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緒  言 

近年、臓器障害の修復や、難治性疾患に対する再生医療が世界中で注目されるよう

になってきており、その中で幹細胞を用いた細胞治療は新規の治療として期待されて

いる。胚性幹細胞(ES細胞; embryonic stem cell)や人工多能性幹細胞(iPS細胞; induced 
pluripotent stem cell)とともに、間葉系幹細胞(MSC; mesenchymal stem cell)は新しい

再生医療材料としてよく知られた存在である。MSC は非造血系の未分化細胞であり、

自己複製能を有し、骨細胞、軟骨細胞、脂肪細胞といった系統への分化能を持った体

性幹細胞であり 1,2、骨髄や脂肪組織に存在する間葉系幹細胞は有用な細胞ソースとし

て様々な研究がなされている 3,4。MSC はその多分化能から、組織再生療法への応用

を期待され、国内外で臨床研究が盛んに行われているが、最近では増殖因子や抗炎症

因子の産生によって障害を受けた組織の再生を促す能力にも注目が集まっている 5,6,7。 
MSC は間葉系組織に存在していると考えられており 2、再生医療材料としては骨髄

由来 MSC が多用されている。しかしながら、骨髄採取を行う場合、身体への侵襲を

伴い、一度の採取で得られる細胞数は少量であることから、移植に必要な細胞数を確

保するには一定の培養期間を要する。さらに MSC の増殖能は加齢に伴い低下するこ

とが報告されており 8,9、ドナーが高齢であった場合や、また様々な疾患を持った患者

から採取する場合などは、治療に必要な量の質の高い細胞を獲得することは難しく、

細胞治療において障害となる可能性がある。これらの問題点は脂肪細胞由来 MSC も

同様である。 
そこで新たな細胞ソースとして羊膜に注目した。胎児を包む卵膜は、羊膜と絨毛膜

から構成されている。受精後着床した胚盤胞に含まれる内部細胞塊に由来する羊膜芽

細胞から羊膜は形成される 10。ヒト羊膜には非常に豊富な MSC が含まれていること

が知られ 11,12、より若い細胞を大量に獲得できるという利点を持っている。また卵膜

そのものは医療廃棄物として出産後に廃棄されてしまうことから、倫理的問題を軽減

できると考えられる。さらに羊膜は造血細胞や血管が少なく細胞成分が均一であり、

膜状構造であるため酵素を用いて容易に MSC を分離出来るメリットを持つ。よって

羊膜は新たな細胞ソースとして期待されている。実際、羊膜由来 MSC (AMSC; 
amnion-derived MSC)は、下肢虚血モデル 13、心筋炎モデル 14,15、糸球体腎炎モデル
16、腎虚血再灌流障害モデル 17など、様々な疾患のラットモデルにおいて、血管新生

促進や抗炎症効果を発揮することで病態を改善させることが明らかとなってきた。  
本研究では、炎症性腸疾患を治療対象疾患として想定し、とりわけクローン病に注

目した。 
炎症性腸疾患(IBD; inflammatory bowel disease)は、世界中で増加傾向にある疾患で

あり、潰瘍性大腸炎とクローン病に大別される 18-20。歴史的には、潰瘍性大腸炎は 1875
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年、英国の Wilks らによる報告が初めとされ、本邦では 1928 年に報告された 21。ク

ローン病は 1932 年に米国の Crohn らにより報告され、本邦では 1970 年代以降急激

に増加してきた。潰瘍性大腸炎は 1975 年、クローン病は 1976 年より難病として厚生

労働省の特定疾患治療研究対象に指定されている。 
クローン病は、口腔から肛門にいたるまでの消化管のどの部位にも炎症や潰瘍を引

き起こし、腹痛や下痢、血便、体重減少などを生じさせる疾患である 22。病態は消化

管に限らず関節症状や皮膚症状、眼症状、難病である原発性硬化性胆管炎を合併する

ことが知られている。これまでクローン病の原因として様々なものが考えられてきた

が、常在菌に対する自然免疫の制御機構の破綻が大きく関わっていると想定され、腸

内細菌抗原による Toll-like receptor を介した慢性的な刺激や、機能喪失型の

nucleotide-binding-oligomerisation-domain の変異、TH17 細胞の過剰誘導などが関与

していると考えられている 23。若年層での発症が顕著で、欧米先進国での患者数が圧

倒的に多い疾患であったが、稀な疾患として認識していた本邦においても増加の一途

をたどっている。 
 
＜本邦におけるクローン病患者の医療受給者証交付件数の推移＞ 
公益財団法人 難病医学研究財団難病情報センター ホームページより抜粋 

 
 

クローン病の治療は、mesalazine の内服のほか、重症度に合わせて prednisone、
azathioprine、methotrexate、mercaptopurine といった免疫調整薬を用いて治療するこ

とが一般的である 24。栄養療法の有効性も報告され、重要な治療の一環として位置づ

けられている 25-27。さらにTNF inhibitorが登場し、クローン病治療は劇的に変化した。

キメラ型抗 TNF- 抗体は、1999 年に米国で承認され、2002 年には本邦において承認

された抗体医薬品であり、現在では完全ヒト型抗 TNF- 抗体も開発され、多くの IBD
患者に使用されている。この抗 TNF- 抗体を使用した数々の臨床試験では、臨床的・
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内視鏡的寛解維持効果や術後再発の予防効果などが報告され 28-31、抗体療法の登場に

よって治療が大きく変化した。しかしながら、抗 TNF- 抗体を用いた寛解導入療法は、

約 1/3 の患者に対して奏功しないとの報告があり 32、たとえ寛解導入に至っても、そ

の患者の約 30～50%が維持療法継続中に効果減弱をきたすといった問題も存在する
33-35。現行の治療に奏功しない重症例では、腸管切除や腸瘻増設術といった外科的治

療が必要とされる 24。したがって、現在の限られた治療薬の中で効果を最大限持続さ

せる投与法の検討だけでなく、新規治療薬の開発が模索されている。 
最近、重症でかつ上記治療に抵抗性のクローン病患者に対する、自己の MSC や健

常人から提供を受けた同種の MSC を用いた細胞治療の成果が数多く報告され 36,37、

奏功した患者は外科的治療の回避や臨床症状の改善が確認されている。 
 

＜クローン病に対して行われている間葉系幹細胞を用いた細胞治療＞ 
米国臨床試験登録システム(www.clinicaltrials.gov from National Institutes of Health)よ
り引用し改変 

 
 

そこで本研究では、羊膜を新たな細胞ソースとした MSC 治療の臨床応用を目標と

して、ラット重症腸炎モデルに対するAMSC 投与の効果を検討し、さらに病態改善の

メカニズムやAMSC の抗炎症効果の機序を明らかにすることを目的とした。 
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略 語 表 

