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要旨 

【背景と目的】 

 広範囲熱傷は依然として致死率が高く，その生命予後を規定する最大の因子

は熱傷面積である。熱傷創は中心部の壊死領域（Zone of coagulation），最外層の

充血領域（Zone of hyperemia），およびその中間に位置するうっ血領域（Zone of 
stasis）の 3 つに分類される。このうち，Zone of stasis は不安定な領域であり，経

時的に壊死へと進行する場合もあれば，救済される場合もある。この Zone of 
stasis が壊死へと進行する現象は「Burn wound conversion」と呼ばれ，これを抑制

することで熱傷面積の拡大を防ぎ，生命予後の改善が期待されている。 

 羊膜由来間葉系幹細胞（Amnion-derived mesenchymal stem cell; AMSC）は分化・

増殖能に優れており，パラクライン作用を介して，血管新生や免疫調節，抗炎症，

抗線維化作用などをもたらす。近年，間葉系幹細胞が Burn wound conversion を

抑制し得る可能性が報告されているが，AMSC 由来物質による効果は十分に検

討されていない。 

 従来，Burn wound conversion の研究には主にラットを用いた Comb モデルが利

用されてきたが，実験試薬や遺伝子改変モデルが豊富であるマウスを用いた研

究は，より多面的な病態理解に寄与することが期待される。そこで，本研究では，

マウスを用いた新規の熱傷モデルを作製した。さらに，そのマウス熱傷モデルを

用いて AMSC 由来物質が Burn wound conversion に及ぼす影響を検証した。 

【材料と方法】 

 第一章において，真鍮製のテンプレートを作製し，2 つの凸面部および，それ

らの間に間隙を設けた。凸面部は皮膚と接触して熱傷（Zone of coagulation）を生

じさせ，非接触領域である間隙部は Zone of stasis を形成する構造とした。 

 8週齢の ICR雄性マウス 75匹を用い，接触時間に応じて 5秒群（5s群），15
秒群（15s群），25秒群（25s群）の 3群に分けた。テンプレートを沸騰した熱水

で加熱し，マウスの側腹部左右に 5秒，15秒，25秒間接触させた。熱傷創作成

96 時間後に創部を撮影し，画像解析ソフトウェア ImageJ で壊死領域および生存

領域の面積を計測した。間隙部（Zone of stasis）の 50 %から 75 %が壊死した状

態を Burn wound conversion を模倣するマウス熱傷モデルと定義した。生存面積

割合は以下の式により算出した： 



 3 

生存面積割合（%）=（間隙部の生存面積 ÷ 2 つの凸面に囲まれた全体面積） 
× 100 

間隙部の 50 %から 75 %が壊死している状態は，生存面積割合が 7 %から 14 %に

相当した。 

 さらに，熱傷創作成 1，12，24，48，96 時間後に間隙部から組織を採取し，組

織学的評価を行った。 

 第二章において，第一章と同様の方法で，38匹のマウス熱傷モデルを作製し，

CM5-ip（n = 15），Sham-ip群（n = 12），Control群（n = 11）の 3群に無作為に分

けた。侵襲を与えず同じ環境で飼育したマウスを正常群（n = 2）とした。熱傷創

作成直後に，CM5-ip群では AMSC 由来物質 1mL を腹腔内に投与し，Sham-ip群
では α-MEM 1mL を腹腔内に投与した。熱傷創作成 48 時間後に，Malondialdehyde 
(MDA) assay のために，20匹のマウスを安楽死させた。熱傷創作成 96 時間後に

創部を撮影し，ImageJ で生存面積割合を解析した。その後，RNA単離用に残っ

たすべてのマウスを安楽死させた。 

 2 群間は Student の t 検定，3 群以上は一元配置分散分析後に多重比較検定

（Tukey-Kramer法）を行った。結果は平均±標準誤差で表し，p < 0.05 を有意差

ありとした。 

【結果】 

 第一章において，テンプレートの凸面部と接触した皮膚では，III 度熱傷が生

じていた。一方，間隙部の非接触領域では，Burn wound conversion により経時的

に壊死が進行する部位が認められた。 
 熱傷創作成 96 時間後の生存面積割合は，5s群で 20.1 % ± 0.6 %，15s群で 9.6 % 
± 0.6 %，25s群で 3.7 % ± 0.8 %であり，全群間で有意差が認められた。 
 5s 群では壊死がほとんど認められず，25s 群では大部分が壊死していたため，

いずれも動物モデルとして不適切と判断された。これに対し，15s 群では Burn 
wound conversion が適度に生じており，壊死組織と生存組織が混在していたこと

から，Burn wound conversion を模倣する動物モデルとして最適であると考えられ

た。 
 Burn wound conversion がほとんど生じなかった 5s群と間隙の中央で生じてい

た 15s群を用いた組織学的検討では，熱傷創作成 12 時間後の時点で皮膚付属器

および皮下筋層の組織変性に関して，両群間で有意差が認められた。 
 第二章において，熱傷創作成 96 時間後の生存面積割合は，CM5-ip群で 17.5 % 
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± 0.8 %，Sham-ip群で 8.5 % ± 1.0 %，Control群で 9.9 % ± 0.6 %であり，CM5-ip
群と Sham-ip群の間および CM5-ip群と Control群の間で有意差が認められた。 
 熱傷創作成 48 時間後に行った MDA assay において，MDA 濃度は CM5-ip 群
で 7.0 ± 2.9 μmol/L，Sham-ip群で 7.8 ± 2.5 μmol/L，Control群で 10.0 ± 2.5 μmol/L，
正常群で 3.9 ± 2.9 μmol/L であった。2 検体は計測エラーのため解析から除外し

た。 
 熱傷創作成 96 時間後のリアルタイム定量 PCR 解析において，炎症性サイト

カイン（Il1b，Il6，Il10）や成長因子（Vegfa），細胞死制御関連遺伝子（Hmgb1，
Bcl2）の mRNA 発現は，いずれも Control群に比べて Sham-ip 群および CM5-ip
群で低下していた。total RNA の抽出は全 38 検体中 4 検体でのみ成功し，うち 1
検体は mRNA の発現が確認できず解析から除外した。 
 
【考察】 
 第一章において，本研究で作製したモデルは，マウスを用いて Burn wound 
conversion を高い再現性で表現可能な熱傷モデルであった。組織学的検討によ

り，Burn wound conversion が生じる過程で，受傷早期から皮膚付属器および皮

下筋層に変性が生じることが明らかとなった。これらの知見は，Burn wound 
conversion の早期診断や治療介入のための手がかりとなる可能性がある。 

 第二章において，第一章で作製したマウス熱傷モデルに対し，AMSC 由来物

質を投与することで，Zone of stasis における Burn wound conversion の抑制が確

認された。また，MDA assay の結果より，AMSC 由来物質は軽度の抗酸化作用

を有する可能性が示唆された。リアルタイム定量 PCR による遺伝子発現解析で

は，Zone of stasisからの total RNA 検出の際に技術的問題が発生した。組織の

変性，壊死，線維化や，炎症反応に伴う RNA 分解酵素の活性化などが，RNA
抽出を困難にした要因と考えられる。 

【結論】 

 第一章において，沸騰した熱水で加熱したテンプレートをマウスの皮膚に 15
秒間接触させることで，Burn wound conversion の機序や治療法を検討するため

の，再現性の高い新規熱傷モデルを作製できた。 
 第二章において，AMSC 由来物質は Burn wound conversion を抑制する可能性

が示唆された。 
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略語表 

本文および図中で使用した略語は以下の通りである。 

AMSC 
α-MEM 

Amnion-derived mesenchymal stem cell 
Alpha minimum essential medium 

Bcl2 B-cell lymphoma 2 
bFGF Basic fibroblast growth factor 

cDNA 
DNase 

Complementary deoxyribonucleic acid 
Deoxyribonuclease 

EV 
Hmgb1 

Extracellular vesicle 
High mobility group box 1 

Hprt1 Hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase 1 

Il1b Interleukin-1 beta 

Il6 Interleukin-6 

MDA Malondialdehyde 

mRNA 
MWCO 

Messenger ribonucleic acid 
Molecular weight cut off 

PBS Phosphate-buffered saline 
PCR Polymerase chain reaction 

PDGF 
PES 

Platelet-derived growth factor 
Polyethersulphone resins 

RNA Ribonucleic acid 

Vegfa Vascular endothelial growth factor A 
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緒言 

【背景】 

 広範囲熱傷の生存率は，過去数十年間で着実に改善してきたものの，依然とし

て致死率の高い外傷である。熱傷の深達度を加味した熱傷面積および患者の年

齢が，予後を規定する重要な因子であるとされている（Nakae and Wada，2002）。 

 熱傷では，初期損傷により壊死した中心部と，その周囲に位置する組織灌流の

低下した虚血領域という特徴的な構造が形成される。Jackson による Zone 分類

では，中心の壊死領域を Zone of coagulation，その周囲の虚血領域を Zone of stasis，
さらにその外側を Zone of hyperemia と定義している（Jackson，1953）。Zone of 
coagulation は初期の損傷によって不可逆的な壊死を生じるため治療介入は困難

であり，Zone of hyperemia は自然治癒が見込まれる可逆的な領域である。一方，

Zone of stasis は可逆性と不可逆性の中間にある不安定な領域であり，時間の経過

とともに壊死が進行する場合もあれば，救済されることもある。この Zone of 
stasis が変性壊死に移行する現象は，Burn wound conversion と呼ばれている（Singh 
et al，2007）。Zone of coagulation は治療による救済が困難であることから，熱傷

