しかし、CM を使用して羊膜由来間葉系幹細胞

のパラクライン効果を評価した動物実験の報告はない。筆者の渉猟しうる限りでは、

本研究は羊膜由来間葉系幹細胞のCM を糖尿病マウスの皮膚潰瘍に外用し、その効果

を検証するという初めての試みである。 
 また、低酸素で得られたCM は、非糖尿病マウスにおいて創傷治癒を促進する効果

がさらに高いことが知られている。Jun らは、ヒト羊水由来間葉系幹細胞のCM を皮

膚欠損創に外用し、正常酸素CM に比べ、低酸素CM が創閉鎖を大幅に改善すること

を示した（Jun et al., 2014）。同様に、骨髄（Chen et al., 2014）と脂肪組織（Lee et al., 2009）
由来の低酸素CM は、遊走促進因子、細胞分裂促進因子、および血管新生促進因子を

より多く分泌することにより、創傷治癒を促進した。本研究では、第一章にて、羊膜

由来間葉系幹細胞の低酸素CMにVEGF-Aおよびb-FGFが特に多く含まれることを明

らかにした。また第二章において、低酸素CMの外用が非常に簡易な方法であること、

そして糖尿病マウスの創傷治癒を促進する可能性があることを示した。第三章では、

サンプル数を増やし、糖尿病マウスにおいて低酸素CM が創傷治癒を促進するか、統

計学的評価も含めて検証した。 
 
3.1.2 目的 
 糖尿病マウスにおいて、低酸素培養した羊膜由来間葉系幹細胞から得られたCM の

外用が創傷治癒に及ぼす影響を検討する。  
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3.2 方法 
 
3.2.1 外用ゲルの作製 
 1.2.1 に述べた方法でNCM およびHCM を作製し、-80℃で凍結保存した。使用の 48
時間以内に 4℃で解凍し、カルボキシメチルセルロースを 7%の濃度で混合してゲルを

作製した。同様に α-MEM を用いて SM ゲルを作製した。ゲルは使用直前まで 4℃で

保管した。 
 
3.2.2 糖尿病の誘発 
 2.2.3 に述べた方法で、マウス 17 匹にストレプトゾトシン 180 mg/kg を単回、腹腔

内投与した。投与後 1週間毎に尾静脈より採血して血糖を測定し、4 週間経過時に血

糖値が 300 mg/dl 以上であった 15 匹を糖尿病マウスとして使用した。残り 2 匹は十分

な血糖上昇を得られず、除外した。非糖尿病群は、マウス 15匹に PBS を同等量腹腔

内投与後、１週間毎に尾静脈を採取し、血糖値上昇がないことを確認した。 
 
3.2.3 皮膚潰瘍の作成と術後処置 
 2.2.4 に述べた方法で、各マウスの背部に直径 8 mm の皮膚全層欠損創を 2ヶ所作成

した。非糖尿病群、糖尿病群共に 3 群に分け、それぞれ SM、NCM、HCM ゲルを各

創部に 0.05 ml 外用した。創部はTegadermTMで被覆した。術後 1、3、5、7、9 日目に

処置を行い、創部を撮影した。術後 9日目に組織を採取した。 
 
3.2.4 組織学的検討 
 2.2.5 と同様に組織を固定し、H&E 染色および免疫染色を行った。免疫染色には次

の 7 種の抗体を用いた： goat anti-CD31（1:600; Cat#sc-1506; Santa Cruz Biotechnology）、
rabbit anti-Ki-67（1:200; Cat#RM-9106-S1; Thermo Fisher Scientific）、rabbit 
anti-myeloperoxidase（MPO）（1:200; Cat# RB-373-A1; Thermo Fisher Scientific）、rat 
anti-F4/80（1:200; Cat#CL8940AP; Cedarlane, Burlington, Canada）、rat anti-CD3（1:1500; 
Cat#GTX62682; GeneTex, Irvine, CA, USA）、rabbit anti-FoxP3（1:100; Cat#12653; Cell 
Signaling Techolopgy, Danvers, MA, USA)。ImageJ を用いて画像解析を行なった。CD31、
MPO、F4/80、CD3、FoxP3 については、ランダムに選択された 10 視野（400 倍）の

