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研究成果の概要（和文）：本邦では年間5万件の早産分娩が存在し約4割が子宮感染に起因するが，早産とその合
併症に対する新規治療法の開発は周産期領域の課題である．
我々は，リポポリサッカライドを生後3日目のラットに投与し早産新生仔敗血症モデル動物を作成し，このモデ
ルを用いてヒト羊水幹細胞の治療効果を検討した．その結果，予想に反して，リポポリサッカライド投与後に羊
水幹細胞を投与しても治療効果は認めず，事前投与を行った時のみ，生存率改善・炎症性サイトカインの減少・
炎症性多臓器障害の軽減などの治療効果を認めた．そして，治療機序として，羊水幹細胞とマクロファージを含
む腹腔内細胞凝集体が治療に寄与していることが推察された.

研究成果の概要（英文）：In Japan, there are 50,000 preterm deliveries per year, about 40% of which 
are caused by intrauterine inflammation. The development of the novel therapy for preterm birth and 
its complications is an urgent issue in the perinatal field. 
We injected  lipopolysaccharide into the peritoneal cavity of P3 rats and created rat model of 
neonatal sepsis. We investigated the effect of human amniotic fluid stem (hAFSC) on the neonatal 
sepsis rat. The improvement in survival, reduction of proinflammatory cytokines in the blood, and 
inhibition of inflammatory multiple organ injuries were observed by hAFSC treatment only before 
lipopolysaccharide administration. Intraperitoneal cell aggregates, which contain hAFSC and 
macrophages, were assumed to contribute to the therapeutic effect.

研究分野：産婦人科
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研究成果の学術的意義や社会的意義
早産合併症には現時点で有効な治療法がない．しかし，我々は本研究課題を通じて，胎児由来のヒト羊水幹細胞
が早産合併症に治療効果を有する可能性を見出した．この治療効果はヒト羊水幹細胞の抗炎症作用に起因すると
考えられ，生存率の改善という最大のエンドポイントを改善した点は今後の臨床応用に向けて重要な結果である
と考える．
また，治療機序に関する検討も進んでおり，抗炎症作用や細胞凝集体の寄与などといった，これまで明らかにな
っていないヒト羊水幹細胞による炎症性疾患の治療機序の解明に繋がる可能性がある．

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 早産回避や早産合併症の治療法開発は周産期領域の最大の課題である．本邦では年間約 5万
件の早産分娩が存在し，その約 40%は子宮感染による炎症に起因する 1)．早産児は子宮内感染
を原因とした高い死亡率のみならず，生存した場合でも子宮内感染やその後の人工呼吸器管理
により高率に合併症（早産脳傷害，慢性肺疾患，壊死性腸炎）が生じる．そして，これらの合
併症には根本的な治療法が存在しない 1)． 
 近年，成人の敗血症では，様々な臓器障害の修復に幹細胞を用いた再生医療が期待されてい
る．特に，間葉系幹細胞(Mesenchymal stem cell: MSC)は iPS細胞や ES細胞とは異なり腫瘍化の
危惧が少なく，「場」の特徴に従い増殖因子やサイトカイン分泌を介して抗炎症作用などの組織
修復機能を発揮する 2)． 
 羊水幹細胞はMSCの一種であり羊水中の細胞の約 1%に存在する幹細胞である 3)． 我々は，
妊娠中から樹立可能な唯一の幹細胞源としてヒト羊水幹細胞（Human amniotic fluid stem cells: 
hAFSC）に着目し，基礎的な研究を行ってきた．hAFSCは，MSCの一種であるが，腫瘍化しない，免疫
学的寛容能が高く拒絶されない，羊水採取におけるリスクが一般的に許容されているなどの特徴を有し
ており，臨床応用へのハードルが低い幹細胞である． 
 これまで本邦では，我々のグループ以外に羊水幹細胞に関して系統的研究を行ったグループ
は存在しないが，我々は，これまでに，hAFSC を既報 3)に準拠し安定的に樹立する方法を確立し，そ
れらがMSCの定義を満たすことを確認し，さらに低酸素性虚血性脳症(hypoxic-ischemic 
encephalopathy: HIE)や脊髄髄膜瘤の動物モデルへの抗炎症効果を含む治療効果を見出してきた
4-6) ．世界的にも，少数のグループにより羊水幹細胞を用いた難治性新生児疾患（周産期脳傷
害，慢性肺疾患，壊死性腸炎，先天奇形）に対する治療法の開発が行われている 7)がその成果
は十分ではなく，hAFSCを用いて早産児の炎症制御を行うことを企図した試みは全くなされて
いない． 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は，子宮内感染した早産児を模倣した「新生仔敗血症モデル」ラットを作成
し， hAFSCによる治療効果を検討することである．具体的には，この動物モデルは敗血症だ
けでなく早産児の臓器障害も反映しているため，脳室周囲白質軟化症(periventricular 
leukomalacia:PVL)8)をはじめとした全身臓器障害に対する hAFSCの治療効果を検討することを
目的とした．  

