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研究成果の概要（和文）：ヒト羊膜由来細胞（HAMD）は、増殖と分化能力を持ち、介入なしで容易に得られるので臨床
使用に有望である。HAMDが免疫抑制因子（CD59とHLA-G）の発現で免疫抑制性能をもつ可能性がある。免疫抑制能をナ
チュラルキラー細胞(NK細胞)と単核球（Monocyte）の機能で評価した。
HAMDは、NK細胞のK562細胞に対する細胞毒性をNK/ HAMDの比率に依存して抑制し、HAMDの除去で回復した。NK細胞の①
NK受容体発現②IFN-γ産生の減少、HAMDの③IL-10発現④PGE2の増加の関与が見られた。Monocyteでもサイトカイン（T
NF-αとIL-6）産生能が減少し、抑制能が示唆できた。

研究成果の概要（英文）：Human amnion-derived cells(HAMD) are considered to be a promising alternative 
cell source for clinical use because of their proliferation and differentiation ability. The cells can 
easily be obtained from human amnion without medical intervention. HAMD express immunosuppressive factors 
CD59 and HLA-G, implying that they may have an immunosuppressive function. We investigated the effect of 
HAMD on NK cell and monocyte function. HAMD inhibited the cytotoxicity of NK cells to K562 cells, 
depended on the NK/ HAMD ratio. The inhibition of NK cytotoxicity was recovered by continuous culturing 
without HAMD. This inhibition was related to the decreasing of the activated NK receptors and the 
production of IFN-γ in NK cells, to the increasing of the expression of IL-10 and PGE2 in HAMD. Antibody 
to IL-10 or PGE2 inhibitor recovered the NK cytotoxicity. HAMD also suppressed the activity of TNF-α and 
IL-6 in monocytes. These data suggested that amniotic cells have immunosuppressive activity.

研究分野：人間医工学、生体医工学、生体材料学、再生医学
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１．研究開始当初の背景 
近年、再生医療の技術が注目されているが、
その細胞供給源として胚性 幹細胞(ES 細
胞)や iPS 細胞に注目が集まっている。しか
しながら ES 細胞は多能性において非常に
優れた細胞であるが、細胞供給源が不安定
であり、拒絶反応、倫理的な問題があるこ
とから臨床応用には更なる改善が必要であ
る。そこで我々は羊膜に着目し、羊膜細胞は
神経、肝、心筋、 軟骨細胞などへ分化するこ
とを明らかにしてきた。本課題では羊膜か
ら幹細胞を同定して、羊膜幹細胞の特性を
明らかにし、分化効率の改善をはかること
により、再生医療への可能性を検討する。
更に羊膜自体を新規の方法で乾燥した乾燥
羊膜を用いた臨床応用の用途拡大と、それに、
合成高分子を付加し、薬剤等を組み込んだ新
規治療デバイスを開発する。  
２．研究の目的 
ヒト羊膜由来細胞のナチュラルキラー細胞
（NK細胞）と単球（Monocyte）に対する免
疫抑制活性を検討する。 
３．研究の方法 
1)NK-92MI（IL-2 を発現しているヒトナチュ
ラルキラーcell line）を effector cell、K562
（赤白血病 line）を target cell として用い
た。NK 細胞と羊膜由来細胞［不死化ヒト羊膜
間葉系細胞：iHAM、不死化ヒト羊膜上皮細
胞：iHAE、単離ヒト羊膜間葉系細胞：fHAM、
単離ヒト羊膜上皮細胞：fHAE、増殖能を持つ
ヒト羊膜間葉系細胞：HAMα、ヒト臍帯静脈
血管内皮細胞：HUVEC（コントロールとして）］
との間の相互関係を分析した。 
2) NK 細胞と羊膜由来細胞との比率を変えて
１，３，５日間共に培養した。 
NK の細胞毒性活性は NK 細胞と K562 細胞を
1:2（effector/target）の比率で混ぜること
でテストした。K562 細胞の溶解は FACS によ
る 5, 6-carboxyfluorescein diacetate 
succinimidyl ester (CFSE)染色の測定で検
討した。 
3) NK 細胞受容体と免疫抑制因子の発現は、
Reverse Transcription Polymerase Chain 
Reaction (RT-PCR)により検討した。 
4) NK 細胞と羊膜由来細胞を共に培養した時
の培養上清中のインターロイキン-10 
(IL-10) and プロスタグランジン E2 (PGE2)
の量は ELISA で検出した。 
5) Human peripheral blood mono-nuclear 
cells(PBMC：ヒト末梢血単核細胞)はヒト羊
膜 由 来 細 胞 と 1:10 の 割 合 で
Lipopolysaccharides (LPS)を加えて４hr 培
養した。Brefeldin A が PBMCs, LPS そしてヒ
ト羊膜由来細胞の反応を止めるため、そして
タンパク分泌を抑制するために4hr処理した。
Monocyteからの TNF-α と IL-6分泌はFACS

