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研究成果の概要（和文）：羊膜上皮および羊膜間葉系細胞に含まれる幹細胞を純化し、疾患モデ
ルでその効果を検討した。糖尿病モデルでは、一過性の血糖値の低下および延命効果が見られ
た。脊髄損傷モデルでは、損傷後１週間後に羊膜間葉系細胞を移植したにも関わらず、下肢の
機能に有為な回復が認められた。骨欠損モデルでは、異種動物への移植であったにも関わらず、
拒絶はほとんど認められず骨組織への再生が確認された。羊膜幹細胞は再生医療の細胞素材と
して有効である。 
研究成果の概要（英文）：The stem cells contained in an amnion epithelium cells and 
mesenchymal cells in the amnion membrane were purified. The stem cells were 
transported in to disease model. 
  In the diabetes model, blood glucose level became low temporarily and survival benefit 
was seen. In the cord injury model, in spite of having transplanted the mesenchymal cells 
one week after damage, the motor function was recovered significantly. In the bone deficit 
model, in spite of xenograft, rejection hardly started but the bone tissue has been 
reproducing.  
The amnion stem cells were effective as a cell material of regeneration medicine. 
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１．研究開始当初の背景 
 パーキンソン病やアルツハイマーなどの
脳神経系の病気、心臓疾患、肝臓疾患など臓
器移植が最終的な治療とされる重篤な疾患
においては、臓器の供給が需要に追いつかな
いのが現状である。1998 年に発表されたヒ
トの embrionic stem cell(ES 細胞)の開発に

より細胞移植が第二の臓器移植として脚光
を浴びた。しかし、ES 細胞には倫理上の問
題からのレシピエント側への精神的な負担
に加え、供給源に限りがあるという問題を孕
んでいる。一方で、成熟組織においては、造
血器、皮膚、消化管等増殖を繰り返す組織に
のみあると考えられていた幹細胞が、脳や肝
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臓、心筋など各組織に存在することが認めら
れ、体性（組織）幹細胞（somatic stem cell）
として注目されるようになった。少量でも患
者本人の細胞を採取できるということは移
植細胞の拒絶を回避できるという点では大
きな利点である。このように、これまでは、
生体中にある幹細胞を探すこと（Morrison et 
al.,Cell 96,737-749,1999;Toma JG et al., 
Nature Cell Biol 3,778-784,2001） 、そして
それを単離し同定することが再生医療の最
重要課題として取り上げられてきた。しかし、
山中伸也らのグループ（Takahashi K and 
YamanakaS,Cell 126,663-676,2006）が４つ
の遺伝子を導入し induced stem cell(iPSC)
を作成したことで、幹細胞は、探すのではな
く作成することのできる細胞となった。iPS
の開発は患者自身の細胞を利用することが
可能となることから、これまで心配されてい
た拒絶の問題も解決し、「テーラーメードの
医療」の実施に向けて加速度的に研究が進み、
明日にでも臨床の場で利用されそうな勢い
である。しかし現実には導入効率の問題や癌
の発生率が高いこと、使用できる細胞を準備
するのに時間がかかり、緊急の場合には間に
合わない、移植するのに十分量の細胞が確保
できないなど、いまだに多くの問題が残され
ている。  
 このような流れの中で我々はこれまで一
貫して、羊膜を再生医療の材料として使用す
ることを提案してきた。 
 これまでの研究から、羊膜細胞には幹細
胞の特徴とする四つの遺伝子（Oct3/4, 
Sox2, Klf4, c-Myc）を既に発現している幹
細胞が存在しており、これらを含む羊膜細
胞が分化誘導で、種々の細胞に分化する能
力を有していることをすでに観察している。
我々は本細胞の恒常的な利用を考え、不死
化羊膜細胞株を樹立し特許を出願している。 
 
２．研究の目的 
  本研究では我々の最終目的「難病や生活
習慣病の患者の QOL の向上を目指す」を
達成するため、その基礎研究として 
１）羊膜に存在する幹細胞を濃縮し、増幅
する方法を確立すること 
２）羊膜幹細胞の安全性や治療に対する有
効性を病態モデルで明確にすること 
３）移植した羊膜幹細胞の分化過程および周
囲組織との関連を明確にすることを目的と
した。  
 
３．研究の方法 
1)羊膜幹細胞の濃縮（増幅） 
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）を採取した。  
① hAEC は、low atachment dish に播種す
ると、 sphere を形成する。本性質を利用し、
Sphere 形成細胞と sphere 非形成細胞を分離
し幹細胞の濃縮を行った。  
② hAMC の幹細胞濃縮。ｈAMC は、種々の
幹細胞マーカーを発現する（Table1）が、目
的に応じた細胞を利用するという意図で、フ
ローサイトメーターあるいは magnetic 
activated cell sorting により、羊膜細胞を
subpopulation に分類し、目的に応じた細胞
への分化誘導を行った。 
③ stem cell makerを発現している細胞のみ
を選択的に採取した。 
fHAE、fHAM に Oct4 の promotor を移植し、
promotor が発現しているときのみ、細胞が
生き残れるように neomycin を本 promortor
の上流においた plasmid を作成し、細胞に移
植した幹細胞としての特性を持った細胞を
採取した。 
 
