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研究成果の概要（和文）： 
1)羊膜上皮、間葉系細胞、臍帯間質細胞を超低付着培養ディッシュにて浮遊培養すること
で自己複製能（self-renewal）がある sphere を回収できた。その sphere は、幹細胞マーカ
ーの Nanog, Oct3/4, SSEA4 の遺伝子発現を遺伝子レベル(RT-PCR による)、タンパクレベル(ウ
エスタン、免疫染色による)で発現していることが明らかになった。 

2) 国立がんセンター清野透博士との共同により, E6E7 及び hTERT、bmi1, cyclin inhibitor
などをウイルスにより導入し、羊膜上皮細胞、羊膜間葉系細胞、臍帯間葉系細胞の 11 株の不
死化に成功した。11 株の中から PDL50 を超えても増殖能・形態に変化のない株を選出し、骨、
軟骨、脂肪細胞などへ分化誘導することに成功した。 

3) 我々が開発したヒト乾燥羊膜を 1)翼状片除去後、2)緑内障における眼房水トンネル形成術
等の眼表面再建術に臨床応用し、手術時間の短縮、治療が困難なより大きな組織欠損部に対
応可能となるなどの利点が示された。 

4)乾燥羊膜(加工羊膜)の、ⅰ) 乾燥羊膜の上皮面は組織との癒着抑制に働き、間質面は組織付
着性がよく、また上皮面であってもスカフォールドとして働き、眼結膜の病変切除部に移植
した乾燥羊膜上に結膜細胞が増殖被覆することが明らかになった。ⅱ) 生羊膜に比べ扱い易
く、皺が発生しにくい、適した大きさ・形状に容易にカットでき、手術時間の短縮、治療が
困難なより大きな組織欠損部に対応可能となるなどの利点が示された。ⅲ) ヘルペス性角膜
炎を治療するために疎水性の抗ウイルス剤を可溶化するためのポリマーを開発した。可溶化
した抗ウイルス剤を乾燥羊膜に含浸させ、軟膏剤との治療効果を家兎で比較すると同程度の
効果が見られた。 

 
研究成果の概要（英文）： 
1) Amniotic epithelial cell, mesenchymal cell and umbilical mesenchymal cell, 

cultured under ultra low attached dish, made spheres that had self-renewal ability, 
expression of mRNA or proteins of stem cell markers(Nanog, Oct3/4, SSEA4). 

2) We made 11 immortalized cell lines of amniotic epithelial cell, mesenchymal cell, 
umbilical mesenchymal cells, which work were collaborated with Prof. 
Kiyono(National Cancer Center). Those cell lines were made by virus-transfection 
of gene such as E6E7,hTERT, bmi1 and cyclin inhibitor. We selected some cell lines 
that did not change cell growth and morphology even though over 50 PDL from these 11 
lines.  Those selected cell lines differentiated into bone, cartilage and adipose cells. 

3) Dried amniotic membrane were used for operation of the pterygium and aqueous 
humor tunnel plasty under the glaucoma.  Under these treatment, shortening of 
the operative time, available for the large tissue defect were shown as advantages. 

4) ⅰ）The epithelial surface of dried amniotic membrane suppress for adhesion with 
the tissue, and stromal surface adherenced to tissue.  And the dried amniotic 
membrane worked as a good scaffold even if the surface was epithelium.  The 
conjunctiva cells grew and multiplied on the dried amniotic membrane which we 
transplanted in the lesion.  ⅱ）It was easy to handle and make the dried 
amniotic membrane for the suitable size and shape that it was compared with fresh 
or cryopreserved amniotic membrane, and wrinkles were hard to occur. These 
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advantages become that an ophthalmologist could be short the operative time, 
could be available for the large tissue defect.   ⅲ）We developed a polymer to 
solubilize hydrophobic antiviral medication for treatment keratitis herpetic.  We 
impregnated the solubilized antiviral medication to dried amniotic membrane, and 
presented with a similar effect that of treatment with the ointment in rabbit 
model. 
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１．研究開始当初の背景 
羊膜についての生物学的及び分子生物学的
知見は殆ど集積されていない。胎盤より羊膜
を剥離し、上皮細胞および間葉系細胞を別々
に分離し、各培養系を確立した。これらの細
胞 は と も に 細 胞 表 層 抗 原 が CD29(+), 
CD49f(+),CD45(-)で、多くの増殖因子及び受
容体を発現することが明らかになった。羊膜
細胞は１）肝細胞の性質であるアルブミンや
ア ン チ ト リ プ シ ン を 産 生 す る (Am J 
Pathol.165:501-510,2004, Cell Structure 
and Function 29,73-84,2004)。２）心筋細胞
が特異的に産生する転写因子である NKX2.5
を 産 生 し て い る
(Transplant,79,528-535,2005)。３)神経幹細
胞 特 異 的 な Nestin や Musashi, ま た
Neurofilament,βtubulin IIIを発現する。４)
インシュリンの mRNA を発現し、糖尿病マ
ウスにおいて羊膜細胞の移植でマウスの血
糖値を正常値にまで低下することができた
(Transplant.12:545-552,2003)。５)軟骨細胞
に特異的なコラーゲンタイプ II やアグリカ
ンを発現し、ヌードラットの膝に羊膜細胞を
移植すると軟骨様細胞に分化した、など羊膜
細胞が、インシュリン産生細胞、軟骨細胞、
心筋細胞へ分化する可能性を明らかにし、細
胞移植治療にとって極めて好都合な細胞源
となりうることを報告してきた。我々は保存
しやすく、扱いを易とするため、独自の方法
により真空・遠赤外線・マイクロウエーブを
駆使し、ヒト乾燥羊膜を開発した（特願
2005-245964）。国内外で開発されている加工
羊膜は他にアムニオテック社の凍結乾燥羊
膜（コラーゲンシート）のみである。これは