面積を減らすための初期治療の焦点は，Burn wound conversion のリスクを有する

Zone of stasis に置くべきである。Burn wound conversion の予防を目的に，これま

でにさまざまな治療法が提案されてきた（Lu et al，2022）。しかし，Burn wound 
conversion に関与する細胞・分子機構の多くは未だ十分に解明されておらず，確

立された治療法は存在していない。このため，より有効な治療戦略を確立するた

めに，動物モデルを用いた基礎研究が多数行われてきた（Palackic et al，2022；
Salibian et al，2016；Wardhana et al，2020）。 

 Burn wound conversion の病態生理を解明し，新規治療法を評価するためには，

適切な動物モデルの確立が不可欠である。従来はラットを用いた Comb モデル

が広く用いられてきた（Regas and Ehrlich，1992；Tobalem et al，2020）。一方，

マウスは飼育コストが低く，実験試薬や遺伝子改変モデルが豊富いう利点を有

する（Mieczkowski et al，2022）。遺伝子改変技術を活用することで，Burn wound 
conversion の分子機構を詳細に解析できることから，マウスモデルの確立は極め

て重要である。 

 一方，再生医療の分野において，間葉系幹細胞を用いた治療法が注目されてい

る。特に羊膜由来間葉系幹細胞（Amnion-derived mesenchymal stem cell; AMSC）
は，採取の安全性や高い増殖性から新しい間葉系幹細胞源として期待されてい
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る（Alviano et al，2007；In 't Anker et al，2004）。ラットを用いた研究では間葉系

幹細胞が Burn wound conversion を抑制する可能性が報告されているが（Abbas et 
al，2019；Tutak et al，2022），AMSC 由来物質の効果については検証がなされて

いない。 

【目的】 

本研究の目的は，第一章でマウスを用いた新規熱傷モデルを確立し，第二章でこ

のモデルを用いて AMSC 由来物質の治療効果を検証することとした。本研究に

より，Burn wound conversion の病態理解が深まり，新規治療法開発の基盤が構築

されることで，重症熱傷患者の予後改善に貢献することが期待される。  
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第一章 

Burn wound conversionを模した新しいマウス熱傷モデルの検討 

緒言 

 Burn wound conversion に関する先行研究では，ブタ，ラット，マウスなどの動

物に対し，熱水または熱した金属テンプレートを用いて熱傷創を作成し，検討が

行われてきた。特に，ラットを用いた Comb モデルは，加熱した櫛状の金属テン

プレートをラット背部に接触させることで，Zone of coagulation と Zone of stasis
を同時に形成できるモデルとして広く用いられている（Regas and Ehrlich，1992；
Tobalem et al，2020）。Zone of stasis に対して介入し，Burn wound conversion を阻

止することで，熱傷領域の拡大を防止することが期待されており，多くの基礎研

究がこのモデルを用いて実施されている（Bohr et al，2013；Choi et al，2018；El 
Ayadi et al，2021；Eski et al，2012 ；Fang et al，2017；Fourman et al，2014；Inoue 
et al，2018；Jiang et al，2023；Lee et al，2023；Macri et al，2013；Öksüz et al，
2013；Reddy et al，2015；Rosique et al，2017；Shalom et al，2011；Singer et al，
2010；Singer et al，2011；Singer et al，2018；Singer et al，2020；Singer et al，2013；
Smith et al，2021；Tobalem et al，2013；Tobalem et al，2012；Türkaslan et al，2010；
Wang et al，2021a）。 

 一方，マウスにおいては，Comb モデルのように Burn wound conversion を高い

再現性で評価可能な動物モデルは確立されていない。ラットとマウスでは体格

や皮膚の厚さが異なるため，既存の Comb モデルをそのまま縮小するだけでは

不十分であり，マウスに適した独自のテンプレート設計と至適条件の検討が必

要である。 

 本章の目的は，Burn wound conversion を再現可能な新規マウス熱傷モデルを確

立することである。マウスの体格に適合したテンプレートを設計し，Zone of stasis
を意図的に形成できる条件を検討することで，高い再現性を有する動物モデル

を作製する。さらに，Zone of stasis における経時的な変化を観察し，Burn wound 
conversion の進行過程における組織の変化を明らかにすることで，病態生理に関

する基礎的知見を得ることを目指す。  
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動物実験計画 

 本研究は，「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」に従って，動物実験計画「皮膚深達性急性創傷に対する羊膜

由来幹細胞の創傷治癒促進作用」（承認番号 23-0005）の一研究として行った。  
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予備実験 

 実験には C57BL/6N マウス（雄，7-9週齢）および ICR マウス（雄，7-9週齢）

を用いた。三共ラボサービス株式会社（東京）より購入し，その後 1週間の順化

期間を設けた。飼育環境は温度 24 °C，相対湿度 60 %から 65 %，12 時間明暗サ

イクル下とした。餌水は自由摂取可能とした。実験開始前日には，2.0 %イソフ

ルラン—酸素混合ガスによる全身麻酔下で，３MTM サージカルクリッパー（可動

ヘッドタイプ）（スリーエム ジャパン株式会社，東京）および除毛クリームを用

いて体幹部の除毛を行った。 

 真鍮製のテンプレートを巴企画（群馬）に依頼し，4種類作製した。具体的に

は，テンプレート 1 は 8 × 8 mm の凸面が 4 mm の隙間を空けて 3 つ並んだ形（図

1A），テンプレート 2 は 11 × 8 mm の凸面が 3 mm の隙間を空けて 3 つ並んだ形

（図 1B），テンプレート 3 は 11 × 8 mm の凸面が 4 mm の隙間を空けて 3 つ並ん

だ形（図 1C），テンプレート 4 は 11 × 8 mm の凸面が 4 mm の隙間を空けて 2 つ

並んだ形である（図 2A）。すべてのテンプレートはステンレスパイプヒーター 
SWS1503（太洋株式会社，大阪）を用いて，沸騰した 100 °C の水中に 5 分間浸

漬させて加熱後に使用した。 

 

 図 1. A：テンプレート 1。8 × 8 mm の長方形が 4 mm の隙間を空けて 3 つ並ん

だ形。1 × 1 mm の突起を有する。B：テンプレート 2。11 × 8 mm の長方形が 3 
mm の隙間を空けて 3 つ並んだ形。2 × 1 mm の突起を有する。C：テンプレート

3。11 × 8 mm の長方形が 4 mm の隙間を空けて 3 つ並んだ形。2 × 1 mm の突起

を有する。  
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 熱傷創作製 96 時間後に創を観察し、Zone of stasis に相当すると考えたテンプ

レートの間隙部の壊死状況によって、創を以下の 3 つのタイプに分類した。具

体的には，間隙部の 75 %以上が壊死している創を Aタイプ，50 %から 75 %壊

死している創を Bタイプ，壊死が 50 %未満の創を Cタイプとした。 

 テンプレート 1 では，接触時間別に 5，10，20，30，40，50秒間の 6群で検討

した。全群でテンプレートの長軸が脊柱と並行になるように配置し、左右の側胸

腹部に接触させた（縦置き配置）。5秒間接触群では全例が Cタイプ，10秒間接

触群では 83.3 %が Cタイプ，16.7 %が Aタイプ，20秒間接触群では 83.3 %が C
タイプ，16.7 %が Bタイプ，30秒間接触群では 33.3 %が Cタイプ，33.3 %が B
タイプ，33.3 %が Aタイプ，40秒間接触群では 33.3 %が Bタイプ，66.7 %が A
タイプ，50秒間接触群では全例が Aタイプであった。 

 テンプレート 2 では，10，15，20，25，30秒間の 5群で検討した。全群でテ

ンプレートは縦置き配置にした。10秒間接触群の 1例を除き，全例が Aタイプ

であった。 

 テンプレート 3 では 10，15，20，25秒間の 4群で検討した。全群でテンプレ

ートは縦置き配置にした。10秒間接触群は 50 %が Cタイプ，50 %が Bタイプ，

15 秒間接触群では 33.3 %が C タイプ，66.7 %が B タイプ，20 秒間接触群では

75 %が Bタイプ，25 %が Aタイプ，25秒間接触群では全例が Aタイプであっ

た。 

 テンプレート 4 では，10秒間接触群（縦置き配置），15秒間接触群（縦置き

配置），15秒間接触群（テンプレートの長軸が脊柱に垂直になるように配置し

左右の側腹部に接触させる；横置き配置），20秒間接触群（縦置き配置），20
秒間接触群（横置き配置）の 5群で検討した。10秒間接触群（縦置き配置）は

82.4 %が Cタイプ，17.6 %が Bタイプ，15秒間接触群（縦置き配置）は 40 %
が Bタイプ，60 %が Aタイプ，15秒間接触群（横置き配置）は 12.5 %が Cタ
イプ，75 %が Bタイプ，12.5 %が Aタイプであった。20秒間接触群（縦置き

配置）および 20秒間接触群（横置き配置）はともに全例が Aタイプであっ

た。 

 以上の結果より，沸騰した 100 °C の熱水で 5 分間加熱したテンプレート 4 を

用い，テンプレートの長軸が脊柱に垂直になるように横置きで側腹部に 15秒間

接触させる方法が，最も再現性をもって B タイプの熱傷創を作成できることが

示唆された。  
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本実験 

方法 

1. 動物 

 実験には ICR マウス（雄，8週齢，体重 36gから 38 g）を用いた。三共ラボサ

ービス株式会社より 7 週齢で購入し，購入後 1 週間の順化期間を設けた。飼育

環境は温度 24 °C，相対湿度 60 %から 65 %，12 時間明暗サイクル下とした。餌

水は自由摂取可能とした。実験開始前日には，2.0 %イソフルラン—酸素混合ガス

による全身麻酔下で，３MTM サージカルクリッパー（可動ヘッドタイプ）およ

び除毛クリームを用いて体幹部の除毛を行った。 

2. 金属テンプレート 

 真鍮製のテンプレートは，11 × 8 mm の長方形本体に，3 × 1 mm のつばを有す

る 2 つのシルクハット様の構造が，4 mm の間隙を空けて対向する形状であり，

巴企画に作製を依頼した。テンプレートの総重量は 99 g であった（図 2）。 

 