平均陽性面積を測定した。Ki-67 については、潰瘍辺縁を中心にした 200 倍の視野で、

基底層の陽性細胞数を数えて比較した。 
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3.2.5 Quantitative polymerase chain reaction (qPCR) 
 2.2.6 に述べた方法で total RNA の抽出、cDNA の作製、qPCR を行なった。使用した

プライマーおよびターゲット遺伝子に関連する主な炎症細胞を表 3 に示す。 
 
表 3：プライマー配列（マウス）およびターゲット遺伝子に関連する主な炎症細胞 
Gene 
 

Primer sequence Main cells whose activity is 

reflected by the targeted gene 

GAPDH 
 

F: TGTGTCCGTCGTGGATCTGA (house keeping gene) 

R: TTGCTGTTGAAGTCGCAGGAG 

IL-1β F: CCTCACAAGCAGAGCACAAG macrophages, 
neutrophils, T cells 

 R: AAACAGTCCAGCCCATACTTTAG 

IL-6 F: TCTGGGAAATCGTGGAAATGAG macrophages, T cells 

 R: TCTCTGAAGGACTCTGGCTTTGTC  

TNF-α F: ACGTGGAACTGGCAGAAGAG macrophages 

 R: GAGGCCATTTGGGAACTTCT  

MCP-1 F: CTCAAGAGAGAGGTCTGTGCTG macrophages 

 R: GTAGTGGATGCATTAGCTTCAG  

CXCL-1 F: GCCTATCGCCAATGAGCTG neutrophils 

 R: GAACCAAGGGAGCTTCAGG  

CXCL-2 F: AGTGAACTGCGCTGTCAATG macrophages, neutrophils 

 R: GCCCTTGAGAGTGGCTATGA 
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3.2.6 統計学的検討 
 データはmean ± standard error で示した。一元配置分散分析（one-way analysis of 
variance）およびTukey’s post-hoc test による多重比較検定を行なった。p < 0.05 を統計

学的有意水準とした。統計解析には，統計ソフトウェア Prism（ver. 6.0; GraphPad 
Software, San Diego, CA, USA）を用いた。 
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3.3 結果 
 
3.3.1 CM が創傷閉鎖に及ぼす影響 
まず、CM が創閉鎖に及ぼす影響について検討した。非糖尿病マウスでは、SM に

比べNCM、HCM の両者で創閉鎖が促進されたが、有意差は見られなかった（図 20）。
糖尿病マウスではHCM で創閉鎖が有意に促進された。NCM でも創閉鎖割合の上昇を

認めたが、有意差は認められなかった。non-DM/SM に比べ、DM/SM で創閉鎖の遅延

を認めたが、有意差は認められなかった。 

 
図 20．羊膜由来間葉系幹細胞の培養上清が創傷閉鎖に及ぼす影響． (A)肉眼的

所見．(B)術後 9 日目の創傷閉鎖割合の比較. データは mean ± standard error で示

した．n = 10, *p < 0.05 vs. DM/SM group. Scale bars; 5 mm. 
DM, diabetes mellitus; SM, standard medium; NCM, normoxic conditioned medium; 
HCM, hypoxic conditioned medium 
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3.3.2 CM が血管新生に及ぼす影響 
次に、潰瘍組織の血管内皮細胞を標識するためにCD31 染色を行い、CM が血管新

生に及ぼす影響につき検討した。non-DM/SM に比べ、non-DM/NCM、DM/NCM、

DM/HCM でCD31 陽性面積の有意な増加を認めた（図 21）。non-DM/HCM でも増加

が見られたが、有意差は認められなかった。DM/SM では減少が見られたが、こちら

も有意差は認められなかった。またDM/SMに比べると、non-DM/NCM、non-DM/HCM、

DM/NCM、DM/HCM で有意な増加を認めた。NCM、HCM ともに血管新生を促進す

ることが示された。 

 
図 21．羊膜由来間葉系幹細胞の培養上清が血管新生に及ぼす影響． (A)鏡顕像．

(B) CD31 陽性面積の比較. データは mean ± standard error で示した．n = 10,  
*p < 0.05 vs. non-DM/SM, #p < 0.05 vs. DM/SM. Scale bars; 100 µm. 
DM, diabetes mellitus; SM, standard medium; NCM, normoxic conditioned medium; 
HCM, hypoxic conditioned medium 
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3.3.3 CM が上皮化に及ぼす影響 
さらに、CM が上皮化に及ぼす影響につき検討するため、免疫染色で細胞増殖マー