AMSC：Amnion-derived mesenchymal stem cell 
ANOVA：Analysis of variance 
APC：Allophycocyanin 
BSA：Bovine serum albumin 
CD：Cluster of differentiation 
CM：Conditioned medium 
COX-2：Cyclooxygenase-2 
CXCL：Chemokine(C-X-C motif) ligand 
DAI：Disease activity index 
DAPI：4′,6-diamidino-2-phenylindole 
D-MEM：Dulbecco’s modified Eagle Medium 
DNA：Deoxyribonucleic acid 
DSS：Dextran sulfate sodium 
EDTA：Ethylenediaminetetraacetic acid 
ELISA：Enzyme-linked Immunosorbent assay 
FACS：Fluorescence activated cell sorter 
FBS：Fetal bovine serum 
FITC：Fluorescine isothiocyanate 
GVHD：Graft-versus-host disease 
HE：Hematoxylin and eosin 
HLA：Human leukocyte antigen 
IBD：Inflammatory bowel disease 
IFN：Interferon 
IL：Interleukin 
LPS：lipopolysaccharide 
M.W.：Molecular weight 
MCP：Monocyte chemotactic protein 
MEM：Minimal essential medium 
MIF：Macrophage migration inhibitory factor 
MPO：Myeloperoxidase 
MSC：Mesenchymal stem cell 
PBS：Phosphate-buffered saline 
PE：Phycoerythrin 
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PGE2：Prostaglandin E2 
PVDF：P polyvinylidene difluoride 
RNA：Ribonucleic acid 
RT-PCR：Reverse-transcription polymerase chain reaction 
SD：Sprague-Dawley 
SDS-PAGE：Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis 
TBS：Tris-buffered saline 
TLR：Toll like receptor 
TNF：Tumor necrosis factor 
 



- 7 - 

実験方法 

1. 羊膜由来間葉系幹細胞の分離･培養 
試薬及び材料 
collagenase type III   (Worthington Biochemical Corporation, Lakewood, NJ, USA) 
FBS                         (Life Technologies, Carlsbad, MD, USA) 
MEM-alpha                                     (Life Technologies) 
PBS                            (Life Technologies) 
penicillin             (Wako Pure Chemical Industries, Osaka, Japan) 
streptomycin                  (Wako Pure Chemical Industries) 
0.5% trypsin–EDTA                     (Life Technologies) 
 

卵膜の採取は北海道大学大学院医学研究科および札幌天使病院における倫理委員会

の承認を得て行った｡また卵膜を提供していただいた全ての妊婦の同意を得て行った｡ 
帝王切開で胎児を娩出後､卵膜を剪刃で 5 cm 四方に切り､用手的に羊膜と絨毛膜に

分けた｡羊膜をPBS で洗浄後､collagenase type III(200 U/ml)を添加し 37°C 下で 1 時

間振盪することで結合組織を消化し細胞を分離した｡10 FBS･penicillin(100 U/ml)･
streptomycin(100 mg/ml)を添加した MEM-alpha を用いて 15cm uncoated plastic dish
に播種し､室温37°C･湿度95%･5%二酸化炭素濃度下で培養を行った｡プラスチック接

着細胞が 80%コンフルエントになるまで､3-4 日おきに MEM-alpha を交換し､接着し

ていない浮遊細胞を除いた｡継代は0.5% trypsin–EDTAを用いて接着細胞を剥離し､新

たな培養皿に 6.8 × 103 cells/cm2の濃度で播種し培養を継続した｡ 
 
 
 

2. 動物 
メーカーより以下の実験動物を購入した｡ 

8週齢雄SDラット                   (Japan SLC , Hamamatsu, Japan) 
 

実験プロトコールは「国立大学法人北海道大学動物実験に関する規程」に則り、北

海道大学動物実験委員会の承認を得た｡ 
SD ラットを室温 24°C に維持された､12 時間明期-12 時間暗期の明暗サイクルの飼

育環境のもと不断給餌下で､1 ケージあたり 1 匹のラットを飼育した｡ 
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3. DSS 誘発重症腸炎ラットモデルの作製と評価 
試薬及び材料 
DSS          (M.W. = 36,000–50,000; MP Biomedicals, Solon, OH, USA) 
 

重症腸炎は､市販のミネラルウォーターにDSSを8%濃度で溶解し､Day0からDay5
にかけてラットに自由飲水させる形で経口投与し作製した｡腸炎の疾患活動性(DAI) 
の評価は､｢体重の低下｣｢便の性状｣｢血便｣の 3 項目で行い､毎日測定した｡DAI は 3 項

目の総和で示され(point scale：0-12)、過去に論文で報告された scoring system にも

とづいて決定された 38｡ 
 
Disease activity index 

Score Rectal bleeding Stool consistency Weight loss 

0 Normal Normal None 

1   1-5% 

2 Slight bleeding Loose stools 5-10% 

3   10-20% 

4 Gross bleeding Watery diarrhea >20% 
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4. DSS 誘発腸炎ラットモデルを用いた実験プロトコール 
ラットを以下 3 群に分けて検討を行った｡ 

｢①コントロール群(n=6)｣｢②DSS 誘発腸炎ラット群(n=8)｣｢③DSS 誘発腸炎ラット・

AMSC 投与群(n=8)｣ 
① :ミネラルウォーターを与え､day1 に陰茎静脈よりPBS 200 μl を投与した｡ 
② :8%DSS 溶液を与え､day1 に陰茎静脈よりPBS 200 μl を投与した｡ 
③ :8%DSS溶液を与え､day1に陰茎静脈よりAMSC 1 106 個を浮遊させたPBS 200 

μl を投与した｡ 
Day5 に全てのラットを屠殺し､採血と腸管の採取を行った (下図)｡ 

    
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Day 0 

Sacrifice 

Day 5 Day 1  

AMSC 1×10
6
 cells) 静脈投与 

DSS 経口投与 Day 0-5  
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5. ヒト羊膜由来間葉系幹細胞の脂肪細胞･骨細胞への分化誘導 
5-1 脂肪分化誘導 
試薬及び材料 
FBS                                  (Life Technologies) 
hMSC Mesenchymal Stem Cell Adipogenic Differentiation Medium 

 (Lonza, Basel, Switzerland) 
MEM-alpha                                   (Life Technologies) 
Oil Red O                                   (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 
PBS                            (Life Technologies) 
penicillin                    (Wako Pure Chemical Industries) 
streptomycin                  (Wako Pure Chemical Industries) 
2-propanol                                     (Wako Pure Chemical Industries) 
4% paraformaldehyde phosphate buffer solution   (Wako Pure Chemical Industries) 
 

2 継代目の AMSC を 6-well plate に播種し､10% FBS･penicillin (100 U/ml)･
streptomycin (100 mg/ml)を添加したMEM-alpha を用いて 80%-90% confluent になる

まで培養し､その後 PBS で洗浄後､分化誘導培地 hMSC Mesenchymal Stem Cell 
Adipogenic Differentiation Mediumで培養を行った｡3日おきに分化誘導培地を交換し､

誘導開始 3 週間後にOil Red O 染色液で染色し観察を行った｡ 
各 well をPBS で洗浄後､4% paraformaldehyde phosphate buffer solution を用いて

4°C 下で 60 分間浸漬した｡PBS で洗浄後 60% 2-propanol で 1 分間浸漬し､Oil Red O
染色液を用いて室温下で20分間浸漬した｡60% 2-propanolで洗浄後､PBSで洗浄を行

い､PBS を浸漬した well を光学顕微鏡 IX70 (Olympus, Tokyo, Japan)で観察した｡ 
 

※Oil Red O 染色液作製 
Oil Red O 75 mg を 25 ml の 100% 2-propanol に溶解し､distilled water を用いて 60%
濃度に希釈し作製した｡ 
 