で検討した。 
４．研究成果 
１）羊膜由来細胞が NK 細胞の細胞毒性の抑
制をを引き起こす         
NK 細胞の細胞毒性をターゲットの K562 細胞
で解析した。羊膜由来細胞と NK 細胞を 10:1
の割合で１，3，5 日共培養した。3 日目で
HUVECs (Fig. 1A)を除く羊膜由来細胞［iHAM 
cells (Fig. 1B),iHAE cells(Fig. 1C), HAM
α cells(Fig. 1D) ］が NK 細胞の細胞毒性
を抑制した。1 日目で少し抑制し、5 日目で

さらに抑制したが、NK 細胞のダメージによる
アーティファクトと思われた。また、その効
果が羊膜由来細胞との比率（数）に依存して
表れた。 
２）羊膜由来細胞による活性化 NK レセプタ
ーと NK 機能の抑制 
NK レセプター（NKp30, NKp44, NKp46, and 
CD69）の遺伝子発現が減少した(Fig.2)。 
NK レセプターの１つ NKG2D は一部減少した。
羊膜由来細胞による NK 細胞の IFN-γ産生遺
伝子の抑制が見られた(Fig.2)。 
羊膜由来細胞はNK細胞の細胞毒性を抑制し、
免疫調整サイトカインの IFN-γ産生を抑制
している。 
３）羊膜由来細胞における抗免疫因子の発現
の増加 

 
Fig.1羊膜由来細胞を介したNK細胞毒性の抑制NK細胞
毒性の活性は、実行者(NK 細胞)／標的(K562 細胞)の比
が1:10の割合で、HUVECs (A) 、 iHAM (B)、 iHAE (C)、 
HAMa (D)とともに 1、３，５日培養した後に解析された。
HUVECs、羊膜由来細胞で培養された NK細胞の細胞毒
性は、NK細胞単独（100%）に対する K562死細胞の％
として示された。結果は 3 回の実験の典型例で、平均±
SEとして示した。 



NK 細胞と 1 日共培養した羊膜由来細胞では、
IL-10 と COX-2 の遺伝子発現が増加した
(Fig.3)。IL-4, IL-6, IL-8, HLA-G,と TGF-
βは変化が無かった。 

 
４）ELISA による IL-10 と PGE2の定量 
羊膜由来細胞による IL-10 と PGE2 の分泌は、
NK 細胞との共培養によって有意に増加した
(Fig.4)。 
５）IL-10, PGE2 と Thioredoxin の特異的抑
制剤による効果 
anti-IL-10とIndometacinを羊膜由来細胞と

NK 細胞の共培養に加えることで、NK 細胞の
細 胞 毒 性 が 増 加 し た (Fig.5) 。 anti- 
Thioredoxinを共培養に加えてもNK細胞の細
胞毒性は減少したままだった。 

６）NK 細胞の細胞毒性の回復 
羊膜由来細胞の NK 細胞に対する免疫抑制効
果を確定するため（NK 細胞が弱ってしまった
ためでないことを確認するため）、共培養後
の NK 細胞の回復を確認した(Fig.6A) 

Fig.4 ELISAによる IL-10と PGE2の検出。NK細胞と３日
共培養した羊膜由来細胞からの IL-10(A)と PGE2(B)の産生
は、ELISA で調べられた。単独培養の羊膜由来細胞と NK
細胞と共培養した羊膜由来細胞の間の統計学的な有意差：*p 
< 0.05, **p < 0.01.  

