
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

 

平成２３年６月３日現在 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

 

研究成果の概要（和文）： 

冠動脈疾患、虚血、肺高血圧、脳血管疾患、小児重症心不全症といった様々な疾患の予

防と細胞治療に適した細胞の単離・培養・臨床応用へ向けたシステムの開発を目標として

本研究を行った。その結果、胎盤に付属する羊膜に由来する細胞から拍動する心筋細胞を作

り出すことに成功した。さらに、羊膜および胎盤の一部に由来する細胞、胎盤の血管に由来す

る細胞を用いて骨格筋を再生させることにも成功した。 

 

研究成果の概要（英文）： 

This study was performed to isolate novel cells useful for prevention of various 

cardiovascular diseases and to develop clinical application of these cells. I 

demonstrated that cells derived from human amniotic mesoderm, chorionic plate, and 

villous chorion efficiently transdifferentiated into myotubes, and I demonstrated that 

human amniotic membrane-derived MSC had a high ability to transdifferentiate into 

cardiomyocytes. Moreover, I revealed that human placental artery-derived endothelial 

cells efficiently transdifferentiated into myoblasts/myocytes. 
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１．研究開始当初の背景 
間葉系幹細胞は、神経幹細胞、造血幹細胞

と共に再生医療という治療戦略の重要な一
翼を担う。臨床においては、すでに造血幹細
胞の生着促進を目的に骨髄移植と同時に骨
髄間質細胞の移植が行われ、細胞治療の供給
源としての利用は心不全・心筋梗塞の新しい
治療法として細胞を用いた再生治療が注目
されている。現時点では、骨格筋芽細胞、骨
髄細胞、内皮前駆細胞による細胞移植が臨床
試験中であるが、臨床的に十分な数の心筋細
胞と血管の両者を再生する方法は確立され
ていない。また、安全面や倫理面の問題から
細胞移植の臨床応用は分野が非常に限られ
ていた。 

 
２．研究の目的 
“細胞を獲得するために健常部の損傷や疼
痛を伴うことがない”、“同一種類の細胞が大
量に調整できる”、“患者の性別を問わない”、
以上の項目を満たす細胞を得ることを目標
に研究を進める中、近年、胎盤には多分化能
を有する幹細胞が含まれることや胎盤由来
間葉系幹細胞の樹立が報告されたことから、
新規の細胞供給源の１つとして胎盤が候補
として浮上した。 

したがって、本研究では①ヒト胎盤由来細
胞の血管新生能および多分化能の検討、臨床
応用へ向けた培養方法の確立と②ヒト胎盤
由来細胞のヒトへの移植法の臨床的実現化、
以上の 2項目を目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)ヒト胎盤由来細胞の規格化 
娩出後のヒト胎児付属物（図１、図２）より
胎盤由来細胞を分離・培養を行う。得られた
ヒト胎盤由来細胞に対して、網羅的発現遺伝
子プロファイリング解析（Affimetrix 社
GeneChip による解析）ならびに抗体を用いた
免疫染色、および表面抗原解析を行う。使用
する抗体には、血管内皮細胞マーカー、動脈
血管内皮細胞マーカーを含む。血管新生関連
分子については既知分子について発現様式
を整理する。 

   

図１ ヒト胎児付属物 

娩出後の胎盤。直径  15~20cm、厚さ 

2~3cm、重さ 500~600g、形 円盤状。 

  

      

図２ ヒト胎盤の模式図 

 
(2)異種動物成分を排除した培養法・維持法
の標準化（完全ヒト型培養システムの開発） 

ヒト胎盤より作成したヒト胎盤由来細胞
を間葉系幹細胞の供給源とする。研究協力者
の梅澤は des4、H3-2 および UBET-15 等 10 種
類以上をヒト間葉系細胞として得ている。研
究機関内に新たなヒト胎盤由来細胞の分
離・培養を行う。その際、ヒト血清ならび
にヒト液性因子のみからなる培養法の開発
を目指す。 
(3)ヒト胎盤由来細胞を用いた治療基盤の
確立 

ヒト胎盤由来細胞の血管、神経、骨、軟骨、
脂肪を初めとする多分化能検定、および独自
システムの開発ならびに情報収集を行う。ヒ
ト胎盤由来細胞の多分化能検定システムに
ついては、細胞培養系での分化誘導法の決定
と血管新生能の評価、および免疫不全動物
（NOD/SCID/IL-2 γ -/-）への移植による生
着、血管新生、機能発揮に関する検討を開始
する。樹立したヒト胎盤由来細胞に蛍光遺伝
子を導入することで、移植したヒト胎盤由来
細胞の生体内での挙動を把握する。 
(4)ヒト胎盤由来細胞の多分化能検定システ
ムの構築 
培養系ならびに動物個体による解析を継続
し、細胞・組織形態解析、機能分子解析なら
びに細胞外マトリックス形成能解析等を行
い、適切な分化制御法の確立、個体への投与
ルートと移植細胞数等の検討を行う。さらに、
ヒトに対する臨床応用を目指すために、イヌ、
ブタ、ウシといった大動物において、具体的
なドナー細胞の移植法を検討する。 
 