 
 

5-2 骨分化誘導 
試薬及び材料 
Alizarin Red S                                                 (Sigma-Aldrich) 
FBS                                                       (Life Technologies) 
hMSC Mesenchymal Stem Cell Osteogenic Differentiation Medium          (Lonza) 
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MEM-alpha                                                (Life Technologies) 
PBS                                             (Life Technologies) 
penicillin                                       (Wako Pure Chemical Industries) 
streptomycin                                   (Wako Pure Chemical Industries) 
2-propanol                                     (Wako Pure Chemical Industries) 
4% paraformaldehyde phosphate buffer solution   (Wako Pure Chemical Industries) 
 

5 継代目の AMSC を 6-well plate に播種し､10% FBS･penicillin (100 U/ml)･
streptomycin (100 mg/ml)を添加したMEM-alpha を用いて 80%-90% confluent にな

るまで培養し､その後 PBS で洗浄後､分化誘導培地 hMSC Mesenchymal Stem Cell 
Osteogenic Differentiation Medium で培養を行った｡3 日おきに分化誘導培地を交換し､

誘導開始 2 週間後にAlizarin Red S 染色液で染色し観察を行った｡ 
各 well をPBS で洗浄後､4% paraformaldehyde phosphate buffer solution を用いて

4°C 下で 30 分間浸漬した｡PBS で洗浄後､Alizarin Red S 染色液を用いて室温下で 10
分間浸漬した｡PBS で洗浄を行い､PBS を浸漬した well を光学顕微鏡 IX70 で観察し

た｡ 
 

※Alizarin Red S 染色液作製 
Alizarin Red S 3.5 g を distilled water 25 ml に溶解し､1,500rpm で 3 分間遠心後､その

上清を回収し作製した｡ 
 
 
 

6. Flow Cytometry法による AMSC の表面抗原解析 
緩衝液の組成 
FACS Buffer                   0.5% BSA+0.05% NaN3/PBS (-) 

試薬及び材料 
0.5% trypsin–EDTA                             (Life Technologies) 
FBS                                                       (Life Technologies) 
MEM-alpha                                                (Life Technologies) 
PBS                                            (Life Technologies) 
penicillin                                       (Wako Pure Chemical Industries) 
streptomycin                                   (Wako Pure Chemical Industries) 
抗体 
APC mouse anti-human CD73 抗体                 (BD, Franklin Lakes, NJ, USA) 
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FITC mouse anti-human CD90 抗体                                        (BD)         
PE mouse anti-human CD44 抗体                              (BD)       
PerCP-Cy5.5 mouse anti-human CD105 抗体                               (BD) 
PE hMSC negative cocktail                                               (BD) 
  CD34 PE  
  CD11b PE 

CD19 PE 
CD45 PE 
HLA-DR PE 

 
AMSC を培養している培養皿をPBS で洗浄後､0.5% trypsin–EDTA を添加し､37°C

下で 3 分間 incubate し､10% FBS･penicillin (100 U/ml)･streptomycin (100 mg/ml)を添

加した MEM-alpha を加え､trypsin を不活性化させた｡その懸濁液を 1,500 rpm で 3 分

間遠心し､上清を吸引除去し FACS buffer で洗浄した｡濃度が 1× 107 cells/ml になるよ

う FACS buffer で調整し､microtube に 100 l ずつ分注した。抗体を各microtube に加

え、室温､暗条件で 30 分間培養した後､FACS buffer 500 l で 2 度洗浄し､FACS buffer 
300 l で再懸濁し､flow cytometer (FACS Canto II, BD)を用いて解析した｡ 
上記抗体を以下の希釈濃度で使用した｡ 

CD73 (dilution, 1:20) 
CD90 (dilution, 1:20) 
CD44 (dilution, 1:20) 
CD105 (dilution, 1:20) 
negative cocktail (dilution, 1:5) 
 

参照) 
MSC の基準 (抜粋) 39 
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7. ラット腸管の病理組織学的評価 
7-1. HE 染色 
試薬及び材料 
formaldehyde saline                             (Wako Pure Chemical Industries) 
HE                                            (Wako Pure Chemical Industries) 
PBS                                            (Life Technologies) 
 

プロトコールに則り､全てのラットを Day5 に屠殺し､盲腸から肛門に至る腸管を摘

出し､長径を計測した｡肛門より 4cm 口側までの腸管を切離し、それを垂直方向に切開

しPBS で洗浄した｡ゴム板を伸展板として腸管を不錆針を用いて伸展･固定した｡その

検体を40 g/l formaldehyde salineで固定､paraffinで包埋し､薄切し5 μm厚の切片を作

成した｡HEを用いて染色後､independent observerに病理組織学的評価を依頼した｡評

価方法は以下 parameter の総計(A)に percentage involvement の scale で掛けたもの

(40-point scale)とした 40-42｡ 
 

parameter 
 

inflammation severity 0-3 

inflammation extent 0-3 

crypt damage 0-4 

amount of points A (0-10) 
 
 
 

7-2. 免疫染色 
抗体 
anti-rat CD68 monoclonal antibody       (AbD Serotec, Kidlington, United Kingdom) 
anti-rat CD163 monoclonal antibody                               (AbD Serotec) 
anti-rat CD3 antibody                                                     (BD) 
anti-myeloperoxidase antibody              (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) 
 

monocytes/macrophages､neutrophils､T lymphocytes の腸管への浸潤を評価するた

めに免疫染色を行った｡腸管の未染切片を上記試薬で浸し 40 分間静置して染色した｡ 
CD68 は炎症性 M1 monocytes/macrophages の、CD163 は抗炎症性 M2 

monocytes/macrophagesの、CD3はT lymphocytesの代表的な表面マーカーである。 

percentage 
involvement  
0%–25% 1 

25%–50% 2 

50%–75% 3 

75%–100% 4 
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MPO は neutrophils に多く存在する蛋白の一つとして知られている。 
光学顕微鏡BX50 (Olympus)を用いて、検体 1 つあたり low power field で 10 視野中

の陽性細胞浸潤数を計測した。 
各試薬は以下希釈濃度で使用した｡ 

CD68 (dilution, 1:5) 
CD163 (dilution, 1:150) 
CD3 (dilution, 1:50) 
myeloperoxidase (dilution, 1:300) 
 
 
 

8. ラット腸管からの RNA抽出､逆転写､定量的 RT-PCR 
試薬及び材料 
2-mercaptoethanol                              (Wako Pure Chemical Industries) 
PBS                                             (Life Technologies) 
Platinum SYBR Green qPCR SuperMix-UDG with ROX 

(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) 
QuantiTect Reverse Transcription Kit                              (Qiagen) 
RNase free water                                  (Millipore, Bedford, MA, USA) 
RNeasy Mini Kit                                      (Qiagen, Hilden, Germany) 
  
伸展板に固定したラット腸管の一部を再度メスを用いて垂直方向に切離し､RNA 用

の検体を採取した｡ 
RNAの抽出は､RNeasy Mini Kitを用いて以下の方法で行った｡検体をPBSで洗浄後､

Buffer RLT 600 μl･2-mercaptoethanol 6 μl･5.0 mm ジルコニアビーズを加えた 2.0 ml
破砕用 tubeに検体を入れ､ビーズクラッシャー(μT-01, TITEC, Koshigaya, Japan)を用