カーであるKi-67 を標識し、表皮基底層の染色された細胞数をカウントした。

non-DM/SM と比べ、DM/SM では陽性細胞数の減少を認め、糖尿病マウスでは上皮化

が遅延していることが示唆されたが、2群間に有意差は見られなかった（図 22）。非

糖尿病マウスでは SM に比べNCM、HCM で陽性細胞数の増加が見られたが、有意差

は認められなかった。糖尿病マウスでは SM < NCM < HCM の順で陽性細胞数の増加

を認め、遅延した上皮化がNCM、HCM では改善することが考えられた。6群間の多

重比較検定では、non-DM/NCMとDM/SMの間のみでしか有意差が見られなかったが、

糖尿病マウスの 3群のみを用いた多重比較検定では、DM/SM とDM/HCM に有意差が

認められた。従って、糖尿病マウスにおいてHCM が上皮化を亢進することが示され

た。 

 
図 22．羊膜由来間葉系幹細胞の培養上清が上皮化に及ぼす影響． (A)鏡顕像．

(B) Ki-67 陽性基底細胞数の比較. (C)糖尿病マウスにおけるKi-67 陽性基底細胞

数の比較．データは mean ± standard error で示した．n = 10, *p < 0.05 vs. DM/SM. 
Scale bars; 200 µm. 
DM, diabetes mellitus; SM, standard medium; NCM, normoxic conditioned medium; 
HCM, hypoxic conditioned medium 
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3.3.4 CM が炎症に及ぼす影響 
最後に、CM が炎症に及ぼす影響につき、免疫組織染色および qPCR で検討した（図

23）。 
まずはマクロファージを標識するため、F4/80 免疫染色を行った。non-DM/SM より

DM/SM で F4/80 陽性面積が大きく、糖尿病マウスでマクロファージの浸潤が多いこと

が示唆されたが、有意差は認められなかった。糖尿病マウスにおいては、SM に比べ

HCM で F4/80 陽性面積が有意に減少しており、マクロファージの浸潤が抑制されてい

た。NCM でも陽性面積の減少が見られたが、有意差は認められなかった。非糖尿病

マウスでは、NCM で減少が見られたが、HCM は SM と同程度であり、いずれの群間

にも有意差は見られなかった。 
次にMPO 免疫染色を行い、好中球を標識した。Non-DM/SM よりDM/SM で陽性面

積が大きく、糖尿病マウスで好中球の浸潤が多いことが示唆された。糖尿病マウスで

は、SM に比べHCM ではMPO 陽性面積の減少を認め、NCM では軽度増加を認めた

が、いずれも有意差は見られなかった。非糖尿病マウスについては、NCM、HCM の

両者ともMPO 陽性面積が増加していたが、こちらも有意差は認められなかった。 
そしてCD3 免疫染色を行い、T 細胞を標識した。CD3 陽性面積は、non-DM/SM に

比べてDM/SM で減少を認め、T 細胞の浸潤が少ないことが示唆された。糖尿病マウ

スでは、NCM、HCM 両者で同等の増加が見られた。反対に非糖尿病マウスでは、SM
に比べてHCM で軽度の減少を認め、NCM ではさらに減少していた。いずれの群間で

も有意差は認められなかった。 
さらに FoxP3 免疫染色で制御性T 細胞を標識した。Non-DM/SM に比べてDM/SM

で陽性面積の軽度減少を認め、制御性T 細胞の浸潤が少ないことが示唆された。糖尿

病マウスでは、CD3 と同様にNCM、HCM 両者で SM より陽性面積が増加していた。

非糖尿病マウスでは SM に比べてHCM で面積増加が見られたが、NCM では同程度で

あった。いずれの群間でも有意差は認められなかった。 
qPCR では、炎症性サイトカインのmRNA 発現ついて検討した。糖尿病マウスの

IL-1β、IL-6、CXCL-1およびCXCL-2の発現において類似した傾向が見られ、SM > NCM 
> HCM の順で発現が抑制されていた。非糖尿病マウスではCXCL-1 およびCXCL-2
の発現において SM < NCM < HCM の順で発現が亢進しており、糖尿病マウスと逆の