 

Fig.3 免疫抑制因子の発現。NK 細胞と 1 日共培養した羊
膜由来細胞からの免疫抑制因子(IL-4、IL-6、IL-8、IL-10、
HLA-G、COX-2)の発現が調べられた。  GAPDH を
internal controlとした。 

Fig.5 IL-10 と PGE2 の特異的阻害剤によるブロック。K と
iHAM 共培養に対して、IL-10 中和抗体(A)は 1、5、10ug/ml
の濃度で加えられ、そしてインドメタシン(B)は 10、100uMの
濃度でに加えられた。K細胞の細胞毒性は、培養 3日目に調べ
られた。  

 

Fig.6 NK細胞毒性の回復。 K細胞の細胞毒性は、3日の羊膜
由来細胞との共培養の後、NK 細胞が採取され、検査された。
採取された NK細胞は、羊膜由来細胞なしで再び 2日培養され
た。それから、NK細胞は細胞毒性分析のために採取された。 

 
Fig.2 活性化 NK 細胞の受容体とサイトカインの発現。
HUVECs（control）や羊膜由来細胞と共に 1日培養した
NK 細胞の活性化受容体（NKp30、NKp44、NKp46、
NKG2Dと CD69）とサイトカイン（IFN-g）の発現は、
RT-PCRにより調べられた。GAPDHを internal control
とした。  



羊膜由来細胞との共培養後、羊膜由来細胞を
除いて培養すると NK 細胞の細胞毒性が回復
した(Fig.7)。 
７）羊膜由来細胞の Monocytes のサイトカイ
ン分泌に対する抑制効果 
Monocytes を LPS 出刺激し、羊膜由来細胞と
の共培養により TNF-αと IL-6 の分泌を FACS
で測定した(Fig.8)。 
羊膜由来細胞は Monocytes による TNF-αと
IL-6 分泌を抑制した(Fig.9)。 
 
以上より、羊膜細胞には免疫抑制活性がある
ことを示した。 
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Fig.8異なる提供者からの PBMCsは、LPSを加えた羊膜由
来細胞と共培養された。iHAM、iHAE、HAMα細胞の共
培養される単球の TNF-α(B)と IL-6(C)の分泌は、FACSで
分析された。TNF-αと IL-6の分泌は、単球単独（100%）
に対して表された。TNF-αと IL-6 の羊膜由来細胞の単球
に対する統計学的な有意差は、星印によって示された。 

 

Fig.9 羊膜由来細胞がもたらす単球のサイトカイン産生の
抑制。異なる提供者からの PBMCsは、LPSを加えた羊膜
由来細胞と共培養された。4時間後に、反応を止めるため、
brefeldin Aが加えられた。iHAM、iHAE、HAMa細胞と
単球の共培養で、TNF(A)、IL-6(B)の分泌は FACSで分析
された。NF、IL-6の分泌は単球単独（100%）に比較して
表された。膜由来細胞と単球の TNF、IL-6 の統計学的な
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Fig.7 NK細胞毒性の回復。NK細胞毒性の FACS分析は、3
日の iHAM(A)、iHAE(B)、HAMa(C)の共培養の後、2 日間
の羊膜由来細胞なし(NK細胞単独)の培養で行われた。NK細
胞の細胞毒性は、NK細胞単独（100%）に対して表された。
3 日の抑制分析と 3 日の抑制分析＋2 日の回復分析の間の統
計学的な有意差：*p < 0.05, **p < 0.01.  
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