いて腸管組織を破砕した｡15,000rpm で 3 分間遠心し､上清を microtube に移し､70% 
ethanol 600 μl を加えピペッティングにより混和した｡700 μl のサンプルを 2 ml 
collection tube中にセットしたRNeasyスピンカラムにアプライし､8,000gで 15秒間

遠心し､ろ液を廃棄した｡700 μl の Buffer RW1 を RNeasy スピンカラムに添加し､

8,000gで15秒間遠心し､ろ液を廃棄した｡500 μlのBuffer RPEをRNeasyスピンカラ

ムに添加し 8,000g で 15 秒間遠心し､ろ液を廃棄し､同作業を計 2 度行った｡RNeasy
スピンカラムを新しいmicrotube にセット後､40 μl のRNase free water を直接スピン

カラム･メンブレンに添加し､8,000g で 1 分間遠心し､RNA を含む溶出液を回収した｡ 
濃度測定は､分光高度計(Nano Drop 2000, Thermo Scientific)を用いて行った｡ 
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逆転写の過程はQuantiTect Reverse Transcription Kitを用いて以下手法にて行った｡ 
gDNA Wipeout Buffer 4 μl･RNA サンプル 2 μg･RNase free water がトータル 28 μl に
なるように調整し､42°C で 2 分間インキュベートし､氷上で冷却した｡Quantiscript 
Reverse Transcriptase 2 μl･Quantiscript RT Buffer 8 μl･RT Primer Mix 2μl を加え､

42°C で 2 分間インキュベートし､Quantiscript Reverse Transcriptase を不活性化する

ために 95°C で 3 分間インキュベートした｡ 
200 μl microcentrifuge tube に､Platinum SYBR Green qPCR SuperMix-UDG with 

ROX 25 μl･Forward primer 1 μl･Reverse primer 1 μl･total RNA 1 μg を加え､トータル

50 μlになるようRNase free waterで調整した｡50°C 2分間､95°C 2分間の後､95 °C 15
秒間･60°C 30 秒間を 40 サイクルの条件にて､7700 Sequence Detector (Applied 
Biosystems, Foster City, CA, USA)を用いて定量的 RT-PCR を行った｡遺伝子発現レベ

ルは β-actin を内在性コントロールとして用いて､comparative threshold cycle (ddCt) 
method で計算した｡データは Sequence Detection Systems software (Applied 
Biosystems)を用いて解析した｡使用した primer は全て Qiagen 社より以下を購入し

た｡ 

β-actin Rn_Actb_1_SG QuantiTect Primer Assay 

TNF-  Rn_Tnf_1_SG QuantiTect Primer Assay 

IL-1b Rn_Ilb_1_SG QuantiTect Primer Assay 

MIF Rn_Mif_1_SG QuantiTect Primer Assay 

IL-6 Rn_Il-6_1_SG QuantiTect Primer Assay 

MCP-1 Rn_Ccl2_1_SG QuantiTect Primer Assay 

CXCL-1 Rn_Cxcl1_1_SG QuantiTect Primer Assay 

CXCL-2  Rn_Cxcl2_1_SG QuantiTect Primer Assay 

IFN-g Rn_Ifn-g_SG QuantiTect Primer Assay 

 
 
 

9. ラット血清中の MCP-1 の測定 
試薬及び材料 

Quantikine ELISA Kit                      (R D Systems, Minneapolis, MN, USA) 
  

ラットの屠殺時に､下大静脈より採血行った｡採血スピッツを 3,000rpm で 5 分間遠
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心し､血清を分離した｡ 
ラット血清中のMCP-1濃度は､Quantikine ELISA Kitを使用し､以下手法にて行った｡

ラット血清は､Calibrator Diluent RD5-3 を用いて 4 倍に希釈して使用した｡microplate
の各 well にAssay Diluent RD1W 50 μl を加え､希釈したラット血清 50 μl を加え､1 分

間タッピングにて混和し､plate cover をして室温下で 2 時間静置した｡各 well あたり

Wash Buffer 400 μlを用いて 5回洗浄した｡Mouse JE/MCP-1 Conjugate 100 μl を加え､

plate coverをして室温下で 2時間静置した｡再び､Wash Buffer を用いて5回洗浄した｡

Substrate Solution 100 μl を加え､暗条件室温下で 30 分間静置した｡Stop Solution 100 
μlを加えた後､450 nm における吸光度をGloMax -Multi Detection System (Promega, 
Fitchburg, WI, USA)を用いて測定した｡ 
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10. AMSC から得られる馴化培地(CM)の作製 
試薬及び材料 
FBS                                                       (Life Technologies) 
MEM-alpha                                                (Life Technologies) 
PBS                                             (Life Technologies) 
penicillin                                       (Wako Pure Chemical Industries) 
streptomycin                                   (Wako Pure Chemical Industries) 

 
10%FBS･penicillin(100 U/ml)･streptomycin(100 mg/ml)を添加したMEM-alpha を用

いて、AMSC を 15cm uncoated plastic dish に播種し､室温 37°C･湿度 95%･5%二酸化

炭素濃度下で培養を行った。80%コンフルエントになった時に、上清を除去し PBS
で 2 度洗浄後、無血清の MEM-alpha 20 ml で 48 時間培養し、回収したものを CM と

し下記実験で使用した。 

 
 
 
11. macrophage に対する AMSC の抗炎症効果の検討 
11-1 AMSC との共培養での検討 
細胞 
RAW264.7 細胞                                                 
(immortalized murine macrophage cell, American Type Tissue Collection, Manassas,              

VA, USA) 

試薬及び材料 
D-MEM                   (Wako Pure Chemical Industries) 
FBS                                                       (Life Technologies) 
PBS                                             (Life Technologies) 
LPS                                                          (Sigma-Aldrich) 

 
 6-well plate に RAW264.7 細胞 4 × 105 cells/well の細胞濃度で播種し､同時に

RAW264.7 の 1/10 量(4× 104 cells/well) もしくは 1/5 量(8× 104 cells/well) を播種し、

10%FBS を添加した D-MEM で 24 時間培養した。PBS で洗浄後、無血清の D-MEM
に交換した。LPS 100 ng/ml を添加し 24 時間後の上清を回収し、RAW264.7 細胞の

mRNA を抽出した。Control は LPS で刺激しない群として設定した。mRNA は定量

RT-PCR にて、上清はELISA 法にて検討した。 
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11-1-1 定量 RT-PCR 
試薬及び材料 
PBS                                             (Life Technologies) 
Platinum SYBR Green qPCR SuperMix-UDG with ROX                 (Invitrogen) 
QuantiTect Reverse Transcription Kit                                   (Qiagen) 
RNase free water                                                   (Millipore) 
RNeasy Mini Kit                                                      (Qiagen) 

 
RNAの抽出は､RNeasy Mini Kitを用いて以下の方法で行った｡培養液を吸引除去し、

PBS で洗浄後､Buffer RLT 350 μl を添加し、ゴム製の cell scraper (Corning)で細胞ライ

セートを回収した。RNase free のシリンジに取り付けた 20G の注射針にライセート

を 5 回通した。70% Ethanol 350 μl を加え、ピペッティングにより混和した｡700 μl
のサンプルを 2 ml collection tube 中にセットしたRNeasy スピンカラムにアプライし､

