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研究成果の概要（和文）：難治性疾患に対する治療方法を開発する目的で、羊膜から４種類の幹細胞クラスターを分取
する方法を確立した。組織の補填と微小環境の調節による組織再構築を目的として、異なった種類の幹細胞クラスター
をin vitroでは共培養する方法で、in vivoでは疾患モデルに移植する方法で組織の再構築効果を検討した。
 上記２例のように異なったクラスターを組み合わせた細胞移植は、本来の組織を補填するだけでなく、細胞生育の環
境調節が同時に実施できるためにより効率的かつ自然に組織再構築ができる。羊膜由来幹細胞クラスターの利用は、難
治性疾患に対する有効な治療方法の一つとして意義のあるものである。

研究成果の概要（英文）：Obstinacy, the stem cell cluster which is 4 kinds from an amnion for the purpose 
of developing treatment method to a disease, funshu, a way was established. The reorganization effect of 
the organization was considered by the way to transplant to a disease model in in vivo by the way by 
which cocultivate makes the different kind of stem cell cluster supplementation of organization in in 
vitro for the purpose of organization reorganization by control of the minute society.
 You can supply the cell transplantation with which a different cluster was combined like 2 examples of 
above with the original organization and put environmental control of cell growing into effect at the 
same time, it's more efficient to save and a tissue reconstruction can be done naturally. Use of an 
amnion origin stem cell cluster is a significant one as one of effective treatment methods to a 
refractory disease.

研究分野：再生医療
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１．研究開始当初の背景 
	
 日本を初めとして、欧米など多くの国で、
未だ特効薬が存在しないアルツハイマーなど
の脳神経系の病気、臓器移植が最終的な治療
とされる重篤な心臓疾患や肝臓疾患などは、
高齢化に伴い増加する傾向にあり、これらの
患者のQOL を向上することが早急に求めら
れている。 
	
 1998 年に発表されたヒト embrionic stem 
cell	
 (ES 細胞)や山中伸弥らのグループ
（Takahashi K and Yamanaka S, 
Cell126,663-676）が作成した induced stem cell 
(iPS 細胞)の有用性は、当然のことだが、骨髄
をはじめとする種々の体性幹細胞の有用性も
未だ捨て難いものがある。 
	
 羊膜は、古くから火傷や創傷の被覆材とし
て利用されており、（Faulk et al., 1980. 
Lancet :1:1156-8）現在では、国内において京都
府立大学の木下のグループ（Kinoshita S, 
Koizumi N, Nakamura T. Exp Eye Res. 2004 Mar; 
78(3): 483-91）が、海外ではTsai ら（Tsai RJ et 
al., 2000:343:136-138）が羊膜の臨床応用に着
手している。我々もこれらの研究者に遅れる
ことなく、被覆材や足場として羊膜の特性を
保持することが可能な独自の方法を既に開発
（Hyper Dry 羊膜：特許取得）し、眼表面疾
患への応用について先進医療Bとして施行中
である。 
	
 一方、羊膜には幹細胞が存在することが既
に報告（Takashima S. et al., Cell Struct. Funct. 
29,73-84, 2004.Wei JP. et al. Cell Transplant. 12, 
545-552 , 2003）されており、その有効性も認
められている。羊膜から単離される羊膜上皮
細胞 (hAE) および羊膜間葉系細胞 (hAM) は
多分可能を有するが、ES 細胞や iPS細胞と比
較すると分化効率は低いが、腫瘍は形成せず、
抗炎症効果を持つ。しかも、HLA-DR の発現
がなく、CD59 を発現していることから、拒
絶を起こしがたい細胞である。羊膜は、出産
後に廃棄される組織で、羊膜提供者に何ら侵
襲を与えることがない。また、一人の羊膜か
ら少なくとも2.0ｘ108個以上の羊膜細胞が採
取できるという大きな利点がある。 
	
 しかし、未だ臨床研究がおこなわれていな
い。そこには、これまで研究されてきた多く
の体性幹細胞が直面した問題、heterogeneous 
な細胞群であるため、移植時の有効性に個体
差が生じる可能性があるということである。 
	
 我々は、先の研究（H21-23 年度科研費）で、
羊膜由来幹細胞を高率に単離、増殖する方法
を確立した。単離した幹細胞の研究から、hAE 
幹細胞及び hAM 幹細胞には、神経幹細胞の
マーカーである nestin や musashi などの発
現が高い細胞や本来、心筋細胞が発現する
NKx.2 の発現を示す細胞が観察された（Zhao 
P. et al., Transplant. 79, 528-535, 2005）。これら
のマーカーは単独の細胞に発現していること
から、羊膜幹細胞は hAE 幹細胞、hAM 幹細
胞と言うカテゴリーだけでなく、さらにいく
つかの特徴をもったheterogeneous な細胞群で