４．研究成果 
(1)ヒト胎盤由来細胞の規格化 



 

 

新規に得られた胎盤を利用してヒト胎盤
由来細胞を樹立した（図３）。それらヒト胎
盤由来細胞に対して網羅的発現遺伝子プロ
ファイリング解析（Affimetrix 社 GeneChip

による解析）ならびに抗体を用いた免疫染色、
および表面抗原解析を行った。使用する抗体
には、血管内皮細胞マーカーとして知られて
いる CD31 、 CD54 、 CD144 、 CD106 、
VEGF-R2（Flk-1）、Flt-1、動脈血管内皮細
胞マーカー（CXCR4、CD44）、造血幹細胞
マーカー（CD34）等の各種細胞特異的マー
カーを用いた（図４）。最終的には発現遺伝
子解析結果と表面抗原解析結果を統合しヒ
ト胎盤由来細胞の規格化を図ると同時に、継
代や分化に従って変動する傾向を示す遺伝
子と細胞表面抗原を明らかにした。 

また、研究期間に得られた発現遺伝子解析
結果と表面抗原解析結果を統合し再解析す
ることにより、個人に左右されないヒト胎盤
由来細胞の規格化を図った。 

 

   

図３ ヒト胎盤由来細胞 

 

 

図４ ヒト胎盤由来細胞の表面抗原解析 

 

ヒト胎盤由来細胞は血管内皮細胞マーカー

（CD31、CD54、VEGF-R2）陽性、血管

内皮先駆細胞マーカー（CD34）陽性、中

胚葉性血管芽細胞マーカー（CD166）陽性、

血球マーカー（CD45）陰性を示した。 

 

(2)異種動物成分を排除した培養法・維持法
の標準化（完全ヒト型培養システムの開発）  

ヒト胎盤由来細胞を細胞株樹立直後の状
態に保つための維持培養に必須の要素（培養

液、添加因子、培養基材）について検討を行
った。研究期間中に 7検体についてヒト胎盤
由来細胞の分離・培養を行った。ヒト間葉系
幹細胞の完全ヒト型培養システムを完成さ
せるために、ヒト胎盤由来細胞ならびに液性
因子からなる閉鎖系培養ユニットの開発に
も着手し始めた。 
(3)ヒト胎盤由来細胞を用いた治療基盤の
確立 

ヒト胎盤由来細胞の多分化能検定システ
ムについては、細胞培養系での分化誘導法の
決定と血管新生能の評価、および重度免疫不
全動物（NOD/SCID/IL-2Rγノックアウトマウ
ス）への移植による生着、血管新生、機能発
揮、組織構築能に関する検討を行った。 

また、羊膜（Tsuji, Makino et al., Circ 
Res., 2010）（図２）に由来する細胞から拍
動する心筋細胞をつくりだすことに成功し
た 。 さ らに 、 羊膜 およ び 胎盤 の 一部
（ Kawamichi, Makino et al., J Cell 
Physiol., 2010）（図２）、胎盤の血管（Cui, 
Makino et al., Hum Mol Genet., 2011）に
由来する細胞を用いて骨格筋を再生させる
ことにも成功した。また、胎盤の血管に由来
する細胞が従来の血管内皮細胞の特性を示
し、in vivo において活発に血管新生を行う
ことが確認できた。以上の結果は胎盤・
羊膜に由来する細胞が心不全・心筋梗塞
の細胞治療のソースとして非常に有用であ
ることを示すと同時に、胎盤には成人組織を
再生する能力をもつ幹細胞や前駆細胞が存
在する可能性を強く示唆するものであった。 

また、GFP 陽性ブタの胎児付属物（胎盤、
羊膜、臍帯）に由来する細胞の樹立にも成功
したことから（図５）、ヒト胎盤由来細胞や
ヒト羊膜細胞のヒトへ臨床応用の実現の時
期はそれほど遠いものではないと考えられ
る（図６）。 

胎盤や羊膜を細胞治療の細胞ソースとし
て利用することは、従来医療廃棄物として扱
われてきた胎盤や羊膜を有効活用すること
にもつながり、自己の細胞を用いたより安全
で侵襲性が極めて低い新しい再生医療の実
現化につながると確信している。 

 

     

 図５ ブタ胎盤由来細胞 

 

 



 

 

 

図６ 心筋虚血モデルでのブタ細胞移植 
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