結果が得られた。IL-1βでは SM に比べNCM で発現量の低下、IL-6 では SMとNCM
は同程度の発現量が見られたが、HCM ではどちらも亢進した。TNF-αの発現につい

ては、全ての群で明らかな差は見られなかった。MCP-1 は、非糖尿病、糖尿病ともに

SM に比べてNCM では低下、HCM では上昇が見られた。qPCR についてはいずれも

有意差が認められなかった。 
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図 23．羊膜由来間葉系幹細胞の培養上清が炎症に及ぼす影響． (A)F4/80 免疫染

色の鏡顕像．(B) F4/80，MPO，CD3 および FoxP3 陽性面積の比較. (C) mRNA 発

現量の比較．データは mean ± standard errorで示した．n = 10, *p < 0.05 vs. DM/SM. 
Scale bars; 100 µm. 
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DM, diabetes mellitus; SM, standard medium; NCM, normoxic conditioned medium; 
HCM, hypoxic conditioned medium; IL-1b, interleukin-1b; IL-6, interleukin-6; TNF-α, 
tumor necrosis factor-α; MCP-1, monocyte chemotactic protein-1; CXCL-1, chemokine 
ligand-1; CXCL-2, chemokine ligand-2 
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3.4 考察 
 
3.4.1 羊膜由来間葉系幹細胞のCMが糖尿病マウスの創閉鎖に及ぼす影響 
第三章では、糖尿病マウスの創傷治癒に対する低酸素培養羊膜由来間葉系幹細胞の

CM 外用の影響を検討した。SM ゲルを外用したマウスでは、非糖尿病群に比べ、糖

尿病群で創閉鎖が遅れていた。２群間に統計学的有意差は見られなかったが、過去の

報告（Kuo et al., 2011; Kwon et al., 2008）と同様に、糖尿病マウスでは創傷治癒遅延を

きたす傾向が見られた。低酸素CM は、糖尿病マウスにおける創閉鎖の遅延を有意に

改善した。正常酸素CM においても創閉鎖の促進が見られたが、その効果は低酸素

CM に比べて低く、SM との間に有意差は見られなかった。低酸素CM による創閉鎖

の促進効果は、潰瘍組織における血管新生の亢進、上皮化の促進、および炎症の抑制

によるものと考える。以下にそれぞれについて述べる。 
 

3.4.2 羊膜由来間葉系幹細胞のCMが血管新生に及ぼす影響 
糖尿病性潰瘍の創傷治癒の主な特徴として、血管新生の障害が挙げられるが（Peng 

et al., 2018; Patel et al., 2019）、羊膜由来間葉系幹細胞は、パラクライン作用により血管

新生促進効果を発揮し、創閉鎖を加速すると考えられている（Kim et al., 2012; Tuca et al., 
2016; Ertl et al., 2018）。羊膜由来間葉系幹細胞は、VEGF-A、b-FGF、epidermal growth factor 
（EGF）、IGF-1、IL-8 などの血管新生因子を大量に分泌し（Kim et al., 2012; Liu X. et al., 
2013; Yamahara et al., 2014）、CM は、内皮細胞の増殖と遊走、および内皮細胞による

管腔形成を大幅に促進する（Kim et al., 2012）。さらに、細胞の投与により、非糖尿病

または糖尿病の動物の潰瘍組織内の血管数が増加することも報告されている（Kim et 
al., 2012; Yamahara et al, 2014; Tuca et al., 2016; Ertl et al., 2018）。本実験においても、羊