図 2. A：1 × 1 mm の方眼紙に描かれたテンプレートのデザイン。黒塗りが凸面

を示す。11 × 8 mm の長方形に 3 × 1 mm のつばを有する 2 つのシルクハット様

の構造が，4 mm の間隙を空けて対向している。B: テンプレートの写真。  
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3. 実験群とプロトコール 

 75匹のマウスを無作為に 3群に分けた。各マウスには，2.5 %から 3.0 %のイ

ソフルラン—酸素混合ガスによる吸入麻酔を施し，側臥位に保定した。ステンレ

スパイプヒーターSWS1503 を 100 °C に設定し，沸騰した水中にテンプレートを

5 分間浸漬して，十分に加熱した。テンプレートの加熱後，皮膚にしわが寄らな

いよう適度な張力を保ちながら，マウスの側腹部皮膚に対してテンプレートを

垂直に接触させた。テンプレートの自重以外には，圧力を加えなかった（図 3A）。 

 接触時間に応じて，5秒間接触群（5s群）（n = 22），15秒間接触群（15s群）

（n = 27），25秒間接触群（25s群）（n = 26）の 3群を設定し，それぞれの時間テ

ンプレートを皮膚に接触させた。接触後，反対側の側腹部にも同様の操作を行い，

各マウスに 2か所の熱傷創を作成した。 

 テンプレートが皮膚と接触した部位には Zone of coagulation が，非接触部位

には Zone of stasis が形成された（図 3B, C）。局所治療やドレッシング材の使用

は行わず，輸液も実施しなかった。テンプレートと皮膚の接触が不均一であっ

た場合や，過度の皮膚張力によって創傷間隙が狭くなっていた場合には，当該

創を評価対象から除外した。 

 
図 3. A：マウスは側臥位をとり，皮膚に適度な緊張をかけた状態で保定した。B:
熱傷創作成直後の様子。テンプレートの接触部分（*）には Zone of coagulation が

形成され，間隙の非接触部分（†）には Zone of stasis が形成された。C：シェー
マ。  
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4. 熱傷創の評価時点 

 熱傷創作成 1，12，24，48，96，168 時間後の時点で，2.0 %イソフルラン—酸

素混合ガスによる吸入麻酔下にマウスを鎮静し，創部の評価を実施した。 

5. 肉眼的観察と熱傷面積の計測 

 熱傷創は個別に識別・記録し，評価および解析を行った。熱傷創作成 1，12，
24，48，96，168 時間後に，一眼レフカメラである EOS X2（Canon，東京）を用

いて撮影を実施した。また，ImageJ（National Institutes of Health, Bethesda, MD, 
USA）を用いて，熱傷創作成 96 時間後に撮影した画像から生存面積割合を解析

した（図 4）。生存面積割合は以下の式により算出した： 

生存面積割合（%）=（間隙部の生存面積 ÷ 2 つの凸面に囲まれた全体面積） 
× 100 

 

図 4. A：熱傷創作成 96 時間後に撮影した写真に基づき，生存領域と壊死領域の

境界をマークし，画像解析ソフトを用いて面積を算出した。B：シェーマ。2 つ

の凸面に囲まれた全体面積（*）と間隙の生存面積（†）。  
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6. Burn wound conversion を模したマウス動物モデルの定義 

 テンプレートにより作成された創傷において，間隙に形成される Zone of stasis
の壊死率が 50 %から 75 %の範囲にある創傷が，Burn wound conversion の病態生

理研究に最も適していると考えられた。Zone of stasis の大部分が壊死している場

合，生理的な現象の観察が困難となる可能性があり，逆に大部分が温存している

場合には Burn wound conversion が発生していない可能性を否定できない。そこ

で，Zone of stasis の壊死率に基づき，創傷を三つのタイプに分類した。具体的に

は，Zone of stasis の壊死率が 75 %以上を Aタイプ，50 %から 75 %を Bタイプ，

50 %未満を Cタイプとした。前節で示した生存面積割合の計算式に基づくと，

Aタイプの生存面積割合は 7 %未満，Bタイプは 7 %から 14 %，Cタイプは 14 %
以上であった。以上より，本研究では，生存面積割合が 7 %から 14 %の Bタイ

プの創傷を Burn wound conversion を模したマウス動物モデルとして定義した（図

5）。 

 

図 5. 間隙の灰色が，Burn wound conversion により壊死性変化が生じた部分を示

す。（i）Zone of stasis のうち壊死面積の割合 × 100。（ii）（間隙部の生存面積 ÷ 2
つの凸面に囲まれた全体面積） × 100 %。（i）において Zone of stasis の 50 %か
ら 75 %が Burn wound conversion により壊死している Bタイプは，（ii）において

生存面積割合が 7 %から 14 %に相当する。  
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7. 組織学的評価 

 5s群，15s群，25s群のそれぞれから 2匹から 5匹のマウスを無作為に選び，

熱傷創作成 1，12，24，48，96 時間後に安楽死させた。組織学的評価のため，間

隙の組織を採取し，4 %パラホルムアルデヒドで固定した。パラフィン包埋後，

ヘマトキシリン・エオジン染色を行い，短辺の中心で組織切片を作製し、その中

央部を観察した（図 6）。 

 

 図 6. A：破線で囲まれた間隙の組織を採取した（写真は 15s群，熱傷創作成 1
時間後）。B：シェーマ。オレンジの破線で示した位置から組織切片を作製した。

青の線は観察点を示す。 

 評価項目は表皮・皮膚付属器・真皮および皮下筋層の変性，毛細血管の拡張お

よび閉塞，真皮および間質結合組織への炎症細胞浸潤，表皮再生，表層および深

層の血管新生の 11項目で，それぞれ 0点から 2点の 3段階で採点した（表 1）。
代表的な組織像を図で示した（図 7）。評価は 6 名の研究者が独立に盲検下で行

った。  
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表 1：組織学的評価項目と評価時点ならびにスコア 
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図 7. A：表皮の変性と皮膚付属器の変性について。A1：0点（正常）。表皮（a）：
1 層から 2 層構造で，核小体が明瞭。皮膚付属器（b）：皮脂腺と毛包。A2：1点
（中等度）（15s群，熱傷創作成 1 時間後）。表皮：正常な核（矢印）に混じって，

凝集し変性した核（矢頭）が散在している。A3：1点（中等度）（25s群，熱傷創

作成 24 時間後）。皮膚付属器：核が凝集し，核周囲空隙が目立つ（*）。A4：2点
（高度）（25s 群，熱傷創作成 48 時間後）。表皮：欠如（†）。皮膚付属器：強く

変性し，構造が保たれていない（‡）。Bar は 50 μm を示す。  
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図 7. B：真皮の変性について。B1：0点（正常）。真皮（a）：皮下筋層（b），間

質性結合組織（c）。B2：0 点（正常），拡大像。真皮：膠原線維と線維芽細胞の

核が見える（矢頭）。B3：1点（中等度）（15s群，熱傷創作成 48 時間後）。真皮

の中間層まで変性している（*）。膠原線維は均質な構造変化を示している。核は

変性し，凝集しているか消失している。B4: 2点（高度）（25s群，熱傷創作成 24
時間後）。真皮全層が変性している（†）。Bar は 50 μm を示す。  
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図 7. C：皮下筋層の変性について。C1：0点（正常）。皮下筋層。筋原線維は横

紋構造を有し，核は筋鞘の辺縁部に位置しており，末梢性配列を示している。

C2：1点（中等度）（15s群，熱傷創作成 1 時間後）。筋鞘の構造は保たれている

が，筋原線維内に空胞が認められる（矢頭）。変性し，凝集した核を認める（矢

印）。C3: 2点（高度）（15s群，熱傷創作成 48 時間後）。筋鞘構造は破綻を認め

（*），核は消失している。Bar は 50 μm を示す。  
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図 7. D：毛細血管の鬱滞および閉塞について。D1：0点（正常）。脂肪層内で稀

に血管構造を認める。D2：1点（中等度）（5s群，熱傷創作成 12 時間後）。毛細

血管の鬱滞：血管は脂肪細胞と同程度の大きさまで拡張しており，内腔は赤血球

が充満している（矢印）。D3：2点（高度）（5s群，熱傷創作成 96 時間後）。毛細

血管の鬱滞：血管は脂肪細胞および筋鞘よりも著明に大きく拡張している（*）。
D4：1点（中等度）（15s群，熱傷創作成 12 時間後）。毛細血管の閉塞：拡張した

血管内には好酸性物質と赤血球が混在し，内腔は閉塞している（†）。D5：2 点
（高度）（25s 群，熱傷創作成 48 時間後）。毛細血管の閉塞：血管内は均質な構

造物で充満しており，内腔は完全に閉塞している（‡）。血管内皮細胞は変性し消

失している。Bar は 50 μm を示す。  
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図 7. E：炎症細胞の真皮および間質性結合組織への浸潤について。E1：0点
（正常）。炎症細胞の浸潤は真皮ではほとんど認められず，間質性結合組織に