8,000g で 15 秒間遠心し､ろ液を廃棄した｡700 μl のBuffer RW1 をRNeasy スピンカ

ラムに添加し､8,000g で 15 秒間遠心し､ろ液を廃棄した｡500 μl の Buffer RPE を

RNeasy スピンカラムに添加し 8,000g で 15 秒間遠心し､ろ液を廃棄し､同作業を計 2
度行った｡RNeasy スピンカラムを新しい microtube にセット後､40 μl の RNase free 
water を直接スピンカラム･メンブレンに添加し､8,000g で 1 分間遠心し､RNA を含む

溶出液を回収した｡ 
濃度測定は､分光高度計(Nano Drop 2000, Thermo Scientific)を用いて行った｡ 
逆転写の過程はQuantiTect Reverse Transcription Kitを用いて以下手法にて行った｡ 

gDNA Wipeout Buffer 4 μl･RNA サンプル 2 μg･RNase free water がトータル 28 μl に
なるように調整し､42°C で 2 分間インキュベートし､氷上で冷却した｡Quantiscript 
Reverse Transcriptase 2 μl･Quantiscript RT Buffer 8 μl･RT Primer Mix 2 μl を加え､

42°C で 2 分間インキュベートし､Quantiscript Reverse Transcriptase を不活性化する

ために 95°C で 3 分間インキュベートした｡ 
200 μl microcentrifuge tube に､Platinum SYBR Green qPCR SuperMix-UDG with 

ROX 25 μl･Forward primer 1 μl･Reverse primer 1 μl･total RNA 1 μg を加え､トータル

50 μlになるようRNase free waterで調整した｡50°C 2分間､95°C 2分間の後､95 °C 15
秒間･60°C 30 秒間を 40 サイクルの条件にて､7700 Sequence Detector (Applied 
Biosystems)を用いて定量的 RT-PCR を行った｡遺伝子発現レベルは β-actin を内在性

コントロールとして用いて､comparative threshold cycle (ddCt) method で計算した｡

データはSequence Detection Systems software (Applied Biosystems)を用いて解析し

た｡primer は全てQiagen 社より以下を購入して使用した。 
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β-actin Mm_Actb_1_SG QuantiTect Primer Assay 

TNF-  Mm_Tnf_1_SG QuantiTect Primer Assay 

MCP-1 Mm_Ccl2_1_SG QuantiTect Primer Assay 

 
 
 

11-1-2 ELISA法 
試薬及び材料 

Quantikine ELISA Kit Mouse TNF-                               (R D Systems) 
Quantikine ELISA Kit Mouse MCP-1                              (R D Systems) 
 
細胞上清中の RAW264.7 細胞から産生された TNF- と MCP-1 濃度を Quantikine 

ELISA Kit を使用し､以下手法にて測定した｡ 

TNF-  
microplate の各 well にAssay Diluent RD1-63 50 μl と上清 50 μl を加え､1 分間タッ

ピングにて混和し､plate cover をして室温下で 2 時間静置した｡各 well あたり Wash 
Buffer 400 μl を用いて 5 回洗浄した｡Mouse TNF-  Conjugate 100 μl を加え､plate 
cover をして室温下で 2 時間静置した｡再び､Wash Buffer を用いて 5 回洗浄した｡

Substrate Solution 100 μlを加え､暗条件､室温下で30分間静置した｡Stop Solution 100 
μlを加えた後､450 nmにおける吸光度をGloMax -Multi Detection System (Promega)
を用いて測定した｡  
MCP-1 

上清を Calibrator Diluent RD5-3 を用いて 5 倍に希釈して使用した｡microplate の各

wellにAssay Diluent RD1W 50 μlと希釈した上清50 μlを加え､1分間タッピングにて

混和し､plate cover をして室温下で 2 時間静置した｡各 well あたりWash Buffer 400 μl
を用いて 5 回洗浄した｡Mouse MCP-1 Conjugate 100 μl を加え､plate cover をして室

温下で 2 時間静置した｡再び､Wash Buffer を用いて 5 回洗浄した｡Substrate Solution 
100 μlを加え､暗条件､室温下で30分間静置した｡Stop Solution 100 μlを加えた後､450 
nmにおける吸光度をGloMax -Multi Detection System (Promega)を用いて測定した｡  
 
 
 

11-2 CM 添加での検討 
細胞 
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RAW264.7 細胞                       (American Type Tissue Collection) 
試薬及び材料 
D-MEM                   (Wako Pure Chemical Industries) 
FBS                                                       (Life Technologies) 
LPS                                                          (Sigma-Aldrich) 
MEM-alpha                                                (Life Technologies) 
PBS                                                       (Life Technologies) 

 
 6-well plateにRAW264.7細胞8 × 105 cells/wellの細胞濃度で播種し､10%FBSを添

加した D-MEM で 24 時間培養した。上清を吸引除去し PBS で洗浄した。Control 群
と LPS 刺激群は無血清の MEM-alpha に、CM 添加群は上記にて作製した CM に培地

を入れ替えた。続いて LPS 100 ng/ml を添加し 24 時間後に RAW264.7 細胞のmRNA
を抽出した。mRNA は定量的 RT-PCR 法にて検討した。 

 
 
 
11-2-1 定量的 RT-PCR 
試薬及び材料 
PBS                                                       (Life Technologies) 
Platinum SYBR Green qPCR SuperMix-UDG with ROX                 (Invitrogen) 
QuantiTect Reverse Transcription Kit                                   (Qiagen) 
RNase free water                                                   (Millipore) 
RNeasy Mini Kit                                                      (Qiagen) 

 
工程は「実験材料と方法 11-1-1.参照」 

 
 
 

12. 蛍光免疫染色(NF-κB) 
細胞 
RAW264.7 細胞                               (American Type Tissue Collection) 
試薬及び材料 
D-MEM                   (Wako Pure Chemical Industries) 
FBS                                                       (Life Technologies) 
LPS                                                          (Sigma-Aldrich) 
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PBS                                                       (Life Technologies) 
type I collagen-coated 8-chamber slide                                     (BD) 

0.2% Triton X-100                                            MP Biomedicals  
4% paraformaldehyde                           (Wako Pure Chemical Industries) 

抗体 

Alexa Fluor  488-conjugated goat anti-rabbit IgG                      (Invitrogen) 
anti-NF-κB polyclonal antibody       (Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA) 
DAPI                                  (Dojindo Laboratories, Kumamoto, Japan) 

 
 RAW264.7 細胞を type I collagen-coated 8-chamber slide に 1 × 104 cells/chamber
で播種し、10%FBS を添加した D-MEM で 24 時間培養した。上清を吸引除去し、PBS
で洗浄した。CM(実験材料と方法 10.参照)で 3 時間 pre-incubation し、LPS 20 ng/ml
で 60 分間刺激した。上清除去後、4% paraformaldehyde を添加し、4°C で 60 分間静

置した。PBS で洗浄後 0.2% Triton X-100 を加え 15 分間静置することで

Permeabilization を行った。PBS で洗浄後、chamber 内に anti-NF-κB polyclonal 
antibody を添加し、4°C で 60 分間静置した。PBS で洗浄し、Alexa Fluor  
488-conjugated goat anti-rabbit IgG を加え、室温で 60 分間染色した。続いて DAPI
を加え 30 分間染色した。蛍光顕微鏡(BZ-9000, Keyence, Osaka, Japan)を用いて観察