膜由来間葉系幹細胞のCM が潰瘍組織内の血管新生を増加させた。血管新生促進因子

（VEGF-A や b-FGF など）の上昇に伴い、内皮機能障害が回復し、血管新生が促進す

ることで、治癒に適した創床形成が起こる可能性が考えられる。しかし、本研究では、

正常酸素CM と低酸素CM の両者によって血管新生が促進されたのに対し、低酸素

CM のみで創閉鎖が大幅に改善された。創部の組織再生には、血管新生以外の機序の

関与も示唆された。 
 
3.4.3 羊膜由来間葉系幹細胞のCMが上皮化に及ぼす影響 
糖尿病性潰瘍では上皮化の障害も見られるが（Peng et al., 2018; Patel et al., 2019）、

羊膜由来間葉系幹細胞は上皮形成を促進する。Kim らは、糖尿病マウスの皮膚潰瘍に

移植した羊膜由来間葉系幹細胞が、高度に生着した後、ケラチノサイトに特異的なタ

ンパク質を産生することを示した（Kim et al., 2012）。移植細胞による直接的な作用に
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加え、パラクライン因子も上皮化に対して重要な役割を果たす。EGF および IGF-1 な

どの分泌は、線維芽細胞およびケラチノサイトの増殖および遊走を刺激する（Kim et al., 
2012; Liu X. et al., 2013）。本研究では、低酸素CM が基底層のKi-67 陽性細胞の数を

増加させ、上皮細胞の増殖を促進することを明らかにした。 b-FGF はケラチノサイト

の増殖を刺激するため（Tsuboi and Rifkin, 1990; Wang et al., 2017）、低酸素CM に含ま

れる高濃度の b-FGF が上皮化の促進に寄与したと考えられる。正常酸素CM の b-FGF
濃度は、低酸素CM に比べて低く、このため正常酸素CM がKi-67 陽性細胞を増加さ

せなかった可能性がある。 
 
3.4.4 羊膜由来間葉系幹細胞のCMが炎症に及ぼす影響 
 遷延する炎症も、糖尿病性潰瘍の主要な特徴であり（Peng et al., 2018; Patel et al., 
2019）、間葉系幹細胞の創傷治癒効果は、抗炎症作用にも基づいている。骨髄由来間

葉系幹細胞の局所注射は、糖尿病ラットの皮膚潰瘍における白血球浸潤を著しく減少

させた（Kuo et al., 2011）。羊膜由来間葉系幹細胞の抗炎症効果も報告されている。 羊
膜由来間葉系幹細胞は、in vitro で末梢血単核球の増殖を抑制すると同時に抗炎症性サ

イトカインの分泌を刺激し、動物実験ではマウスの急性移植片対宿主病を改善した

（Kang et al., 2012; Yamahara et al., 2014）。北海道大学消化器内科学教室では、ラット

の大腸炎（Onishi et al., 2015）およびブタの内視鏡的粘膜下層剥離術後の食道壁と直腸

壁において、羊膜由来間葉系幹細胞およびCM が好中球やマクロファージの浸潤を抑

制したことを報告した（Mizushima et al., 2017; Tsuda et al., 2018）。しかし、糖尿病性

潰瘍に対する羊膜由来間葉系幹細胞の抗炎症効果は不明である。これら報告と一致し

て、本研究は、羊膜由来間葉系幹細胞のCM が、糖尿病マウスの潰瘍組織におけるマ

クロファージ浸潤を抑制することを示した。 正常酸素CM は好中球浸潤に影響しな

かったが、低酸素CM では減少させる傾向が見られた。さらに、低酸素CM は IL-1β、
IL-6、CXCL-1、およびCXCL-2 の発現量を抑制した。これにより、マクロファージお

よび好中球の活性が抑制されたことが示唆され（Uchida et al., 2010; Sindrilaru and 
Sharffetter-Kochanek, 2013）、羊膜由来間葉系幹細胞のCM が糖尿病性潰瘍に対して抗

炎症効果を及ぼすことが確認された。しかしながら、CM がマクロファージと好中球

の浸潤を抑制したのと反対に、T 細胞の浸潤は増強した。この結果により、CM は急

性炎症を抑制し、創傷治癒の次段階への移行を促進することで創傷治癒を改善する可

能性が考えられた。今回は、第二章の結果を元に、術後 9日目の組織のみを比較した。

糖尿病マウスの創傷治癒過程における炎症の経過に関して、継時的な検索が望まれる。 
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3.4.5 非糖尿病マウスにおける羊膜由来間葉系幹細胞 CMの創傷治癒効果 
 本研究では、非糖尿病マウスについても、羊膜由来間葉系幹細胞の創傷治癒効果の