おいてごく軽度に認められる。E2, 3：1点（中等度）（5s群，熱傷創作成 1 時

間後）。真皮内に単核球が散見され，血管内からの遊走像が確認される（矢

頭）。E4：2点（高度）（15s群，熱傷創作成 48 時間後）。壊死性変化を示す真

皮の周囲に，多数の変性炎症細胞の集簇が認められる（*）。E5：1点（中等

度）（5s群，熱傷創作成 12 時間後）。間質性結合組織の肥厚（a）と炎症細胞浸

潤：皮下筋層よりも肥厚しており，複数の単核球が認められる（矢印）。E6：2
点（高度）（15s群，熱傷創作成 24 時間後）。間質性結合組織は著明に肥厚

（b）しており，多数の炎症細胞が浸潤している（†）。Bar は 50 μm を示す。  
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図 7. F：表皮の再生について。F1：0点（正常）。表皮は 1 層から 2 層の細胞層

で構成されている（a）。F2：1点（中等度）（15s群，熱傷創作成 96 時間後）。表

皮細胞の再生が認められ，細胞層は 3 層から 5 層に重層化している（b）。F3：2
点（高度）（5s群，熱傷創作成 96 時間後）。表皮細胞の強い再生性増殖が認めら

れ，重層化した表皮層は著明に肥厚している（c）。Bar は 50 μm を示す。  
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図 7. G：浅層および深層における血管新生について。G1：0点（正常）。浅層

では血管構造はほとんど認められない。G2：0点（正常）。真皮深層および脂

肪層では，細く小さな血管が稀に認められる（矢印 1）。G3：1点（中等度）

（15s群，熱傷創作成 48 時間後）。浅層では血管新生が進行しており，小血管

の出現が明瞭である（矢印 2）。G4：1点（中等度）（5s群，熱傷創作成 48 時間

後）。深層において，変性した筋組織や脂肪組織の周囲に新生小血管の形成が
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認められる（矢印 3）。G5：2点（高度）（15s群，熱傷創作成 96 時間後）。浅層

において，大小さまざまな血管が豊富に認められる（矢印 4）。G6：2点（高

度）（15s群，熱傷創作成 96 時間後）。深層において，大小さまざまな血管が豊

富に認められる（矢印 5）。Bar は 50 μm を示す。 
 

8. 統計学的解析 

 すべてのデータは平均値 ± 標準誤差で示した。2群間の比較には Student の t
検定を用い，3群以上の比較には一元配置分散分析を行い，その後 Tukey-Kramer
法による多重比較検定を施した。組織学的評価で 6 名から得られた評価スコア

は，時点毎に平均した後，JMP ver. 17.0 のグラフビルダーで，スプライン補間を

用いて近似曲線を作成した。すべての統計解析は JMP version 17.0（SAS Institute, 
Inc., Cary, NC, USA）を用いて実施し，p < 0.05 を有意差ありとした。 
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結果 

1．実験動物の使用状況と解析対象の概要  

 75匹のマウスのうち 34匹は，熱傷創作成 96 時間後の評価に先立ち，各評価

時点で組織学的評価のために安楽死させた。また，熱傷創作成 96 時間後までに

7匹のマウスが死亡しており，いずれも 25s群に属していた。このうち 3匹は熱

傷創作成後 24 時間から 48 時間の間に，残りの 4匹は 48 時間から 96 時間の間

に死亡した。 
 5s 群のマウス 1 匹および 15s 群のマウス 2 匹では，熱傷創作成中の手技上の

問題により左右いずれか一側の創傷を評価から除外したが，手技上の問題のな

かった対側の創傷は解析に含めた。 
 結果として，34 匹のマウスから得られた 65 の創傷における生存面積割合を，

熱傷創作成 96 時間後に評価した。その後，組織学的評価のためにさらに 9匹の

マウスを安楽死させた。加えて，15s群の 1匹については，実験開始時と比較し

て 20 %以上の体重減少を認めたため安楽死させた。残りの 24匹（5s群：12匹，

15s群：7匹，25s群：5匹）は，熱傷創作成 168 時間後の評価終了時に安楽死さ

せた。  



 27 

2．肉眼所見の経時的変化と群間比較 

 熱傷創作成直後には，テンプレートの接触部において皮膚の白色変化および

硬化が認められた。間隙部でも軽度の白色変化が観察された。5s 群では，熱傷

創作成直後から 96 時間後までに間隙部の壊死変化は認められなかった。15s 群
では，熱傷創作成 24 時間後に間隙部に紫斑が出現し，48 時間後には間隙の一部

に壊死変化が認められた。熱傷創作成 96 時間後には，壊死領域が拡大した。25s
群では，熱傷創作成 24 時間後に間隙部に潰瘍および紫斑が認められた。潰瘍は

経時的に拡大し，熱傷創作成 96 時間後には間隙部の大部分が壊死していた。熱

傷創作成 96 時間後および 168 時間後の比較において，いずれの群も壊死面積の

有意な増加は認められなかった。一方，168 時間後には，明らかな創収縮が確認

された（図 8）。 

 

図 8. 各群における典型的な経過の概要。5s群では，間隙に形成された Zone of 
stasis は壊死に至らず，組織の生存が維持されていた。15s群では，Zone of 
stasis の一部に壊死が認められ，左右に形成された 2 つのシルクハット状の壊死

部が中央で癒合していた。25s群では，Zone of stasis の大部分が壊死し，左右

のシルクハット状壊死部が完全に癒合していた。また，一部のマウスでは，創

部感染により死亡した。  
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3．生存面積割合 

 熱傷創作成 96 時間後に ImageJ を用いて解析した生存面積割合は，5s 群で

20.1 % ± 0.6 %，15s群で 9.6 % ± 0.6 %，25s群で 3.7 % ± 0.8 %であった。生存面

積割合に関する Tukey-Kramer法の結果，3群間で両側 p < 0.001 の有意差が認め

られた。タイプ分類では，5s群の大部分が Cタイプ，25s群ではすべてが Aタ
イプであった。一方，15s群では Bタイプが最も多く認められたが，Aタイプお

よび Cタイプも一部に認められた（図 9）。 

 
図 9. 接触時間と生存面積割合の関係。生存面積割合に対する Tukey-Kramer法
の結果，3群間に有意な差が認められた（両側検定，p < 0.001；†で示す）。図

5 での定義に従い，生存面積割合が 7 %未満のものを Aタイプ（赤），7 %以上

14 %未満を Bタイプ（黄），14 %以上を Cタイプ（青）として分類したとこ

ろ，5s群ではほとんどが Cタイプに該当し，25s群ではすべてが Aタイプであ

った。15s群では Bタイプが最も多かったが，Aタイプおよび Cタイプも含ま

れていた。  
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4．組織学的評価 

 熱傷創作成 1，12，24，48，96 時間後に採取したサンプル数は，5s 群では各

時点で 4個，15s群では順に 6個，6個，8個，8個，8個，25s群では順に 4個，

6個，8個，6個，3個であった。JMP ver. 17.0 のグラフビルダーを用いて作成し

た近似曲線を図 10，11，12 に示す。 
 

 
図 10. A：表皮の変性について。B：皮膚付属器の変性について。C：真皮の変

性について。D：皮下筋層の変性について。青線は 5s群，黄線は 15s群，赤線

は 25s群を示す。エラーバーは平均値の標準誤差を表す。  
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図 11. A：毛細血管の鬱滞について。B：毛細血管の閉塞について。C：炎症細

胞の真皮への浸潤について。D：炎症細胞の間質性結合組織への浸潤につい

て。青線は 5s群，黄線は 15s群，赤線は 25s群を示す。エラーバーは平均値の

標準誤差を表す。  
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図 12. A：表皮の再生について。B：浅層における血管新生について。C：深層

における血管新生について。青線は 5s群，黄線は 15s群，赤線は 25s群を示

す。エラーバーは平均値の標準誤差を表す。  
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5．皮膚付属器および皮下筋層における組織評価スコアの経時変化 

 皮膚付属器の変性に関する組織評価スコアは，5s群で熱傷創作成 12 時間後

に 0.25 ± 0.29，96 時間後に 0.00 ± 0.30 であったのに対し，15s群では熱傷創作

成 12 時間後に 1.21 ± 0.24，96 時間後に 1.56 ± 0.22 であった（図 13A）。5s群で

は，熱傷創作成 96 時間後まで皮膚付属器の明らかな変性は認められなかっ

た。一方，15s群では，熱傷創作成 12 時間後から核の凝集および核周囲空隙を

伴う中等度の変性が観察された（図 14A）。熱傷創作成 12 時間後および 96 時

間後の両時点において，5s群と 15s群の間には有意差が認められた（それぞれ

p = 0.0357，p = 0.0019）。 
 皮下筋層の変性に関する組織評価スコアは，5s群で熱傷創作成 12 時間後に

0.05 ± 0.21，96 時間後に 0.00 ± 0.16 であったのに対し，15s群では熱傷創作成

12 時間後に 1.22 ± 0.17，96 時間後に 1.75 ± 0.11 であった（図 13B）。5s群では

熱傷創作成 96 時間後まで変性はほとんど認められなかったが，15s群では熱傷

創作成 12 時間後から筋原線維の変性および筋鞘内空隙を伴う中等度の変性が

観察された（図 14B）。熱傷創作成 12 時間後および 96 時間後の両時点におい

て，5s群と 15s群の間には有意差が認められた（それぞれ p = 0.0025，p < 
0.0001）。 

 
図 13. 皮膚付属器の変性および皮下筋層の変性に関する組織評価スコアの経時

的変化。実線は 15s群，破線は 5s群を表す。A：皮膚付属器の変性スコアは，

熱傷創作成 12 時間後から 96 時間後において，5s群より 15s群で有意に高かっ

た（p < 0.05，*で示す）。B：皮下筋層の変性スコアは，熱傷創作成 1 時間後か

ら 96 時間後において，15s群の方が 5s群よりも有意に高かった（p < 0.05，*で
示す。p < 0.001，†で示す）。  
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図 14. 皮膚付属器の変性および皮下筋層の変性の代表的な組織像（ヘマトキシ