を行った。 
 

各試薬は以下希釈濃度で使用した｡ 

Alexa Fluor  488-conjugated goat anti-rabbit IgG (1:2000) 
anti-NF-κB polyclonal antibody (1:100) 
DAPI (1:2000) 
 
 
 

13. Western Blot Analysis (I B のリン酸化) 
細胞 
HEK293 (RIKEN BRC through the National Bio-Resource Project of the MEXT, Japan) 
HEK293/hTLR4A-MD2-CD14                    (Invivogen, San Diego, CA, USA) 

緩衝液の組成 
TBST                 (TBS with 0.05% Tween 20, Wako Pure Chemical Industries) 
試薬及び材料 
D-MEM                   (Wako Pure Chemical Industries) 
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FBS                                                       (Life Technologies) 
Immobilon Western horse radish peroxidase substrate detection reagents  (Millipore) 
Immobilon-PVDF membrane             (Millipore, Bedford, MA, USA) 
LPS                                                          (Sigma-Aldrich) 
mouse recombinant TNF-α                                      (R&D Systems) 
PBS                                                       (Life Technologies) 
SDS-PAGE               (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) 
TBS                                          (Wako Pure Chemical Industries) 
1×SDS sample buffer                           (Wako Pure Chemical Industries) 
2-mercaptoethanol                              (Wako Pure Chemical Industries) 
5% dried nonfat milk                            (Wako Pure Chemical Industries) 

1 次抗体 

-actin (13E5)                                       (Cell Signaling Technology) 
IκB                                                 (Cell Signaling Technology) 
phospho-IκB (5A5)                                   (Cell Signaling Technology) 
2 次抗体 
peroxidase-labeled rabbit or mouse antibodies 

 (Jackson ImmunoResearch Laboratories, West Grove, PA, USA) 
 

 HEK293およびTLR4を安定発現したHEK293を使用し、各々同様の検討を行った。 
 HEK293を12-well plateに1 × 105 cells/wellで散布し、10%FBSを添加したD-MEM
で 24 時間培養後、上清を吸引除去しPBS で洗浄した。CM(実験材料と方法 10.参照)
で 3 時間 pre-incubation し、10 ng/ml mouse recombinant TNF-α を加えて 60 分間静

置した。冷却したTBS(-)で洗浄し、2% 2-mercaptoethanolを含む1×SDS sample buffer
を加え、細胞融解させた。サンプルを 16,000g で 2 分間遠心し、上清を 95°C で 5 分

間熱した。SDS-PAGE (30 A、60 分間)にて展開し、PVDF に転写させた (180 mA、
60 分間)。続いて 5% dried nonfat milk を含む TBST 中で振盪し室温で 30 分間インキ

ュベートした。1 次抗体を加えた後、1×TBST で 5 分間 3 回洗浄した。2 次抗体とし

て peroxidase-labeled rabbit or mouse antibodies を TBST 中で 30 分間反応させた。

Immobilon Western horse radish peroxidase substrate detection reagents を用いて検

出した。 
 HEK293/hTLR4A-MD2-CD14 を用いた場合は、mouse recombinant TNF-α ではな

く、10 ng/ml LPS で 60 分間刺激した。他工程は上記と同様とした。 
 上記抗体は以下希釈濃度で使用した。 

-actin  (1:5,000) 
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IκB (1:2,000) 
phospho-IκB  (1:2,000) 
peroxidase-labeled rabbit or mouse antibodies (1:10,000) 
 

 
 
14. Transient Transfection および Reporter Gene Assay 
細胞 
HEK293                                                        (RIKEN BRC) 
HEK293/hTLR4A-MD2-CD14                                       (Invivogen) 

試薬及び材料 
D-MEM                   (Wako Pure Chemical Industries) 

Dual Luciferase  Reporter Assay System                             (Promega) 
FBS                                                       (Life Technologies) 

Lipofectamine  LTX                                               (Invitrogen) 
luciferase plasmid DNA with 10 ng of Renilla pGL4.75[hRluc/CMV] vector  (Promega) 
luciferase reporter gene luc2P          (pGL4.32[luc2P/NF-κBRE/Hygro], Promega) 
Opti-MEM®                                                (Life Technologies) 
 

 HEK293 と TLR4 安定発現した HEK293 を使用し、各々同様の検討を行った。 
HEK293を24-well platesに5 × 104 cells/wellで播種し10%FBSを添加したD-MEM

で 37°C で 24 時間培養した。Internal control としての Renilla pGL4.75 vector 10 ng
と luciferase reporter gene luc2P を組み込んだ NF-κB response element を含む

plasmid DNA 200 ng を、Lipofectamine  LTX を用いてトランスフェクトさせた 。培

地を CM(実験材料と方法 10.参照)に交換し、mouse recombinant TNF-α 10 ng/ml を加

え、6 時間静置した。Reporter gene assay は Dual Luciferase  Reporter Assay System 
(Promega)を用いて検討した。PBS で各well を洗浄後、Passive Lysis Buffer 100 l/well
を加え室温下で 15 分間静置した。Lysate 10 l・Luciferase Assay Buffer II 50 l・Stop 
& Glo® Buffer 50 l を microplate 中の well に混和し、発光強度を GloMax -Multi 
Detection System (Promega)を用いて測定した。 

HEK293/hTLR4A-MD2-CD14 を用いた場合は、mouse recombinant TNF-α ではな

く、10 ng/ml LPS を加えて 6 時間静置した。他工程は上記と同様とした。 
 

 以下薬剤を全て混和し、室温下で 5 分間インキュベートし、50 l/well を各 well
に加え 37°C で 24 時間インキュベートすることでトランスフェクションさせた。 
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pGL4.32-luc 1 ml 

pGL4.32-NF-κB 2 ml 

ELipofectamine LTX 1 ml 

Plus Reagent 0.5 ml 

Opti-MEM 45.5 ml 

Total 50 ml 

 
 
 

15. 統計的解析 
 

 データは平均値と標準誤差で表した。グループ間のパラメーターは、一元配置分散

分析(one-way ANOVA)で群間の有意差の有無を検討し、Tukey test によりそれぞれの

群間の差を検定した。体重と DAI の推移に関しては、二元配置分散分析(two-way 
ANOVA)にて検討した。 

p < 0.05 を統計的有意差があると判断した。 
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結果 

1.1 ヒト AMSC の多分化能の証明 
 羊膜から分離した細胞の多分化能を評価するために、脂肪細胞・骨細胞への分化誘

導を行った。 
脂肪分化誘導を行ったAMSC は細胞膜内に小円形の脂肪滴が多数出現した。この胞

体はOil Red O 染色にて赤色に染色されたため、脂肪細胞へ分化誘導されたことが確

認された。 
骨分化誘導を行った AMSC では、細胞の周囲に細胞外基質の分泌や石灰沈着を認め、

Alizarin Red S 染色にて橙色に染色されたため、骨細胞へ分化誘導されたことが確認

された。 
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1.2 細胞表面抗原の解析 
MSC の基準が国際細胞治療学会より提唱されており 39、それに従い Flow cytometer 