検討を行った。CM 外用により、創閉鎖および血管新生の促進が認められ、羊膜由来

間葉系幹細胞を創部に移植した研究と同様の結果が得られた（Tuca et al., 2016）。し

かし、糖尿病マウスと異なり、酸素濃度による効果の差は見られなかった。また、表

皮基底細胞の増殖、炎症細胞の浸潤、炎症系サイトカインのmRNA 発現については、

一定の傾向が見られず、非糖尿病マウスにおいては、血管新生が、CM による創傷治

癒促進の主な機序であることが示唆された。非糖尿病マウスでは、正常な創傷治癒が

保たれているため、創傷治癒過程が障害された糖尿病マウスとは、間葉系幹細胞の影

響が異なる可能性も考えられる。しかし、他組織由来の間葉系幹細胞では、非糖尿病

動物モデルにおいて上皮化の促進および炎症の抑制による創閉鎖の促進が報告されて

いる。Wu et al. (2007)は、骨髄由来間葉系幹細胞をマウスの皮膚潰瘍に移植し、上皮の

伸展が加速することを示した。また、臍帯由来間葉系幹細胞はラットの皮膚潰瘍にお

いて、炎症細胞数および IL-1 やTNF-αなどの炎症性サイトカインの発現が減少した

（Liu et al., 2014)。由来する組織によって、間葉系幹細胞の創傷治癒効果は異なる可能

性が考えられるが、羊膜由来間葉系幹細胞を用いた創傷治癒の研究はまだ少数であり、

さらなる検証が望まれる。 
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4 総括および結論 

 
4.1 本研究から得られた新知見 
 第一章 
・ 低酸素培養は、羊膜由来間葉系幹細胞のVEGF-A のmRNA 発現およびVEGF-A、

b-FGF の分泌を促進することが推測された。 
・ コラーゲンゲルで羊膜由来間葉系幹細胞の 3 次元培養を行い、細胞含有ゲルを作

製した。 
・ 羊膜由来間葉系幹細胞の CM にカルボキシメチルセルロースを 5-7%の濃度で混

合し、CM ゲルを作製した。 
 
 第二章 
・ ICR マウスにストレプトゾトシンを 40 mg/kg の 5 日間連続投与あるいは 150-180 

mg/kg 単回投与を行うことで、糖尿病を誘発することができた。 
・ 糖尿病マウスにおける創傷治癒モデルを作成した。 
・ 羊膜由来間葉系幹細胞あるいはそのCM を用いて作製したゲルは、マウスの創傷

治癒を促進する傾向があった。 
 
 第三章 
・ 低酸素培養して得られた羊膜由来間葉系幹細胞のCM は、糖尿病マウスの創閉鎖

を促進した。 
・ 低酸素CM は、創部の血管新生および上皮化を促進した。 
・ 低酸素CM は、マクロファージおよび好中球浸潤、ならびに炎症性サイトカイン

のmRNA 発現量を抑制した。 
 

4.2 新知見の意義 
 第一章において、羊膜由来間葉系幹細胞を低酸素培養して得られたCM は、正常酸

素CM に比べ、創傷治癒をより促進する可能性が示唆された。外用ゲルを作製するこ

とにより、糖尿病マウスの皮膚潰瘍に対し、羊膜由来間葉系幹細胞およびそのCM の

治療効果を検討する一方法を確立した。 
 第二章において、マウスを用いた糖尿病性潰瘍治療における羊膜由来間葉系幹細胞

外用モデルを確立することで、第三章にて外用ゲルの治療効果を検証することが可能

となった。 
 これまで創傷治癒に関して、骨髄や脂肪組織など、他組織由来の間葉系幹細胞を用
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いた研究は多くなされてきた。本研究では、第三章において、羊膜由来間葉系幹細胞