リン・エオジン染色）。Bar は 50 µm を示す。A1：5s群，熱傷創作成 12 時間

後。皮膚付属器には明らかな変性は認められない（*1）。A2：15s群，熱傷創作

成 12 時間後。皮膚付属器に核の凝縮および核周囲腔の拡大が観察され，1点
（中等度）の変性を認める（*2）。B1：5s群，熱傷創作成 12 時間後。皮下筋層

に変性所見は認められない（†1）。B2：15s群，熱傷創作成 12 時間後。皮下筋

層に筋原線維の変性および筋鞘内空隙（矢頭）を伴う 1点（中等度）の変性を

認める（†2）。 
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考察 

 本研究では，2 つの重要な知見が得られた。第一に，マウスを用いて Burn 
wound conversion を効率的かつ再現性よく検討可能な新規動物モデルを確立し

た点である。第二に，熱傷創作成直後から 4 日後までの複数の時点において

Zone of stasis の組織学的評価を行い，壊死性変化に至る過程における組織学的

変化を明らかにした点である。 

 マウスを用いた Burn wound conversion に関する先行研究（Lu et al，2022；
Palackic et al，2022）では，熱水（Adediran et al，2010；Beffa et al，2011；
Bohannon et al，2009；Bohr et al，2013；Cribbs et al，1998；Fan et al，2010；
Fan et al，2009a；Fan et al，2009b；Finnerty et al，2009；Howell et al，2012；
Huber et al，2012；Liu et al，2011；Muthu et al，2009；Palmer et al，2011；
Plackett et al，2010；Posluszny et al，2011；Song et al，2009；Song et al，2008；
White-Dzuro et al，2022；Zhang et al，2013），あるいは加熱した金属テンプレー

ト（Begieneman et al，2012；Chen et al，2021）を皮膚に接触させて熱傷創を作

成していた。しかしながら，これらの研究では熱傷創全体を評価対象としてい

たため，Zone of stasis に限局した Burn wound conversion の解析は困難であっ

た。今回確立したモデルでは，Zone of stasis が生じる部位を意図的に作成する

ことが可能であり，これにより Zone of stasis に限局した生理学的および組織学

的評価が可能となった。 

 Comb モデル（Regas and Ehrlich，1992；Tobalem et al，2020）は，ラットを

用いた Burn wound conversion 研究において既に確立された手法であるが，これ

をマウスに転用するには，ラットとマウスの体格差に応じてテンプレートのサ

イズを調整する必要がある。Comb モデルのテンプレートを同一の比率でマウ

ス用に縮小した場合，その最大寸法はおよそ 30 × 15 mm（3 つの凸面が 15 × 
7.5 mm，2 つの隙間が 15 × 3.75 mm）となる。このサイズでは，テンプレート

が接触する皮膚の直下に肋骨や股関節などの硬性組織と腹部の軟性組織が混在

し，皮膚との接触圧を均一に保つことが困難である。その結果，モデルの安定

性および再現性が損なわれる可能性がある。この問題を回避するために，本研

究ではテンプレートの接触部位をマウスの側腹部に限定した設計を採用した。

本モデルは，Comb モデルと比較して，隙間の大きさや数に加え，シルクハッ

トのつばのような突起部を有している点が特徴である。この突起部は，テンプ

レートが皮膚と接触して生じた Zone of coagulation と，非接触領域に相当する

Zone of stasis との境界を視認する上で有用である。 
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 また，Comb モデルではテンプレートの長軸が脊柱と平行に配置される。マ

ウスやラットの皮下筋層における筋線維の走行を踏まえると（Naldaiz-Gastesi et 
al，2018），創部はこの長軸方向に沿って収縮しやすいと考えられる。そのた

め，たとえ Zone of stasis の幅を 10 mm として作成した場合でも，創傷治癒過程

における創収縮の影響を受けて Zone of stasis の幅が変化し，生存領域および壊

死領域の面積を再現性よく評価することが困難となりうる。本研究では，テン

プレートの長軸を脊柱に対して垂直に配置したことで，創収縮の影響を最小限

に抑えることができた。その結果，Zone of stasis における生存率および壊死率

の評価において，再現性の高い解析が可能となった。 

 熱傷を誘発する熱源としては，熱水との直接接触（Abdullahi et al，2014），
加熱した金属との接触（Begieneman et al，2012；Chen et al，2021），ヒートガ

ンなどの熱風，アルゴンレーザー（Nakasone et al，2007）などが挙げられる。

本研究では，テンプレートの加熱方法として，半田ごてへの接続および熱水へ

の浸漬の 2 つを検討した。半田ごてへの接続では機械の設定温度とテンプレー

トの実温度との乖離が認められたため，採用を見送った。一方，加熱した熱水

への浸漬は，十分な浸漬時間を確保することでテンプレート全体の温度を均一

に保てるため，再現性の高い加熱法であると判断した。水温が設定値

（100 °C）に到達したことを確認した上で，沸騰状態を視認し，さらに外部温

度計で水温をモニターすることで温度管理の確実性を高めた。 

 ラットの Comb モデルでは，金属テンプレートを 100 °C に加熱して 20秒か
ら 30秒間皮膚に接触させることで，接触部位に Zone of coagulation が形成され

た（Bohr et al，2013；Choi et al，2018；El Ayadi et al，2021；Eski et al，2012 ；
Fang et al，2017；Fourman et al，2014；Inoue et al，2018；Jiang et al，2023；Lee 
et al，2023；Macri et al，2013；Öksüz et al，2013；Reddy et al，2015；Rosique et 
al，2017；Shalom et al，2011；Singer et al，2010；Singer et al，2011；Singer et 
al，2018；Singer et al，2020；Singer et al，2013；Smith et al，2021；Tobalem et 
al，2013；Tobalem et al，2012；Türkaslan et al，2010；Wang et al，2021a）。一

方，皮膚や組織の厚さが異なるマウスでは，金属テンプレートを 90 °C 以上に

加熱し，7秒から 9秒間皮膚に接触させることが Zone of coagulation の形成に必

要とされている（Abdullahi et al，2014）。本研究では，接触時間の検討を予備

実験で行い，その結果に基づいて 3 つの群（5秒間接触，15秒間接触，25秒間

接触）を設定した。 

 Burn wound conversion を模した創傷モデルにおいて最も適切な状態は，Zone 
of stasis に相当する間隙部で，部分的に壊死が進行しつつも生存組織が一部残存
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している状況であると考えた。この状態は，間隙の 50 %から 75 %が壊死してい

る場合に該当するとした。撮影した画像から間隙内の壊死面積の割合を直接算

出できることが理想であったが，実際には，テンプレートとの接触により形成さ

れた Zone of coagulation と，Zone of stasis内で Burn wound conversion により壊

死に至った領域との境界を厳密に識別することは困難であった。そこで，2 つの

シルクハット形状の突起の間に存在する壊死していない皮膚の面積と全体の面

積から，生存面積の割合を算出する方法を採用した。この手法により，間隙の

50 %から 75 %が壊死しているタイプ B に相当する生存面積割合は 7 %から 14 %
であった。 

 生存面積割合は 3 群間で有意な差を示し，5s 群では 1 例を除いてすべてがタ

イプ C に分類された。一方，25s群では全例がタイプ A に該当した。15s群では

タイプ B が半数以上を占めた。これらの結果から，100 °C に加熱したテンプレ

ートを皮膚に 15秒間接触させることが，タイプ B に相当する創傷を再現する上

で最も適した条件であると結論づけられた。 

 Burn wound conversion に伴う組織学的変化を観察するため，熱傷創作成 1，12，
24，48，96 時間後の各時点で間隙の Zone of stasis より組織を採取した。壊死性

変化を認めた 15s群と，壊死を認めなかった 5s群の組織を比較した結果，熱傷

創作成 96 時間後の時点で両群間に有意差が認められた評価項目のうち，皮膚付

属器の変性および皮下筋層の変性に関しては，より早期の時点からすでに両群

間でスコアに有意差があることがわかった。この結果は，これら 2 項目が受傷

早期に Burn wound conversion の発生を予測する指標となる可能性を示唆してい

る。 

 熱傷創作成 168 時間後までの観察により，Burn wound conversion に伴う壊死性

変化は 96 時間後までに経時的に進行し，それ以降は進行しないことが明らかと

なった。組織学的検討においては，不可逆的変化がさらに早期に生じている可能

性が示唆されたことから，Burn wound conversion に対する治療介入はできる限り

早期，少なくとも受傷後 12 時間以内に実施すべきであると考えられる。 
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第二章 

Burn wound conversionを模したマウス熱傷モデルにおける 

羊膜由来間葉系幹細胞由来物質の影響の検討 

緒言 

 AMSC は胎児を包む卵膜を構成する羊膜から採取される間葉系幹細胞であ

り，分化・増殖能に優れ，免疫寛容性を有する（Pittenger et al，1999）。間葉系

幹細胞が産生する生理活性物質は，周囲の細胞を刺激／抑制するパラクライン

作用により，血管新生や免疫調整，抗炎症，抗線維化作用などをもたらす

（Arno et al，2014；Chen et al，2008；Irons et al，2018）。採取の安全性，豊富

な細胞数，高い増殖性などから再生医療における有望な細胞源として注目され

ている（Alviano et al，2007；In 't Anker et al，2004）。 

 間葉系幹細胞は創傷治癒過程において，成長因子やサイトカインを介し，血

管新生促進，炎症制御，組織再生促進などに寄与することが報告されている

（Takahashi et al，2021；Wu et al，2007）。 

 これまでに，さまざまな組織由来の間葉系幹細胞をヒトの熱傷に対して投与

する臨床試験が行われてきた（Wang et al，2021b）。しかし，その安全性や作用

機序については，未だ十分に確立されていない。投与方法，投与量，投与時期

などの最適化が必要であり，また長期的な安全性についても継続的な評価が求

められている。 

 一方，基礎研究においては，ラットを用いた Comb モデルに対して間葉系幹

細胞を投与することで，Burn wound conversion の抑制効果が示されている

（Abbas et al，2019；Tutak et al，2022）。これらの研究では，間葉系幹細胞の投

与により，炎症の軽減，酸化ストレスの抑制，血管新生の促進などが確認され

ており，Zone of stasis における組織の救済に寄与している可能性が示唆されて

いる。しかし，これらの報告の多くはラットを対象としており，また AMSC 由

来物質，すなわち培養上清や細胞外小胞（Extracellular vesicle; EV）の効果につ

いては十分に検討されていない。 
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 第一章において，マウスを用いて Burn wound conversion を再現可能な新規熱