脱細胞化を施し純粋なスカフォールドとし
て利用されている。それに対し、我々の乾燥
羊膜は組織構成蛋白質への傷害が限りなく
少なくなるよう開発した為、上皮細胞も残っ
ており極性を維持している。加工羊膜の実用
化は臨床における羊膜の応用範囲を広げう
る。 
 
２．研究の目的 
1;羊膜におけるα1-antitrypsin と前期破水
との関連性を明らかにする。2;羊膜細胞の幹
細胞を同定し分離する。3;羊膜細胞の不死化
及びの臨床への応用を検討する。4; 加工羊膜
(乾燥羊膜)の臨床への応用 
 
３．研究の方法 
Ⅰ羊膜を多角的に解析し理解を深め（基礎研
究）；羊膜細胞の幹細胞の同定と分離 i)羊膜細
胞・臍帯細胞の分離培養 ii)sphere 形成能を
用いた幹細胞の分離ⅲ)羊膜上皮・間葉系細胞、
臍帯細胞より分離した幹細胞群各々につい
て最も分化誘導率の高かった組織において
組織再生実験を行い、非分離細胞群との再生
効率を比較検討する。ⅳ)羊膜基底膜内のイ
ンテグリンアイソフォームの解析。ⅴ) 羊膜
細胞の不死化及びの臨床への応用 Ⅱその
特性に基づき羊膜疾患の原因解析を行い；羊
膜におけるα1-antitrypsin と前期破水との
関連性を明らかにする、Ⅲ更に羊膜の潜在能
力を最大限に引き出して再生医療に応用す
る；i) 乾燥羊膜の作製及び特性の解析 ii) 乾
燥羊膜の眼表面再建術への応用 iii)薬物徐放
性機能を有するヒト乾燥羊膜治療デバイス
の開発 iv) 乾燥羊膜を用いた創傷被覆剤の開