を用いて AMSC の細胞表面抗原を解析した｡AMSC は MSC の陽性マーカーである

CD44、CD73、CD90、CD105を発現していた。また陰性マーカーであるCD34、CD11b、
CD19、CD45、HLA-DR を発現していなかった。 
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1.3 AMSC 投与後の腸炎ラットの体重・DAI の推移と大腸径の測定 
 ラットを以下 3 群に分けて、AMSC 投与後の体重・DAI の推移と腸管径の測定を行

った。体重と DAI は毎日評価し、腸管径の測定はラットを屠殺後に行った。 
① コントロール群 
② 8%DSS 誘発腸炎ラット群 
③ 8%DSS 誘発腸炎ラット・AMSC 投与群 
 

DSS 誘発腸炎群においては、Day3 より徐々に体重の減少を認めたが、ヒトAMSC
投与群では体重減少の程度は低く抑えられ、Day4・5 においては DSS 誘発腸炎群と

比較し有意差が認められた。 
DAI は DSS 誘発腸炎群では、経過とともに上昇し、重症な腸炎の発症が確認され

た。AMSC 投与群では Day5 で上昇傾向を認めるが、Day4・5 では DSS 誘発腸炎群

と比較し、有意に DAI が低く抑えられていた。 
 腸管径は、DSS 誘発腸炎群では炎症による著明な腸管の短縮を認めたが、AMSC
投与群では腸管の短縮は有意に抑制されていた。 
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1.4 ラット直腸における inflammatory mediator の mRNA発現量 
DSS誘発腸炎群ではTNF-α、IL-1β、CXCL1、CXCL2といった inflammatory mediator

の発現が有意に上昇していた。 
AMSC 投与群では DSS 誘発腸炎群と比較して、TNF-α、IL-1β、MIF の発現が有意

に抑制されていた。また有意差は認めなかったものの、CXCL1、CXCL2、IFN-γ は発

現量が低下傾向を示した。 
 IL-6、MCP-1 に関しては各群間で明らかな差は認められなかった。 
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1.5 DSS 誘発腸炎ラット腸管の病理学的評価 
 HE 染色においては、DSS 誘発腸炎群では、腺窩の消失、粘膜下層での出血、多数

の炎症細胞浸潤を認めた。AMSC 投与群と比較して、非常に高度な炎症を認めた。

Histological score では、AMSC 投与群では DSS 誘発腸炎群と比較して有意に低下し

ていた。 
 免疫染色では抗 CD68 モノクローナル抗体、抗 CD163 モノクローナル抗体、抗

myeroperoxidase 抗体、抗 CD3 モノクローナル抗体を用いて検討した。CD68 陽性

M1 monocyte/macrophages、CD163 陽性 M2 monocyte/macrophages、MPO 陽性

neutrophils、CD3 陽性 T lymphocytes の組織への浸潤細胞数を測定したところ、AMSC
投与群では DSS 誘発腸炎群と比較して、CD68 陽性 M1 monocyte/macrophage と

CD163 陽性M2 monocyte/macrophage の細胞数は有意に低下していた。有意差は認

めないものの MPO 陽性 neutrophils の細胞数は低くなる傾向であったが、CD3 陽性 T 
lymphocyte の細胞数は両群において大きな差は認められなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



- 30 - 

1.6 AMSC 投与後のラット血清 MCP-1 測定 
 DSS 誘発腸炎群における血清 MCP-1 濃度は著明に上昇していた。AMSC 投与群で

は DSS 誘発腸炎群と比較して、有意に血清 MCP-1 濃度が低下していた。 
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1.7 活性化 macrophage に対する、AMSC 共培養または Conditioned 
medium による培養による抗炎症効果の検討 
動物実験において、AMSC 投与はmacrophage の腸管への浸潤を有意に抑制したこ

とから、活性化 RAW264.7 細胞に対する AMSC との共培養もしくは CM の添加によ

る抗炎症効果を検討した。 
 LPS 添加群では、TNF-α と MCP-1 の遺伝子発現と産生が著明に上昇していた。

AMSC 共培養・CM 添加群においては、LPS 添加群と比較して、TNF-α と MCP-1 の

遺伝子発現は有意に低下していた。AMSC 共培養群では TNF-α 産生の有意な低下を

認めた。有意差は認めなかったが、AMSC 共培養群では MCP-1 産生は低下傾向であ

った。 
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1.8 NF- B シグナル伝達経路を介した AMSC の抗炎症作用機序の解明 
 HEK293 細胞と TLR4 の安定発現した HEK293 細胞を用いて、TNF-α や LPS によ

って活性化された NF-κB シグナルに対する抑制効果を検討した。抑制効果の作用点と

して「NF- B の転写活性」、「NF- B 核移行」、「I B のリン酸化」に注目した。 
TNF-α による NF- B の転写活性は、AMSC 共培養群、CM 添加群では有意に抑制

されていた。LPS による NF- B の転写活性は、AMSC 共培養群では抑制されなかっ

たが、CM 添加群では有意に抑制された。 
 LPS 刺激によるNF- B の核移行は、CM 添加群において有意に抑制された。 
 TNF-α、LPS によって誘導された I B のリン酸化は、CM 添加によっても抑制され

なかった。 
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考察 

 本研究では、AMSC の重症腸炎ラットに対する治療効果について検討し、以下 4 つ

の結果が得られた。(1)AMSC の投与が、体重低下の抑制、DAI の低下、腸管の短縮抑

制に寄与した。(2)AMSC の投与が病理スコアを改善し、腸管での炎症性サイトカイン

発現を抑制した。(3)AMSC との共培養、もしくは AMSC の培養上清はマクロファー

ジの炎症反応を抑制した。(4)AMSC の培養上清は NF- B の核移行を抑制した。 
 骨髄由来もしくは脂肪組織由来 MSC の DSS 腸炎動物モデルに対する治療効果が、

数多く報告されている 43-47。これらの実験プロトコールは、DSS の濃度や投与期間、

MSC 投与数、また評価項目や評価期間に各々違いがあるものの、MSC 投与の効果が

示された。腸炎動物モデルに対するAMSC の有効性に関しての報告は未だないものの、

in vitro において、AMSC は骨髄由来MSC と比較し、ナイーブ T 細胞から T helper 17
細胞への分化誘導を強く抑制することを示し、AMSC の抗炎症効果について報告して

いる 15。また、T リンパ球数は抗体の刺激で著明に増加するが、AMSC や骨髄由来

MSC と共培養することによって、その増加が有意に抑制されたことが示されている
48。 
本研究ではまず、AMSC のもつ分化能や発現する表面マーカーにおいて、骨髄由来

と脂肪組織由来 MSC と非常に似た特徴を持っていることを示し 2、他の組織由来の

MSC と同様にAMSC が MSC の基準を満たすことを確認した 18。 
 既報よりもより重篤な腸炎モデルを作製するため、8%という非常に高濃度の DSS
を用いて検討を行い、各パラメータから非常に重症な腸炎が惹起されていることを確