傷モデルを確立した。このモデルでは，100 °C に加熱した金属テンプレートを

マウスの側腹部に 15秒間接触させることで，Zone of coagulation と Zone of 
stasis を区別して形成することが可能であり，マウスの体格に適した独自のテン

プレートを使用している。このモデルは，Burn wound conversion に対する新規

治療法の評価に適した実験系であり，Zone of stasis に限局した解析が可能であ

る。また，マウスを用いることで，遺伝子改変技術の活用や，豊富な実験試薬

の使用が可能となり，より詳細な病態機序の解明が期待される。 

 本章の目的は，第一章で確立したマウス熱傷モデルを用いて，AMSC 由来物

質が Burn wound conversion に与える影響を検証することである。さらに，酸化

ストレスマーカーおよび関連遺伝子発現の解析を通じて，その分子生物学的基

盤を明らかにすることを目的とする。 

 

動物実験計画 

 本研究は，第一章と同一の動物実験計画「皮膚深達性急性創傷に対する羊膜

由来幹細胞の創傷治癒促進作用」（承認番号 23-0005）に基づき，同計画の一

研究として行った。  
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予備実験 

1. AMSC の準備 

 AMSC および培養液は，株式会社カネカ（大阪）により提供された。3継代目

から 4継代目の細胞を用い，温度 37 °C，酸素濃度 21 %，二酸化炭素濃度 5 %の

条件下でサブコンフルエントに達するまで培養した。 

2．投与物質の検討 

 AMSC 由来物質として，培養上清中に含まれる EV と濃縮した培養上清液の

投与を検討した。 

3．AMSC-EV の抽出 

 3 継代目から 4 継代目の AMSC を培養し，サブコンフルエントの状態に達し

た時点で，AMSC をリン酸緩衝生理食塩水（Phosphate-buffered saline; PBS）
（Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA）で 2 回洗浄し，残留する血清成分

を除去した。その後，EV-Up™ MSC EV産生用基礎培地, AF と EV-Up™ MSC EV
産生用サプリメント, AF（いずれも富士フィルム和光純薬株式会社，大阪）の混

合培地に交換し，同条件下で 48 時間の培養を行った。得られた上清液は，細胞

残渣を除去するため 0.2 μm 組織培養フィルターユニット Rapid-Flow, 250 mL, 
PES（Thermo Fisher Scientific）で濾過した。さらに，得られた上清液を VIVASPIN 
20, MWCO 100,000, PES（フナコシ株式会社，東京）を用いて，限外ろ過によっ

て 10 倍から 14 倍に濃縮した。その後，qEV オートフラクションコレクターお

よび Gen2 qEV10/35（いずれもメイワフォーシス株式会社，東京）を用いて，2
つの EV 分画を抽出した。得られた 2 つ EV 分画は，ナノ粒子イメージングアナ

ライザー VIDEO DROP（メイワフォーシス株式会社）を用いて，EV濃度を測定

した。 

4．マウス熱傷モデルに対する AMSC-EV の影響の検討 

 ラットの背部潰瘍モデルに対して間葉系幹細胞由来の EV を 2.0 × 108個を投

与した既報（Ferreira et al，2017；Kim et al，2023）を参考に，得られた 2 つの EV
分画をそれぞれ 1.0 × 109個/mL，1.0 × 108個/mL，1.0 × 107個/mL の 3種類の濃

度に希釈した。  
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 実験には ICR マウス（雄，8週齢，体重 36gから 38 g）を用いた。三共ラボサ

ービス株式会社より 7 週齢で購入し，購入後 1 週間の順化期間を設けた。実験

動物は，第一章と同様の方法で飼育した。実験開始前日には，2.0 %イソフルラ

ン—酸素混合ガスによる全身麻酔下で，３MTM サージカルクリッパー（可動ヘッ

ドタイプ）および除毛クリームを用いて体幹部の除毛を行った。 

 30匹のマウスを用いて，マウス熱傷モデルを作製し，無作為に 9群に分けた。

各群は表 2 の通りである。Sham 群には AMSC-EV の代わりに PBS を投与した

（図 15）。 

表 2：各群の EV 分画，濃度，投与量，回数，時間 

 

 

図 15. A：0.2 mL/創の投与例。B：0.6 mL/創の投与例。いずれも点線円 1か所
あたりに 0.1 mL投与している。 

 熱傷創作成 96 時間後に写真撮影を行い，ImageJ を用いて生存面積割合を解析

した。熱傷創作成 96 時間後の評価を行う前の時点で 5匹のマウスが死亡し，ま

たモデル作製時の手技上の問題により 6 つの創が評価から除外された。  
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 各群の生存面積割合は以下の通りであった：Fr2e7-2群 6.5 % ± 2.0 %，Fr2e8-
2群 12.6 % ± 2.0 %，Fr2e9-2群 11.1 % ± 1.5 %，Fr2e9-6群 8.3 % ± 2.4 %，Fr3e7-
2群 12.0 % ± 1.7 %，Fr3e8-2群 9.3 % ± 1.8 %，Fr3e9-2群 9.0 % ± 1.7 %，Fr3e9-
6群 16.3 % ± 1.4 %，Sham群 6.1 % ± 2.9 %。また，比較として第一章で作成し

た 15s群を Control群 9.6 % ± 0.6 %として解析に含めた（図 16）。 

 

図 16. AMSC-EV投与各群と生存面積割合の関係。 

 AMSC-EV 投与により，生存面積割合が増加している群を認めるものの，

Control 群と比べて悪化している群も認めた。また，分画や濃度および投与量・

投与回数による明らかな傾向は認められなかった。 

5．AMSC培養上清の準備 

  3 継代目から 4 継代目の AMSC を培養し，サブコンフルエントの状態に達

した時点で，AMSC を PBS で 2 回洗浄し，残留する血清成分を除去した。その

後，培地を抗生物質無添加の Alpha minimum essential medium（α-MEM）（Thermo 
Fisher Scientific）に交換し，同条件下で 48 時間の培養を行った。得られた上清

液は，細胞残渣を除去するために 0.2 μm 組織培養フィルターユニット Rapid-
Flow, 250 mL, PES で濾過した（Takahashi et al，2021）。使用まで直ちに－80 °C で

保存した。  
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6．AMSC培養上清の濃縮 

 既報では得られた培養上清液を 3 kDaから 10 kDa のろ過膜で限外ろ過するこ

とで濃縮させることが報告されている（Amirpour et al，2019；Jha et al，2021；
Pokrovskaya et al，2020；Zhang et al，2021）。成長因子や EV を濃縮することを目

的と考え，5 kDa のろ過膜を用いて限外ろ過を行うことにした。 

 前項で得られた培養上清の一部を VIVASPIN 20, MWCO 5,000, PES（フナコシ
株式会社）を用いて 8倍に濃縮し，使用まで直ちに－80 °C で保存した。 

7．投与方法の検討 

 Comb モデルに対する介入研究では，局所注射での投与が多い（Abbas et al，
2018；Eyuboglu et al，2018；Hosni Ahmed et al，2017）。潰瘍のように傷がある場

合は，塗布することも効果的であると考えられる。ラットを用いた創傷研究では

静脈内投与も一般的な投与方法であるが，マウスの場合，尾静脈に確実に繰り返

し薬剤を投与することは，手技的に困難であると考えられた。腹腔内投与は比較

的簡便で，再現性を持って投与が可能な方法であると考えられた（Abd-Allah et 
al，2015）。 

8．マウス熱傷モデルに対する AMSC培養上清の影響の検討 

 31匹のマウスを用いて，マウス熱傷モデルを作製し，無作為に 8群に分けた。

各群は表 3 の通りである。Sham群には AMSC培養上清の代わりに α-MEM を投

与した（図 17）。 

表 3：各群の投与物質，部位，量，時間 
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図 17. 点線円は創近傍皮下の注射部位を示す。点線三角は創内皮下の注射部位

を示す。いずれも 1か所あたりに 0.25 mL投与（0.5 mL/創）。 

 熱傷創作成 96 時間後に写真撮影を行い，ImageJ を用いて生存面積割合を解析

した。熱傷創作成 96 時間後の評価を行う前の時点で 2匹のマウスが死亡し，ま

たモデル作製時の手技上の問題により 6 つの創が評価から除外された。 

 各群の生存面積割合は以下の通りであった：CM-wic群 8.1 % ± 1.5 %，CM-ip
群 9.5 % ± 1.5 %，CM5-wic群 12.9 % ± 1.0 %，CM5-ip群 14.1 % ± 1.0 %，CM5-
iwic群 12.7 % ± 1.2 %，Sham-wic群 8.1 % ± 1.5 %，Sham-ip群 9.0 % ± 1.4 %，