あると考えられる。これらを単離し、解析す
る方法を確立することが必須である。が未だ
にほとんど報告されていない。 
 
２．研究の目的 
「羊膜細胞を用いて難病や生活習慣病の患者
のQOL の向上を目指す」という最終目標に向
かい、heterogeneous な羊膜幹細胞を分取した
後で、分化誘導し、移植部位での組織再構築
を目指す。 
・移植に必要な細胞への分化効率を上げ、安
定した分化誘導を得るために、細胞の特性に
より幹細胞を分取した羊膜幹細胞クラスター
を作成する。 
・羊膜幹細胞クラスターを構成する細胞は、
必要に応じ一過性に遺伝子導入や化学物質刺
激を行い、幹細胞の分化度を調整する。 
・羊膜幹細胞クラスターをヒト疾患モデルに
移植し、組織再構築の機序を解明する。移植
細胞および移植部位組織の経時的変化を組織
学的に、遺伝子やリガンドの発現を分子生物
学的に定量し、微小環境と組織再構築の関係
を明確にする。以上を目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）羊膜幹細胞クラスター作成方法  
	
 富山大学医学部医倫理委員会の承認のもと、
付属病院および関連病院の協力を得て、イン
フォームドコンセントが得られた患者の胎盤
より羊膜を剥離し、羊膜上皮細胞 
（hAEC: human amnion epithelial cell）および羊
膜間葉系細胞（hAMC: human amnion 
mesenchymal cell）を前述（Wei JP et al.Cell 
transplanttion 12: 545-552,2003）の方法で採取,
単離する。羊膜上皮細胞は表面マーカー
（Tra-1-60,	
 SSEA4により）により分取する。
羊膜から分取された羊膜間葉系細胞は、FACS
にて大、中、小の三群に分ける。それぞれを
デッシュに播種し、細胞密度の調整および培
養期間の調整をおこない、紡錘状の細胞塊（コ
ロニー）が増殖しやすい条件を設定した。こ
れにより分取された細胞を羊膜幹細胞クラス
ターと呼ぶ。	
 
	
 
（２）羊膜幹細胞クラスターの特性の検
討	
 
①羊膜幹細胞クラスターの幹細胞関連遺伝
子や分化関連遺伝子の発現を mRNA の発現、
免疫染色で検討した。	
 
②分化誘導培地で羊膜幹細胞クラスターを
培養し分可能を検討した。	
 
	
 ・肝細胞への分化：HNF(Hepatocyte	
 nuclear	
 
factor)-1,3,4,6,	
 c/EBP,	
 DBP の発現、TGF-
βなどの分化遺伝子の発現を検討し、その発
現量によって細胞を区分した。	
 
	
 ・心筋細胞への分化：GATA4 の mRNA や心筋
細胞特有のタンパク質の免疫染色を行った。	
 
	
 
（３）疾患モデルへの移植  
	
 羊膜幹細胞を疾患モデルへ移植し、疾患に



 

 

対する効果を検討した。 
①肝炎モデルへの移植 
	
 四塩化炭素投与により肝硬変モデルマウ
スを作成した。その後、脾臓経由あるいは静
脈経由でクラスター細胞を投与し、経時的に
3 日目、１週間目、１ヶ月、３ヶ月に材料を
採取し、組織学、免疫組織学的に検討し、画
像解析した。 
②多発性硬化症実験モデルへの移植 
	
 実験的自己免疫性脳脊髄炎（EAE）を誘発
しモデルを作成した。感作終了翌日に羊膜幹
細胞を尾静脈から投与し、経時的に材料を採
取した。 
	
 
４．研究成果	
 
（１）クラスターの作成方法の確立	
 
	
 	
 羊膜上皮
と羊膜間葉系
細胞とを分離
した後に、側
方散乱光によ
り三分割ゲー
トを設定し、
細胞を分取し
た。これらの
細胞の高密度
および低密度
での培養を繰
り返す（図 1）
ことにより、紡錘状の細胞集塊（クラスター）
を得た。羊膜間葉系細胞から３段階の処理を
施すことで、大きさの異なる３種類の細胞を
分取することができ、羊膜間葉系細胞にすく
なくとも４種類のクラスター、すなわち、す
べてのタイプが混在した HAMα、最も小さい
HAMαS,	
 中間の HAMαM および一番おおきな
HAMαL を恒常的に区別することが可能とな
った。（特願 2011-257419）	
 
	
 
（２）分取したクラスターの性質	
 
	
 	
 ①表面マーカーの発現の比較	
 
分取したクラスターの幹細胞関連転写因子
の発現、幹細胞
関連表面マーカ
ーの発現を検討
し た と こ ろ 、
Oct3/4 の発現は
HAMαM で最も強
く、ほとんどの
細胞で陽性反応
が観察された。
一方HAMαSでは
散在性に陽性の
細胞が存在した。
SOX2 の発現は
HAMαS 細胞が最
も強くほとんど
の細胞に強い反
応が観察された。
KLF はいずれの