 
３．研究の方法 
（1）hAFSCの樹立 
本学倫理委員会承認の下（承認番号:20140285）で，妊娠 15-17週に当院で羊水検査を施行した患
者羊水のうち約 5ml を研究用に使用した． 初代培養を経たヒト羊水細胞から CD117陽性羊水細胞
を，抗体磁気ビーズを用いた単離法 3)で単離した．この細胞は，フローサイトメトリー法（Flow 
Cytometry: FCM）による細胞表面抗原の検討において，間葉系マーカー（CD29，CD73，CD90）が陽
性かつ血球系マーカー（CD14，CD34，HLA-DR）が陰性であり，誘導培地における継代培養において
骨・軟骨・脂肪への分化を確認し，MSCの定義に合致していることを確認した． 
（2）動物モデルの樹立 
新生仔敗血症モデルとして，生後早期の齧歯類に対し Lipopolysaccharide(LPS)を腹腔内投与
する方法が知られている 9)．我々は，ヒト早産期に相当する生後 3日目の SDラットに生理食
塩水に溶解した LPS0．25mg/kgを腹腔内投与し早産新生仔敗血症モデルを作成した． 

LPS群では LPS投与 3時間前に生理食塩水を投与し，治療（hAFSC+LPS）群では LPS投与
24，3時間後，同時，3時間前に hAFSCを投与した． 
（3）治療効果の検討 
①生存率の評価 

LPS投与後のモデル動物の生存率を確認した． 
②全身炎症の評価 
  LPS投与後 6時間の血清炎症性サイトカイン（IL-1β，IL-6，IFNγ，TNFα）を測定し，全身炎症の評
価を行った． 
③全身臓器傷害の評価 
 各臓器切片を作成し，免疫組織染色による病理組織像の解析を施行した． また，血液検査により
臓器傷害（肝腎機能傷害）を評価した．  
（4）hAFSCの局在 
 腹腔内に投与した hAFSCの局在を調べるため，蛍光色素 DiRで標識した幹細胞の分布を IVIS 
Imaging systemで追跡した。 
（5）治療機序の検討 
 新生仔免疫の主座は自然免疫であり獲得免疫は未熟である 10)．このため，自然免疫をつかさどるマ
クロファージに注目し， in vitroの実験を行った． 
 新生仔ラットの腹腔内マクロファージを回収し，微多孔膜のあるトランスウェル一体型インサートの上
段で培養した． 4群を設定し，マクロファージのみ，マクロファージと LPS， マクロファージと LPSに
加えて下段で hAFSC培養を行った． 最後に 4つ目の群としてマクロファージ，LPS，hAFSCを細胞



同士が直接接触する状態で培養した．最後の群は，hAFSCを投与した際の腹腔内環境を再現してい
ると考えられる． この条件設定で，LPS投与 4時間後に培養上清を回収し， ELISA法を用いてサイ
トカイン分泌を測定した． 
 
