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研究成果の概要（和文）： 
羊膜上皮細胞（HAE）、間葉系細胞（HAM）と iPS 細胞、骨髄由来間葉系幹細胞の Stemness
遺伝子の発現を比較し、羊膜由来細胞ではこれらの発現が高く iPS細胞に近いことが示された。

HAE に対し低分子処理、あるいは Oct3/4 遺伝子導入を行うことにより、Stemness が上がる

ことが示された。HAE の中の幹細胞は TRA1-60 抗体を用いて濃縮される事、HAM は大きさ

により性質が異なる可能性が示された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
The stemness gene expression of human amnion epithelial cells (HAE) and mesenchymal 
cells (HAM) was compared with that of iPS cells and bone marrow derived mesenchymal 
stem cells (BMMSC), and was higher than BMMSC. It was suggested that HAE and HAM 
are closer to iPS cells than BMMSC. Drug treatment and Oct3/4 gene introduction into 
HAE cells made their stemness gene expression increased. Stem cells in HAE cells could be 
isolated according to TRA1-60 expression. HAM cells may have different differentiation 
potency according to their cell size.  
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１． 研究開始当初の背景 
高齢化社会を迎えた現在、アルツハイマー病、
脊髄損傷などの難治性疾患、血液疾患や糖尿
病などの慢性疾患新規治療法開発とともに、
変形性軟骨症などの患者の Quality of Life を
向上させる治療法の開発が望まれるなか、再

生医療が新しい医療の形として期待される。
再生医療には移植するための細胞、細胞の増
殖や分化を制御する増殖因子やサイトカイ
ンなどの液性因子、細胞の増殖や分化に必要
な微小環境を構成する細胞外マトリックス
や人工物などの足場、の三要素が重要である。
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再生医療の細胞源として主流の iPS 細胞等に
は癌化などの問題点があり、体性幹細胞を用
いることが臨床応用への近道であり、拒絶を
起こしにくく、他家移植に適している羊膜由
来細胞から体性幹細胞を分離すれば、レディ
メイドの体性幹細胞を供給することができ
るのではないかと考えた。我々は、大学倫理
委員会の承認の下、患者よりインフォームド
コンセントを得て、胎盤より羊膜を剥離し、
トリプシンとコラゲナーゼで段階的に消化
させ、上皮細胞、次に間葉系細胞を分離、培
養する方法を確立した。羊膜由来細胞につい
ての研究は我々のほか Strom（米）ら、Parolini
（伊）ら, Sakuragawa（日）らが行っているに
すぎず、生物学的および分子生物学的知見は
ほとんど蓄積されていなかった。 
 
２．研究の目的 
羊膜由来細胞の Stemness などの性質を解析
し、体性幹細胞の分離を可能にするマーカー
を同定すること、同定したマーカーを用いて
羊膜由来体性幹細胞を分離すること、さらに、
薬剤あるいは遺伝子導入により Stemness を
高めること、これらの細胞の自己増殖能、分
化能を検討し、体性幹細胞としての性質を解
析することを目的とした。 
 
２． 研究の方法 
（1）羊膜由来細胞の遺伝子発現解析 

大学医倫理委員会の承認の下、患者より

インフォームドコンセントを得て羊膜

を採取する。トリプシンとコラゲナーゼ

で段階的に消化させ、上皮細胞、次に間

葉系細胞を分離した。10％牛胎児血清を

含む DMEM を用いて培養する。培養 2
週間後に Torizol および Qiagen RNeasy 
Kit により total RNA を抽出する。得ら

れた各 total RNA  1µg を用いて、

TOYOBO ReverTraAce により cDNA を

合成した。iPS 細胞は理化学研究所バイ

オリソースセンターより入手し、

Knockout Serum Replacement 、

Non-essential amino acid を 含 む

DMEM/F12HAM を用いてフィーダー細

胞上で培養し、上記に習って RNA 抽出、 
cDNA 合成を行う。広島大学よりヒト腸

骨由来間葉系幹細胞およびヒト繊維芽

細胞由来の cDNA を入手した。これらを

用いて、 Real time PCR  (Stratagene 
Mx300P) により Oct3/4,Sox2, Klf4, c- 
mycをはじめとする遺伝子発現を比較す

ることにより各細胞の Stemness の度合

いを比較した。 
（2）フローサイトメトリーによる発現解析 

幹細胞を多く含む細胞群を分離するた

めのマーカー候補を選別するために、羊

膜由来上皮細胞、間葉系幹細胞を用いて

フローサイトメトリーにより、CD3, CD7, 
CD10, CD13, CD44, CD24, CD29, CD49f, 
CD34, CD45, CD73, CD90, CD105, CD133、
CD117, SSEA-4、TRA1-60 等の表面抗原