発 
 
４．研究成果 
１）分離した羊膜上皮、間葉系細胞、臍帯間
質細胞を超低付着培養ディッシュにて浮遊
培養し sphere の形成条件を検討した。同時
に三次元培養でありながら細胞接着刺激を
与えない Mebiol Gel 内においても sphere 形
成を試みた。更に形成された sphere を回収
後に分散させ、再度超低付着培養ディッシュ
にて浮遊培養し再び sphere を形成する自己
複製能（self-renewal）があるか否かを検討
した。その結果、自己複製能を有する sphere
を回収でき、幹細胞マーカーのNanog, Oct3/4, 
SSEA4の遺伝子発現をRT-PCRまたはウェスタ
ンブロット法、免疫組織染色にて検討した結
果、いずれの遺伝子も発現していることが明
らかになった。またこれらの因子について、
マウスの ES 細胞との発現強度を比較検討し
た結果、マウス ES 細胞と同等の発現強度が
見られた。マトリジェル、乳酸-ポリエチレ
ングリコール含有の合成高分子ポリマー上
に、sphere 由来細胞を播種し、肝、心筋、軟
骨細胞への分化誘導をかけ、細胞種(羊膜上
皮、間葉系細胞、臍帯間葉系細胞)による誘
導を検討した結果、軟骨細胞、骨細胞、脂肪
細胞などに分化誘導する可能性が明らかに
なった。また高密度で播種すると、自ら
feeder となることでディッシュとの接着を
回避させると浮遊培養と同じような sphere
形成が見られることから、高密度で播種し、
sphere 様のコロニーが形成されるか否かを
検討した結果、上記の spheroid と同様に
sphere 形成が見られ、自己複製能が見られた。
このように、羊膜細胞から sphere 形成能の
ある幹細胞が同定でき、幹細胞を分離できる
可能性が示唆された。 
２）羊膜細胞の不死化及び臨床への応用：羊
膜による個体差などから実験の誤差等が生
じるのを軽減するためと、羊膜由来細胞を不
死化し細胞株を確立するために、国立がんセ
ンター清野透博士との共同により, E6E7及び
hTERT、bmi1, cyclin inhibitor などをウイ
ルスを用いて導入し、羊膜上皮細胞、羊膜間
葉系細胞、臍帯間葉系細胞の 11 株の不死化
に成功した。11 株の中から PDL50 を超えても
増殖能に変化のない株を選出した。現在、PDL
については３０を超えた細胞も出てきてい
る。形態に関する変化は不死化成立当初と比
較し現時点では認められなかった。これらの
株について造腫瘍性が無いことを動物実験
にて確認し、分化誘導を試みた結果、骨、軟
骨、脂肪細胞などへ分化誘導することに成功
した。 
３）我々が開発したヒト乾燥羊膜については、
富山大学附属病院倫理委員会において既に
その臨床使用が承認されているので、羊膜を

手術室にて無菌的に採取し、その後の操作は
研究室内に設置された GNP準拠のクリーンル
ームにて行い、乾燥過程のみ無菌的操作でな
い為、臨床使用の前にγ線滅菌を施し、眼結
膜の病変切除部に移植した。その結果、乾燥
羊膜上に結膜細胞が増殖被覆することを確
認した。また乾燥羊膜を、翼状片除去後、緑
内障における眼房水トンネル形成術等の眼
表面再建術に臨床応用した結果、手術時間の
短縮、治療が困難なより大きな組織欠損部に
対応可能となるなどの利点が確認された。こ
のように、乾燥羊膜は、適した組織への移植
により、より多面的な臨床応用が可能となる
ことが示唆された。 
４）加工羊膜(乾燥羊膜)の基礎研究を行った。 
i)乾燥羊膜を位相差電子顕微鏡を用いた接
着斑などの構造解析、免疫組織染色法による
解析により、開発乾燥羊膜の生物学的特性を
検討した結果、乾燥羊膜の上皮面は組織との
癒着抑制に働き、間質面は組織付着性がよく、
また上皮面であってもスカフォールドとし
て働き、眼結膜の病変切除部に移植した乾燥
羊膜上に結膜細胞が増殖被覆することが明
らかになった。 
ii) 乾燥羊膜の生物学的特性を生かしより
適した疾患へのより良い使用法を模索した
結果、翼状片除去後、緑内障における眼房水
トンネル形成術等の眼表面再建術に臨床応
用に適していた。従来の生羊膜に比べ非常に
扱い易いので、皺が発生しにくい、適した大
きさ・形状に容易にカットでき、手術時間の
短縮、治療が困難なより大きな組織欠損部に
対応可能となるなどの利点が明らかになっ
た。 
iii)薬物徐放性機能を有するヒト乾燥羊膜
治療デバイスの開発 
抗ウイルス剤(アシクロビル)をヒト乾燥羊
膜に内包させたることによりヘルペス性角
膜炎に効果を示す徐放剤パッチを作製し、薬
物内包 P(VLA-co-VAL)ミセルの羊膜への含浸
方法の検討と徐放の最適化をはかった。その
結果、ポリマーに包接されたアシクロビルは
安定で、保存中沈殿等は観察されなかった。
また、ポリマーによるアシクロビルの可溶化
は可能であるが、3mg/ml が現状のポリマー濃
度では上限となることが明らかになった。 
iV) 薬物内包 P(VLA-co-VAL)ミセルを含浸し
たヒト乾燥羊膜のヘルペス性角膜炎におけ
る治療効果を解析した。ヘルペス性角膜炎を
惹起した家兎の眼角膜に新規治療デバイス
を貼付し、角膜炎に対する治癒効果を既存の
抗ウイルス剤軟膏塗布[ゾビラックス眼軟膏、
一回塗布量 2ｍｇ、力価 0.06ｍｇ（ヒトの場
合の 1/20）を 5 回塗布]のケースと比較検討
した結果、ゾビラックス眼軟膏と同程度の効
果が見られた。 
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