Sham-iwic群 12.5 % ± 2.2 %。また，比較として第一章で作成した 15s群を Control
群 9.6 % ± 0.6 %として解析に含めた（図 18）。  
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図 18. 各群の熱傷創作成 96 時間後の生存面積割合。 

 濃縮していない培養上清群と比べて，8倍に濃縮した群では生存面積割合の平

均値が高かった。その中でも，CM5-ip群は四分位範囲が狭く，かつ生存面積割

合の平均値が最も高い結果であった。 

 上記結果より，マウス熱傷モデルに対する AMSC 由来物質投与による Burn 
wound conversion 抑制効果に関しては，8倍に濃縮した AMSC培養上清を熱傷創

作成直後に 1.0 mL腹腔内注射することが，最も効果的な介入方法であると示唆

された。 
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本実験 

方法 

1. AMSC の準備 

 AMSC および培養液は，株式会社カネカにより提供された。3継代目から 4継
代目の細胞を用い，温度 37 °C，酸素濃度 21 %，二酸化炭素濃度 5 %の条件下で

サブコンフルエントに達するまで培養した。 

2. AMSC 由来物質の準備 

 サブコンフルエントの状態に達した時点で，AMSC を PBS で 2 回洗浄し，残

留する血清成分を除去した。その後，培地を抗生物質無添加の α-MEM に交換し，

同条件下で 48 時間の培養を行った。得られた上清液は，細胞残渣を除去するた

めに 0.2 μm 組織培養フィルターユニット Rapid-Flow, 250 mL, PES で濾過した

（Takahashi et al，2021）。さらに，得られた上清液を VIVASPIN 20, MWCO 5,000, 
PES を用いて，限外ろ過によって 8倍に濃縮した後，使用まで直ちに－80 °C で

保存した。また，比較のために，抗生物質無添加の α-MEM を同様に 0.2 μm 組
織培養フィルターユニット Rapid-Flow, 250 mL, PES で濾過し，直ちに－80 °C で

保存した。 

3. 実験群とプロトコール 

 実験には ICR マウス（雄，8週齢，体重 36gから 38 g）を用いた。三共ラボサ

ービス株式会社より 7 週齢で購入し，購入後 1 週間の順化期間を設けた。実験

動物は，第一章と同様の方法で飼育した。実験開始前日には，2.0 %イソフルラ

ン—酸素混合ガスによる全身麻酔下で，３MTM サージカルクリッパー（可動ヘッ

ドタイプ）および除毛クリームを用いて体幹部の除毛を行った。 

 第一章と同様の方法で，38 匹のマウス熱傷モデルを作製し，CM5-ip 群（n = 
15），Sham-ip群（n = 12），Control群（n = 11）の 3群に無作為に分けた。また侵

襲を与えず同じ環境で飼育を行ったマウスを正常群（n = 2）とした。 

 前項で準備した AMSC 由来物質と α-MEM を実験の前日に 4 °C の冷蔵庫に移

し，緩徐に溶解させておき，投与の 30 分前に常温で復温させた。CM5-ip群では

熱傷創作成直後に，AMSC 由来物質 1 mL を腹腔内に投与した。Sham-ip群では
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熱傷創作成直後に，α-MEM 1 mL を腹腔内に投与した。 

 熱傷創作成 48 時間後に，CM5-ip群より 6匹，Sham-ip群より 6匹，Control群
より 6匹，正常群より 2匹ずつ，MDA assay 用にマウスを安楽死させた。熱傷創

作成 96 時間後に，第一章同様に写真撮影を行い，ImageJ を用いて生存面積割合

を解析した。その後，Ribonucleic Acid（RNA）単離用に，残ったすべてのマウス

を安楽死させた。なお，熱傷創作成 96 時間後に行う生存面積割合の解析には，

第一章で作成した 15s群（24 の創傷）を Control群に含めた。 

4. MDA assay による組織酸化ストレスレベルの評価 

 前項で MDA assay のために，熱傷創作成 48 時間後に安楽死させたマウスよ

り，前章の図 5A 同様に創間隙の Zone of stasis から皮膚および皮下組織を採取

し，直ちに液体窒素を用いて凍結した後，－80 °C で保存した。凍結保存した組

織は，Micro Smash MS-100（TOMY，東京）を使用して破砕した後，マロンジア

ルデヒド測定キット（株式会社 同仁化学研究所，熊本）とマイクロプレートリ

ーダー SpectraMax Paradigm（モレキュラーデバイスジャパン株式会社，東京）

を用いた吸光度測定を行い，MDA濃度を測定した。 

5. リアルタイム定量 Polymerase chain reaction（PCR）による炎症性サイトカ

イン，成長因子および細胞死制御関連遺伝子の発現の評価 

 第3項でRNA抽出のために熱傷創作成96時間後に安楽死させたマウスより，

前章の図 5A同様に創間隙の Zone of stasisから皮膚および皮下組織を採取し，直

ちに RNAlater™ Stabilization Solution（Thermo Fisher Scientific）に浸漬させた。

保存した組織は Micro Smash MS-100 を使用して破砕した後，スピンカラム法に

て total RNA を抽出した。ゲノム DNA のコンタミネーションを防ぐために

Deoxyribonuclease（DNase）処理を行った。一連の操作に用いた試薬は RNeasy 
Fibrous Tissue Mini Kit，RNase-Free DNase Set（いずれも QIAGEN, Hilden, Germany）
である。得られた RNA 濃度は分光光度計（Nano Drop ND-1000; Thermo Fisher 
Scientific）を用いて測定した。 

 続いて，1 μgの total RNAから逆転写反応によりComplementary deoxyribonucleic 
acid（cDNA）を作成した。逆転写酵素として High Capacity RNA-to-cDNA Kit
（Applied Biosystems, Foster City, CA, USA）を使用した。サーマルサイクラー

（GeneAmp PCR System 9700; Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific）による

逆転写反応条件は 37 °C・60 分，95 °C・5 分，4 °C・∞とした。 
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 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リアルタイム定量 PCR を行った。

PCR装置は StepOnePlus Real-Time PCR System（Applied Biosystems, Thermo 
Fisher Scientific）を使用した。cDNA5 μL および Power SYBR Green Master Mix
（Applied Biosystems, 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-
guanine phosphoribosyltransferase 1（Hprt1）を用いた。使用したプライマーを表

4 に示す（全てタカラバイオ株式会社，草津）。 
 

表 4：使用したプライマー一覧 
Gene Accession number Primer sequences Product size 

(base pair) 

Il1b NM_008361.4 MA218637-F: CCAGGATGAGGACATGAGCAC 

MA218637-R: TGTTGTTCATCTCGGAGCCTGTA 

144 

Il6 NM_031168.2 MA225139-F: GTCGGAGGCTTAATTACACATGTTC 

MA225139-R: GCAAGTGCATCATCGTTGTTCA 

101 

Il10 NM_010548.2 MA273475-F: GCCTTCAGCCAGGTGAAGAC 

MA273475-R: GGGCATCACTTCTACCAGGTAA 

150 

Vegfa NM_001110267.1 MA259034-F: CGAGGCAGCTTGAGTTAAACGA 

MA259034-R: CGTGGTGGTGACATGGTTAATC 

141 

Hmgb1 NM_010439.4 MA224232-F: GGAACAACACTGCAGCAGATGA 

MA224232-R: CCTTTAGCTCTGTAGGCAGCAATA 

151 

Bcl2 NM_009741.5 MA027977-F: TCGCCCTGTGGATGACTGAG 

MA027977-R: AGGCTGAGCAGGGTCTTCAGAG 

151 

Hprt1 NM_013556.2 MA031262-F: TTGTTGTTGGATATGCCCTTGACTA 

MA031262-R: AGGCAGATGGCCACAGGACTA 

189 

 

6. 統計学的解析 

 すべてのデータは平均値 ± 標準誤差で示した。2群間の比較には Student の t
検定を用い，3群以上の比較には一元配置分散分析を行い，その後 Tukey-Kramer
法による多重比較検定を施した。すべての統計解析は JMP version 17.0 を用いて

実施し，p < 0.05 を有意差ありとした。 
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結果 

1. 実験動物の使用状況と解析対象の概要 

 40匹のマウスのうち 18匹は，熱傷創作成 48 時間後の評価時点で MDA assay
のために安楽死させた。熱傷創作成 96 時間後の評価時点で，Control群の 1匹に

ついては，実験開始時と比較して 20 %以上の体重減少を認めたため安楽死させ，

生存面積割合の評価および RNA単離検体から除外した。熱傷創作成中の手技上

の問題により除外したマウスはいなかった。よって 19匹のマウスから得られた

38 の創傷における生存面積割合を，熱傷創作成 96 時間後に評価した。 

2. 生存面積割合 

 熱傷創作成 96 時間後に ImageJ を用いて解析した生存面積割合は，CM5-ip群
で 17.5 % ± 0.8 %，Sham-ip群で 8.5 % ± 1.0 %，Control群で 9.9 % ± 0.6 %であっ

た。生存面積割合に関する Tukey-Kramer法の結果，CM5-ip群と Sham-ip群の

間および CM5-ip群と Control群の間で両側 p < 0.001 の有意差が認められた

（図 19）。 
 

 

図 19. 各群の熱傷創作成 96 時間後の生存面積割合。  



 49 

3. MDA assay 

 熱傷創作成 48 時間後に行った MDA assay において，MDA 濃度は CM5-ip 群
で 7.0 ± 2.9 μmol/L，Sham-ip群で 7.8 ± 2.5 μmol/L，Control群で 10.0 ± 2.5 μmol/L，
正常群で 3.9 ± 2.9 μmol/L であった。Tukey-Kramer法の結果，いずれの群間にも