マーカーの発現の解析を行った。 
（3）薬剤処理による誘導 

羊膜由来上皮細胞を DNA メチル化阻害

剤 5－Azacytidine やヒストン脱アセチル

化阻害剤 Valproic Acide, Trichostatine 
A, Suberoylanilide Hydroxamic Acid 、

ALK5 inhibitor SB431542, MEK inhibitor 
PD0325901, thiazovivin などの薬剤処理

を行った。その後の遺伝子の発現を、定

量的 PCR およびフローサイトメトリー

により比較解析した。 
（4）遺伝子導入 

Oct3/4 遺伝子を羊膜由来上皮細胞へ

Nepagene Electroporation 装置を用いて

導入した。その後の遺伝子の発現を定量

的 PCR、フローサイトメトリーにて比較

解析した。 
（5）羊膜上皮細胞のマーカーによる分

離 
  羊膜上皮細胞を TRA1-60 抗体と

MACS bead を用いて TRA1-60 陽性細胞

を分離した。これを用いて定量的 PCR
により Stemness 遺伝子の発現解析を行

った 
（6）羊膜間葉系細胞の大きさによる分

離 
  羊膜間葉系細胞を細胞の大きさに

より分離し、得られた細胞を用いて肝細

胞、心筋細胞などに分化誘導を行った。 
 
３． 研究成果 

羊膜由来上皮細胞、間葉系細胞の幹細胞マー

カーを同定することを目的に、各種細胞表面

マーカーを用いてフローサイトメトリー解

析を行った。この結果、羊膜上皮細胞は CD45, 
CD133 and CD 271, 羊膜間葉系細胞は CD44, 
CD73, CD90 and CD105 を発現していること

を明らかにした。また、免疫組織化学染色で

は、羊膜上皮細胞、間葉系細胞ともに、Oct3/4, 
Sox2, Klf4, c-Myc などの幹細胞マーカーを発

現していた。さらに、定量的 PCR にて、これ

らの幹細胞マーカーの発現量を iPS 細胞、骨

髄由来間葉系幹細胞と比較した。その結果、

羊膜由来上皮細胞、間葉系細胞における

Oct3/4, Sox2, Klf4, c-Myc, Nanog, Lin28の発現

量は骨髄由来間葉系幹細胞よりも高かった。

特に、Klf4 の発現量は iPS 細胞と同等であっ



た。このことから、羊膜由来上皮細胞、間葉

系細胞は骨髄由来間葉系幹細胞よりも iPS 細

胞に近く、より幹細胞の性質をもつことが強

く示唆された。 
羊膜上皮細胞に対して低分子化合物 VPA, 
VIX,BayK, CHIR, RepSox で処理したばあ

いには Klf4 の発現が上昇することが確認さ

れた。Oct3/4 遺伝子を電気穿孔法にて導入し

て強制発現させ、各種遺伝子の発現を定量的

PCR にて検討し、Rex-1, Sox2, Nanog の遺

伝子の発現が上昇すること、また免疫蛍光染

色にて検討し、SSEA3, SSEA4, TRA1-60 陽

性細胞の比率が上昇することがわかった。 
これらを組み合わせ、Oct4 遺伝子を導入後に

VPA, CHIR、RepSox で処理した場合には

Oct4 と Klf4 の遺伝子発現が上昇し、その

Stemness が向上している事が示唆された。 
また、羊膜由来上皮細胞に関しては、

TRA1-60 、TRA1-81 が有効なマーカーとな

る可能性があることを見出した。これに基づ

き、TRA1-60 の発現する細胞を HAE の中か

ら単離することを試みた。単離した細胞を用

いて幹細胞マーカーの発現を定量的 RT-PCR
にて解析した結果、Oct3/4, Sox2, Klf4, 
c-Myc, Nanog, Lin28 のいずれも、分画前の

HAE や TRA1-60 陰性細胞群と比較して

TRA1-60 陽性細胞群では発現量が高かった。

このことから、TRA1-60 陽性細胞群に羊膜由

来上皮幹細胞が濃縮されていると考えられ

た。 
一方、羊膜由来間葉系細胞に関しては、細胞

の大きさにより細胞の性質が異なる可能性

があることが考えられたため、フローサイト

メトリーにより大きさに従って細胞を 3 つ

（L; large, M; middle, S; small）に分画し、

それらの細胞を用いて、幹細胞マーカーの発

現を免疫染色にて検討した。その結果、L で

は Nestin, Musashi1, SSEA-1 の陽性率が高

く 、 M で は Oct3/4, Nestin, SSEA-4, 
TRA1-60 の陽性率が高く、S では Sox2, 
KLF4,の陽性率が高く、それぞれの細胞が幹

細胞として事なる性質をもつ可能性が考え

られた。また、in vitro にて各種細胞への分

化能を検討した。肝細胞への分化誘導後免疫

染色にて肝細胞マーカーの発現を解析した

結果、L でアルブミンの発現が強く、L は肝

細胞へ分化しやすい細胞であることが示唆

された。一方、心筋への分化誘導後の RT-PCR
及び免疫染色による心筋細胞マーカーの発

現解析の結果、S で GATA4 や Myosin light 
chain の発現が高かったことから S は心筋へ

分化しやすい細胞であることが示唆された。

以上より、羊膜由来上皮幹細胞は TRA1-60

の発現を指標として、間葉系幹細胞は大きさ

を指標として単離できる可能性が示された。 
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