認した。8%の高濃度DSS の投与を 5 日間を超えて続けた場合、死亡するラットが認

められることから、病理学的評価は Day5 に施行することとした。AMSC を投与する

ことで、体重低下の抑制、DAI の低下、腸管の短縮が抑制され、また病理スコアが改

善された。腸管粘膜に浸潤した炎症細胞はマクロファージや好中球が主体であり、こ

のモデルでは T 細胞ではなく、マクロファージの浸潤が AMSC の投与によって著明

に抑制されることが示された。 
 AMSC 投与はラット直腸中の TNF-α、IL-1β、MIF といった炎症メディエーターを

抑制し、血清中MCP-1 値を抑制することが示された。MIF や MCP-1 はマクロファー

ジを活性化させるサイトカインとして知られていることから 49,50、AMSC は、免疫担

当細胞の中でも、よりマクロファージに対する抑制効果を発揮する可能性が示唆され

た。実際様々な文献においても、マクロファージに対する抗炎症効果が報告されてい

る。脂肪組織由来 MSC は IL-10 といった因子の産生を通して、マクロファージを炎

症制御性の phenotype (M2)へと変化させ、そのマクロファージがさらに T 細胞やマク

ロファージに抑制性に作用することが報告された 51。 また MSC は自身が産生する
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PGE2やCOX-2により誘導された抗炎症性M2マクロファージの働きによって創傷治

癒過程を促進させることが報告されている 2。PGE2 は骨髄由来 MSC における検討で

注目される免疫調整因子であるが 52、AMSC をヒト CD4+T 細胞と共培養させた時、

絨毛膜由来 MSC と比較して、多量の PGE2 を産生することが共著者の研究グループ

より報告されている 48。 
既報では、M2 マクロファージが、IL-10 産生、栄養因子の分泌、アポトーシス細胞

のクリアランスの促進によって、炎症の消退や組織修復を促進させることが明らかと

なっている 53。また、MSC が炎症性 M1 マクロファージを M2 マクロファージへと変

化させることで、抗炎症効果を発揮することが報告されている 28。今回の検討では、

CD68 とCD163 に対する免疫染色を行ったが、AMSC 投与は、M1 マクロファージと

M2 マクロファージの浸潤を抑制することが示され、M1 マクロファージから M2 マク

ロファージへの phenotype 変化は確認されなかった。 
 In vitro の検討では、AMSC との共培養、CM 添加は RAW264.7 細胞における TNF-α
や MCP-1 の発現を有意に抑制することが示された。既報では LPS で活性化された

RAW264.7 細胞から産生される炎症性サイトカインは、ヒト胎盤由来 MSC との共培

養によって有意に発現が抑制され 54、そのヒト胎盤由来 MSC の抗炎症効果の機序と

してmyeloid differentiation primary response gene 88-dependent pathway を介した

PGE2 の産生が関与している可能性が報告されている。今回の検討では、CM がNF- B
転写活性を抑制したこと、そして TNF-α または LPS による I B のリン酸化が抑制さ

れなかったことから、CM は NF- B の核移行を抑制することで抗炎症効果を発揮する

可能性が示された。今後更なるメカニズムの解明、検討が求められる。 
 最近、炎症性腸疾患患者に対してヒト MSC を用いた細胞治療に関わる研究が盛ん

に行われている。自己骨髄由来 MSC 投与は、重症な治療抵抗性のクローン病患者に

対しては安全であり、臨床応用可能な治療法であると報告された 36。また、痔瘻を伴

うクローン病の治療として、自己骨髄由来 MSC の局所投与は安全性が高く、奏功す

ることが報告された 55。さらに、健常者から得られた骨髄由来 MSC や、正常出産の

過程で得られる臍帯血由来 MSC を用いた同種 MSC 投与の検討では、重篤な偶発症

は認められず、治療抵抗性のクローン病や潰瘍性大腸炎患者の臨床症状を改善するこ

とが報告された 37。このように炎症性腸疾患患者に対するヒト MSC を用いた細胞治

療の有効性を検証する臨床試験が、現在世界各国で行われている。 
AMSC 投与に関しては、消化管疾患以外の他疾患に対する動物モデルでの報告が散

見される。AMSC の静脈投与が、マウスモデルでのブレオマイシンによる肺の炎症や

線維化を抑制することが報告された 56。また四塩化炭素による肝線維症マウスモデル

において、AMSCの投与が線維化を抑制する可能性が示唆された57。さらに最近では、

ヒトに対する臨床試験が行われ、ステロイド抵抗性の急性移植片対宿主病(GVHD)に
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対する卵膜由来 MSC を用いた細胞治療が、first-in-human study として行われた。卵

膜由来 MSC の静脈投与は安全性が高く、治療を受けた治療抵抗性急性GVHD 患者の

overall response は、骨髄由来 MSC を用いた治療のそれと大きな差は認められなかっ

たことが示された 58。ヒトに対する卵膜由来 MSC 投与の高い安全性と治療効果が初

めて示されたことで、AMSC投与のIBD患者への臨床応用が期待されるところである。 
MSC を用いた細胞治療は、骨髄由来そして脂肪組織由来 MSC を用いた検討が現在

先行して行われている。しかしながら MSC を獲得する過程として、骨髄や脂肪組織

の採取が必須であり、それは身体的侵襲を伴う。また、組織内に含まれる MSC の量

が少ないため多くの組織を採取する、もしくは長期の培養期間を要することが考えら

れる。一方、卵膜は通常医療廃棄物として処分されてしまうことから、侵襲を伴うこ

となく獲得することができ倫理的ハードルの軽減に繋がること、胎児由来の細胞であ

るためより若い細胞を使用することが出来ること、一つの卵膜から非常にたくさんの

MSC を獲得することが出来ることから患者へ投与するまでの期間の短縮が見込まれ

ることなど、利点が多い。MSC を用いた細胞治療の発展に大きく寄与することが期

待され、重症腸炎に対する治療的戦略の一つとなりえると考えられる。 
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総括 

本研究において、以下の知見が得られた。 
 

1. ヒトAMSC の投与は、DSS により誘発された腸炎ラットモデルにおいて、体重低

下の抑制、DAI の低下、腸管の短縮抑制に寄与する。 
 

2. ヒトAMSC の投与は、DSS により誘発された腸炎ラットモデルにおいて、病理ス

コアを改善し、腸管での炎症性サイトカイン発現を抑制する。 
 

3. AMSC との共培養、もしくはAMSC の培養上清はマクロファージの炎症反応を抑

制する。 
 

4. AMSC の培養上清は NF- B の核移行を抑制する可能性がある。 
 
本研究において、ヒトAMSC の動物モデルに対する治療効果が示され、有用な細胞

ソースであることが示された。現在、MSC を用いた研究では、様々な組織を移植細

胞源とした MSC が使用されている。今回注目したヒトAMSC は、組織採取の際の侵

襲性がない点、胎児由来のより若い MSC を一度に多量に獲得することが出来るとい

う大きなアドバンテージを持つことから、羊膜は MSC を用いた細胞治療の新しい移

植細胞源と考えられる。現在、治療抵抗性のクローン病患者に対する新規治療法の開

発を目的として、first-in-human の臨床試験の準備をすすめている。 
  

本研究では、NF- B に注目し検討を行うことで、AMSC による NF- B の核移行抑

制が一因となっている可能性が示唆された。しかしながら、MSC による抗炎症効果

のメカニズムに関する報告は散見されるものの、未だ解明には至っていない。現在、

メカニズムの深い理解よりも、ヒトに対する治療が先行していることから、基礎医学

として今後更なる検討が必要と考えられる。 
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