４．研究成果 
（1）動物モデルの確立 
 LPS投与後 48時間での生存率を検討した．Control群では生存率は 100%であり，LPS投与により
50%まで低下した．この結果は，ヒト早産新生児敗血症の致死率 40%に非常に近い結果であった． 
(2)治療効果の検討 
①生存率の評価（図 1） 
 hAFSC投与のタイミングを 24時間後，3時間後，同時とした場合，いずれも生存率は 50%であり治
療効果を認めなかった．しかし， hAFSCを LPS投与 3時間前に腹腔内投与したところ，生存率は約
80%と有意な改善を認めた． 
 このため，以降の実験はこの事前投与モデルをもとに検討した． 
②全身炎症の評価（図 2） 
  LPS投与 6時間後における炎症性サイトカイン（IL-1β，IL-6，IFNγ，TNFα）は，いずれも
hAFSC投与により低下した． 

③全身臓器傷害の評価(図 3，4，5） 
 脳，肺，肝臓を摘出し評価を行った． 
 脳では，脳神経炎症を反映しているグリア線維性酸性タンパク質(GFAP)や ミクログリア特
異的カルシウム結合タンパ ク質(Iba-1)の陽性細胞数の減少を認めた．肺では， hAFSC投与の
結果炎症による肺胞壁の肥厚が軽減されたことが確認された．また，白血球浸潤の指標である
myeloperoxidase(MPO)やマクロファージを示す Iba-1が hAFSC投与により抑制された（図 4）．
肝臓では hASFC投与によりグリコーゲン枯渇が回復したことが示され，肝逸脱酵素である
ASTや ALTの低下，またMPOの低下も認めた（図 5）． 

（3）hAFSCの局在(図 6） 
 肝臓や腸管膜を中心に，hAFSCは一過性に生体に生着したが、組織学的に治療効果が認めら
れた脳や肺にはほとんど生着していなかった．また，腹腔内に hAFSCを含む凝集体を認めた． 
(4)治療機序の検討(図 7） 
 LPS投与により培養上清中の TNFaは有意に増加し，hAFSC投与で減少した．さらに，マク
ロファージと hAFSCの直接接触により著明に減少した．また，抗炎症性サイトカイン IL10
は，LPS投与でほとんど反応を認めなかったが，hAFSC投与で分泌が増加し，マクロファージ



と hAFSCが直接接触することでさらに分泌が増加した． 
 
 以上の結果より，新生仔敗血症モデル動物において hAFSCは全身炎症を制御し，生存率を改善
することを明らかにした．そして，治療機序としてマクロファージを介した免疫制御機構が示唆され，特
に in vitroの研究ではマクロファージと hAFSCの腹腔内での直接接触が重要な役割を果たす可能性
が示された．また，in vivoの研究でも腹腔内に hAFSC とマクロファージを含むスフェロイド様細胞凝集
体を認めており，これが hAFSCの治療効果発現に有用な役割を果たしている可能性が高いと考えられ
た． 
 本研究では，LPS投与後に hAFSC治療を行った際，全く治療効果は認めず，事前投与時のみ有意
な治療効果を認めた． hAFSCを事前投与した場合，LPS投与時には腹腔内スフェロイド様細胞凝集
体の一部が形成されていたことを考慮すると，生体への幹細胞投与前にあらかじめ幹細胞をスフェロイ
ド化する、といった手法はMSCの治療効果増強に広く寄与する可能性があると考えられた． 
 
 我々は，『出生直後からの先制医療を目指した羊水幹細胞による難治性早産合併症の治療法開発』
を目指した研究を行った．本年度までの研究成果として，周産期脳障害の主要因である HIE と早産脳
障害を模倣した２つの動物モデルを用いて hAFSCの治療効果を明らかにし，hAFSC スフェロイドの持
つポテンシャルを見出した． 
 児由来の幹細胞は，通常は出生後にしか採取することができない．しかし，hAFSCだけは出生前に
樹立・培養が可能であり，出生前の胎児治療から出生直後の治療までをカバーできる．このため，本研
究結果は『脳性麻痺発症リスクが高い胎児を選別し，その羊水を採取し妊娠中から自己由来幹細胞を
準備しておき胎児・新生児に幹細胞治療を行う』先制医療計画のコンセプトを示すことに成功したもの
であると考える． 
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