細胞においても反応が見られるが、HAMαL で
は細胞質にはほとんど染まらず、核にのみ限
局して存在した。C−Myc は HAMαS と L で強い
反応が観察された。	
 
	
 間葉系幹細胞の特性であるCD44はHAMαS、
M、L に関係なくいずれの細胞でも発現が観察
された。Muse 細胞のマーカーである SSEA３
は HAMαL で発現の強い細胞が多く、しかも
HAMαL や M では通常、羊膜上皮幹細胞のマー
カーの一つと考えられる Tra-1-60 陽性細胞
も存在した。神経未分化マーカーである
Nestin,	
 Musashi,間葉系細胞マーカーである
Vimentin はクラスターに関係なく、いずれの
細胞においても強い発現が観察された。	
 
	
 以上から本クラスターはすべて間葉系細
胞の表現マーカーを発現するが、転写因子や
幹細胞関連表面マーカーの発現に違いがあ
る細胞群であることが分かった。クラスター
ごとに異なった特性を有することが示唆さ
れた。	
 
	
 ②分化誘導能の違い	
 
	
 	
 In	
 vitroで肝臓に対する分化能を各クラ
スター間で比較したところ、誘導後のアルブ
ミンの mRNA の発現は、HAMαおよび HAMαM
で認められ、免疫染色によるアルブミンの産
生は HAMαでのみ観察された（図２）。心筋細
胞への分化誘導では HAMαS において心筋細
胞特異的な GATA4 の mRNA の発現が観察され、
免疫染色により myosin	
 light	
 chain の存在
が確認された（図 3）。	
 
	
 以上のことか
ら、クラスター
の違いにより分
化しやすい細胞
系が異なる可能
性が示唆された。	
 
	
 ③ 間 葉 系 細
胞 と し て の 特
性	
 
	
 抗炎症効果に
ついて、NK 細胞
に対する効果や

単球に対する効果を検討したところ、HAMα
細胞は、他の羊膜由来細胞と比較し、IL-10
や PGE2 を積極的に分泌することで、NK 細胞
の殺細胞効果を有意に抑制することが明ら
かとなった。また、LPS による単球刺激実験
により、HAMαと共培養することで単球から
のTNFαやIL-6の分泌が有意に抑制されるこ
とが明らかとなった。	
 
	
 
（３）疾患モデルへの移植	
 
	
 肝硬変モデルマウスへの移植	
 
	
 四塩化炭素投与により肝硬変モデルを作
製し、HAMα、HAMαS、M、L の細胞をそれぞ
れ、105 個/mouse で脾臓に移植し、肝硬変に
おける線維化の抑制効果を検討した。標本は
シリウスレッド染色を行い画像解析にて、各
群間の差を測定した。	
 
	
 その結果、いずれのクラスター投与群にお

 

 

 



 

 

いても、細胞投与 1 ヶ月目で線維化が減少し
ていることが明らかであった。In	
 vitro の実
験では、肝細胞への分化能にクラスターの違
いによる差があったが、抗炎症効果の一つで
ある線維化の減少に関してはクラスターに
よる違いは認められなかった。また、いずれ
のクラスターにおいても移植時に拒絶的な
反応は観察されなかった。	
 
	
 一方、ヒト臍帯静脈細胞（HUVEC）を投与
した例では、投与直後に肺浮腫、肺梗塞が顕
著であり、肝臓においてもグリソン氏鞘にお
ける細胞浸潤が顕著であったが、HAMαクラ
スターではいずれのクラスターにおいても
肺に異常は見られなかった。これらのことか
ら、HAMαはクラスターに分取しても抗炎症
効果を維持し、移植時に生じる拒絶を生じな
いことが明らかとなった。	
 
	
 羊膜に存在する羊膜由来幹細胞は、細胞採
取時の侵襲に問題がなく、大量の細胞を採取
することが可能な細胞医療材料として有効
ロな細胞集団であることから、羊膜から単に
上皮系あるいは間葉系として細胞を分取し
た場合には、その有効性にばらつきが生じる
可能性が高い。	
 
	
 本研究により、細胞を分取し、各クラスタ
ーの細胞の特性を明確することができた。本
クラスター採取方法は簡便で、細胞へのダメ
ージもほとんどなく、臨床への応用が容易で
ある	
 	
 
	
 本実験では、主に間葉系のクラスタ−間に
よる相違に着目し実験を実施した。今後、こ
の方法により分取した細胞の特性をさらに
明確にするとともに、上皮からの幹細胞クラ
スターとの共培養、共移植を実施し、組織再
構築のメカニズムを理解した上で、体性幹細
胞を安全に有効活用できるシステムを構築
することが可能と考える。	
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