有意差は認められなかった（図 20）。なお CM5-ip群のうち 1 検体，正常群のう

ち 1 検体は計測エラーとなったため，解析から除外した。 

 

図 20. 各群の熱傷創作成 48 時間後の MDA濃度。 

4. リアルタイム定量 PCR 

 熱傷創作成 96 時間後に行ったリアルタイム定量 PCR において messenger RNA
（mRNA）の発現は以下の通りであった。Il1b: Control群（介入なし）; 1.00，Sham-
ip群（α-MEM を 1 mL腹腔内投与）; 0.06，CM5-ip群（8倍に濃縮した AMSC 由

来物質を 1 mL腹腔内投与）; 0.23。Il6: Control群; 1.00, Sham-ip群; 0.04，CM5-ip
群; 0.90。Il10: Control群; 1.00, Sham-ip群; 0.09，CM5-ip群; 0.05。Vegfa: Control
群; 1.00, Sham-ip群; 0.63，CM5-ip群; 0.47。Hmgb1: Control群; 1.00, Sham-ip群; 
0.01，CM5-ip群; < 0.01。Bcl2: Control群; 1.00, Sham-ip群; 0.02，CM5-ip群; < 0.01。 

 なお採取した 38 つの検体から total RNA の抽出を試みたが，total RNA が検出

されたのは Control群から１つ，Sham-ip群から１つ，CM5-ip群から 2 つのみで

あった。また total RNA が検出された CM5-ip群の検体のうち１つは，リアルタ

イム定量 PCR において，上記 mRNA の発現が認められなかったため，解析から

除外した。 
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図 21. 各群の熱傷創作成 96 時間後の Zone of stasis における Il1b, Il6, Il10, Vegfa, 
Hmgb1, Bcl2 のリアルタイム定量 PCR 結果。各グラフの縦軸は相対遺伝子発現

量を表し，各群を横軸に並べた。  
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考察 

 本研究では，Burn wound conversion を模した新しいマウス熱傷モデルにおい

て，AMSC 由来物質の治療効果を検討した。予備実験を通じて投与方法を最適

化し，本実験において 8倍に濃縮した AMSC培養上清の腹腔内投与が，熱傷創

作成 96 時間後の生存面積割合を改善することを明らかにした。 

 CM5-ip群では生存面積割合が 17.5 % ± 0.8 %となり，Sham-ip群（8.5 % ± 
1.0 %）および Control群（9.9 % ± 0.6 %）と比較して統計学的に有意な改善を

示した（p < 0.001）。この結果は，AMSC 由来物質が Zone of stasis における

Burn wound conversion を効果的に抑制したことを示している。 

 予備実験において，EV投与と培養上清投与の両方を検討した結果，培養上

清の方が安定した Burn wound conversion 抑制効果を示すことが明らかとなっ

た。これは，EV が単一の細胞外小胞画分であるのに対し，培養上清には EV 以

外に多様な生理活性物質が含まれているためと考えられる。間葉系幹細胞は，

VEGF，bFGF，PDGF等の成長因子や抗炎症性サイトカインを分泌することが

知られており，これらの複合的な作用が治療効果に寄与していると推察され

る。また，8倍濃縮により治療効果が向上したことから，有効成分の濃度依存

性が示唆される。腹腔内投与が最も効果的であったことについては，全身循環

を介した組織への物質送達により，創傷部位への効率的な有効成分の到達が可

能となったためと考えられる。 

 MDA assay の結果，CM5-ip群では 7.0 ± 2.9 μmol/L となり，Control群（10.0 
± 2.5 μmol/L）と比較して数値的な改善傾向を示したものの，統計学的有意差は

認められなかった。この結果については，AMSC 由来物質が軽度の抗酸化作用

を有する可能性を示唆するものの，サンプルサイズの制限による統計学的検定

力の不足も考慮する必要がある。本研究の MDA assay では，測定時のエラーに

より CM5-ip群から 1 検体，正常群から 1 検体を解析から除外せざるを得なか

った。その結果，各群のサンプルサイズが小さくなり，統計学的検定力が低下

した可能性がある。また，予算的制約により追加実験を実施できなかったこと

も，この問題を解決できなかった要因である。したがって，抗酸化作用に関す

る評価は限定的であり，より大規模な検討が必要である。間葉系幹細胞由来物

質の抗酸化作用については，過去の研究においても報告されている（Abbas et 
al，2018；Abbas et al，2019；Tutak et al，2022）が，その効果は他の作用機序

と比較して限定的である可能性が高い。本研究においても，生存面積割合の顕
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著な改善に対して，MDA濃度の変化が軽微であったことから，抗酸化作用以

外の機序が主要な治療効果に寄与していると推察される。 

 リアルタイム定量 PCR による遺伝子発現解析においては，重大な技術的問題

が発生した。38 検体から total RNA の抽出を試みたが，最終的に解析可能であ

ったのは Control群，Sham-ip群，CM5-ip群から各 1 検体のみであった。この

結果は極めて深刻な問題であり，統計学的検討は不可能であった。この問題の

主な原因として，熱傷創組織に特有の性状が考えられる。実際，正常皮膚検体

からの total RNA抽出は問題なく行われており（非公開データ），熱傷による組

織変性，炎症反応に伴う RNA 分解酵素の活性化，組織の壊死や線維化など

が，RNA抽出を困難にしていた可能性がある。特に，熱傷創作成 96 時間後と

いう時点では炎症反応が強く，RNA の分解が進行していたと推察される。さら

に，得られた少数の検体においても，多くの遺伝子で極端に低い発現値が認め

られた。これらの発現データが実際の生理学的状態を反映しているか，あるい

は RNA の品質低下や測定誤差に起因する技術的問題であるかの判断は困難で

ある。したがって，今回得られたリアルタイム定量 PCR結果から治療効果に関

する生物学的な結論を導出することは適切ではないと考えられる。なお，ラッ

トを用いた Comb モデルにおいては，Zone of stasis における組織内タンパク質

や遺伝子発現に関する検討は報告されている（Abbas et al，2018；Hosni Ahmed 
et al，2017）が，RNA抽出における技術的困難について言及した報告は，調査

の限りでは確認できなかった。 

 これらの問題の解決には，RNA抽出方法の改良，より早期の時点での検体採

取，組織保存方法の最適化などが必要であると考えられるが，予算的制約によ

りタンパク質での評価や追加実験を実施することはできなかった。 
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結論 

【本研究から得られた新知見】 

・ Burn wound conversion の研究に適した新たなマウスモデルを確立した。 
・ 100 °C に加熱した金属テンプレートをマウスの側腹部に 15秒間接触させる

ことで，効率的かつ高い再現性で Burn wound conversion を模倣した創傷を作

成することができた。 
・ Zone of stasis において熱傷早期に皮膚付属器および皮下筋層に変性が認めら

れた場合，後に Burn wound conversion が生じる可能性が高いことが示唆され

た。 
・ 新しいマウス熱傷モデルにおいて，8倍に濃縮した AMSC培養上清の腹腔内

投与により，熱傷創作成 96 時間後の生存面積割合が有意に改善することを

明らかにした。 
・ また，AMSC-EV よりも AMSC培養上清の方が，多様な生理活性物質の複合

的作用により安定した治療効果を示すことが判明した。 

【新知見の意義】 

 Burn wound conversion の病態生理を解明するために，これまで数多くの基礎

研究が行われてきた。本研究で確立した新たなマウス熱傷モデルを用いること

で，従来よりも多角的なアプローチが可能となり，Burn wound conversion の病

態生理に関する理解が一層深まることが期待される。 

 さらに，Zone of stasis の経時的変化を観察することで，Burn wound conversion
が生じる過程における組織学的変化を明らかにすることができた。特に，Zone 
of stasis において受傷早期の時点で皮膚付属器および皮下筋層に変性を認めた

場合，後に壊死性変化が生じる可能性が高いという所見は，Burn wound 
conversion に対する早期介入の必要性および早期診断の可能性を示唆する重要

な知見である。 

 濃縮した AMSC培養上清の腹腔内投与が、Burn wound conversion に対して有

効な全身治療となり得ることを示唆した。重篤な熱傷における Burn wound 
conversion の抑制という臨床的に重要な課題に対する新たな治療戦略の可能性

を提示した。  
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【今後の展開】 

 Burn wound conversion の抑制効果を示すさまざまな薬剤に関する研究報告は

あるものの，病態生理が複雑であるため，根本的な原因の解明や確立された治

療法には未だ至っていない。本研究で確立した新たな熱傷モデルを活用するこ

とで，今後はマウスを用いた再現性の高い基礎研究が可能となる。マウスを用

いることで，他の動物種と比べて遺伝子改変技術の適用が容易であるため，

Burn wound conversion の分子生物学的機序の解明がさらに進展することが期待

される。 

 また，AMSC培養上清を用いた熱傷治療の臨床応用に向けたエビデンスの構

築が期待される。 

【今後の課題】 

 MDA assay およびリアルタイム定量 PCR における技術的問題の解決，特に熱

傷組織からの RNA抽出方法の改良と統計学的検定力を確保するための適切な

サンプルサイズでの追加検証が必要である。 

 また，ラットを用いた既存の研究において Burn wound conversion の抑制に有

効とされた薬剤が，マウスを用いた本モデルにおいても同様の効果を示すかど

うかを検証する必要がある。その上で，標的と考えられる分子生物学的機序に

着目し，該当遺伝子をノックアウトしたマウスを用いることで，病態生理の詳

細な解明および薬剤の作用機序の理解が進むことが期待される。さらに，これ

らの知見を基に，安全性を十分に考慮した上で，将来的な臨床応用につなげて

いくことが求められる。  
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