が糖尿病マウスの皮膚潰瘍に対して高い治療効果を持つことを示した。成人組織由来

のものと異なり、羊膜由来間葉系幹細胞は、ドナーの侵襲なく大量に採取可能であり、

安全に他家移植もできるため、臨床応用に望ましい細胞資源と思われる。また、細胞

そのものではなく、細胞が分泌した生理活性物質を含有するCM ゲルを外用するとい

う方法は、作製過程も含め非常に簡便であり、臨床では外来治療などでも起用しやす

いと考える。 
 
4.3 今後の展開 
 まずは、羊膜由来間葉系幹細胞が皮膚潰瘍の炎症に及ぼす影響について、さらなる

検討が望まれる。今回は炎症細胞の浸潤について評価したが、マクロファージに関し

ては、浸潤に加え、極性化が炎症の抑制に重要な役割を果たすことが近年注目されて

いる。活性化されたマクロファージは、炎症性のM1 タイプまたは抗炎症性M2 タイ

プに極性化する（Lucas et al., 2010; Mantovani et al., 2013）。骨髄由来間葉系幹細胞

を非糖尿病マウスに移植すると、潰瘍組織のM2マクロファージの比率が高まる（He 
et al., 2019）。羊膜由来間葉系幹細胞が糖尿病性潰瘍のマクロファージ極性化に影響

を与えるか否か、さらなる検討を要する。 
 また、羊膜由来間葉系幹細胞を用いた、他の難治性皮膚潰瘍の治療法の開発も期待

される。難治性皮膚潰瘍には、糖尿病性足潰瘍をはじめとし、虚血性潰瘍、静脈鬱滞

性潰瘍、褥瘡、熱傷、放射線潰瘍、膠原病・血管炎に伴う皮膚潰瘍など様々な慢性創

傷が含まれる（Eming et al., 2014; 神林ら, 2016）。それぞれ原因は異なるが、背景には

血管障害、慢性炎症、増殖因子の産生不全など、糖尿病足潰瘍と共通する病態も認め

られる。糖尿病モデルにおける羊膜由来間葉系幹細胞の創傷治癒効果およびその機序

を解明することで、その他の難治性皮膚潰瘍に対する新しい治療法の確立にも繋がる

と考える。また、これらの難治性皮膚潰瘍は、遷延する感染を伴うことも多く、さら

に治療を困難にする（Larouche et al., 2018）。近年では間葉系幹細胞が感染を抑制する

ことが報告されており（Harman et al., 2017）、羊膜由来間葉系幹細胞についても、創部

感染に対する影響の検証が望まれる。 
 
4.4 今後の課題 
 本研究では、羊膜由来間葉系幹細胞が糖尿病マウスにおける皮膚潰瘍に対し治癒促

進作用を発揮することを明らかにし、糖尿病足潰瘍の新たな治療法となる可能性を示

した。投与の手法として外用法を採用することで、外来治療にも適応を広げることが

可能になると考えられる。しかし、臨床応用に至るまでには課題が残る。 
まずは、羊膜由来間葉系幹細胞のCM に含まれる生理活性物質について、さらなる
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解析が必要である。詳細な成分解析と、有効成分の解明、またそれらの作用機序を明

らかにすることで、安全性の検証や副作用の予防などにもつながると思われる。 
また、羊膜由来間葉系幹細胞の創傷治癒効果について、骨髄や脂肪など、他組織由

来の間葉系幹細胞との比較も行うべきである。羊膜には、採取の安全性という大きな

利点があるが、最低でも他組織と同等の効果が認められることが、臨床応用する上で

重要となると思われる。 
そして、羊膜由来間葉系幹細胞を外用するための媒体について、さらなる検討が必

要である。外用剤は主成分を混合する基剤によっても、その効果に差が生じる。今回

CM ゲルに用いたカルボキシメチルセルロースは、低コストであり、すでに安全性が

確立され、キシロカインゼリーの基剤などとして臨床でも用いられている。消化器内

科学教室では、カルボキシメチルセルロースを用いたCM ゲルの消化器疾患に対する

有効性を認めている（Mizushima et al., 2017; Tsuda et al., 2018）。本研究でもその有効性

を認めたが、皮膚潰瘍に対する外用剤として、さらに適した基剤の有無について検索

を要する。 
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