２)疾患モデル動物への羊膜幹細胞の移植に
よる組織学的検討 
a)糖尿病モデルマウスへの移植（インスリン
分泌細胞への分化）：ニコチンアミドで分化
誘導した羊膜幹細胞を糖尿病モデマウスの
脾臓に移植し、経時的に血糖値の測定、組織
像の観察を行った。４週齢のマウスに
streptozotocin  (STZ; Sigma, 250 mg/Kg 
body weight)を I.V し、(Wei JP et al., Cell 
Transplantation 12:545-552, 2003) 血糖値
が継続的に 400mg/dl 以上を示すものを糖尿
病モデルマウスとして実験に使用した。脾臓
に HAM、HAE、不死化羊膜上皮(iHAE)、不
死化間葉系上皮(iHAM)あるいはインスリン
遺伝子導入細胞を移植し、３日、１、２、４，
８週間目に脾臓および肝臓を採集し、凍結処
置、光学顕微鏡及び電子顕微鏡用の材料とし
て処理した。 
b)脊髄損傷ラットへの移植（神経細胞への分
化）：①脊髄損傷モデルの作成：Sprague 
Dawley ラット（雌）の背部皮膚切開後、第
9 から 10 胸椎を椎弓切除し、MASCIS 
(Rutgers university, USA) を用いて、10g の
重錘を 25 mm の高さから落下させ、ラット
脊椎損傷モデルを作成した。 
②不死化羊膜幹細胞 (iHAM)を脊髄損傷後、
一週間後に脊髄内に移植した。 
③傷害および回復度の判定：一週間に一度
BBB (Basso-Beeattie-Bresnaha) testを行い、
機能を確認した。実験終了時に脊髄を採取し
形態的変化を検討した。 



 

 

 組織学的には、Ｈ−Ｅ stain, Luxol fast 
blue stain を免疫組織化学的には、anti-GFP、 
b-tubulin Ⅲ、GFAP などによる免疫染色に
て観察した。   
ｃ）骨欠損モデル動物への移植（骨細胞への
分化）：ｈHAM 細胞をスカフォールド（HA:
ハイドロキシアパタイト）上で骨分化培地に
て 1週間培養した。ラットの頭頂骨を露出し、
中央部の骨をドリルで切削し、径 5mm の骨
欠損部を作成した。ラットの骨欠損部位にス
カフォールド上で培養、分化した HAM 細胞
を移植した。移植後、経時的に材料を採取し、
骨形成能をｍRNA の発現および組織化学的
染色により検討した。 
 
４．研究成果 
1)羊膜からインスリン産生細胞に分化しや
すい細胞を選択的に単離する方法を検討し
た。 
 a.HAE及び HAM の細胞表面マーカーの確認：
ヒト羊膜から単離した fHAE、fHAMおよび
iHAE,iHAMについて神経幹細胞のマーカーで
ある Nestin および CD271をはじめ、種々の
幹細胞マーカーの発現を FACS で検討した。 
 その結果、HAEおよび HAMは、体性幹細胞の
マーカーを示すだけでなく、いずれの細胞も
インスリン産生細胞への誘導の要となる神
経幹細胞のマーカーである Nestin陽性細胞
を 40〜60％という高率で含有することが確
認された。さらに神経系の細胞だけでなく、
近年骨髄や脂肪組織に存在する間葉系幹細
胞にも発現が認められる CD271も 50〜60％と
いう高い割合で発現しており、CD271が
Nestin陽性細胞を選択的に単離するときの

細胞表面マーカーとして有効である可能性
が確認された（Table 1）。 Cytospin 標本
で Nestin陽性細胞を確認すると、細胞質に
強い反応を示すことが認められた（Fig 1）。 
 b.Nestin などの神経幹細胞マーカーや幹細
胞マーカーを発現する細胞の選択的な単離： 

  b-1:sphere 形成能による単離。幹細胞マ

ーカーを高率に発現する細胞は、sphere 形成
能が高いことより、ultra low attachment 
dishに fHAE 細胞を播種したところ、sphere
形成能が確認された。最終的には膵島という
形での移植を目指しており、この性質を有す
ることはインスリン産生膵島の作成に優位
な点である。 
 Sphere についてアルカリフォスファター
ゼおよび Oct3/4という幹細胞マーカ—に対す
る発現性を immunocytochemistryで検討した
ところ、すべての sphereで陽性が確認され、
sphereを形成する細胞は幹細胞としての性
質を示すことが確認された。 
b-2：CD271を発現する細胞を単離した。
Magnetic beads により単離を試みたところ、

6-7％の収率と低い収率であったが CD271 陽
性細胞を単離することができた。 
b-3 :コロニー形成能による単離。hHAM は
通常５から６回の継代で、増殖が認められな
くなるが、培養を繰り返す中で、いくつかの
細胞が集約して芽のようなコロニー形成を
示す細胞群が観察された。このような細胞は
コロニーを形成しない細胞より増殖が早い
こと、継代に限界がないこと、stemness gene
の発現が顕著なことより、幹細胞としての特
性を持つことが明らかとなった（Nogami et 

 

 

 



 

 

al. cell transplantation, in press）.  
２)疾患モデル動物での効果 
a)糖尿病モデルマウスへの移植 
 糖尿病モデルマウスの脾臓に分化誘導し
た HAM 細胞を投与したところ、投与直後に、
一時的に血糖値は低下するものの、継続した
血糖値の低下は認められなかった。   継
続して血糖値をおさえるには、投与細胞数を
増やす必要があると考えられた。 
b)脊髄損傷ラットへの移植 
 iHAMを脊髄損傷後、1週間目に投与し、一
週間ごとに BBB testを実施したところ、創
傷後 35日目以降、iHAM投与群が生理食塩水
投与群に比べ、有意に機能が回復しているこ
とが確認された（Fig3）。 
組織学的に検討すると、生理食塩水投与群で

は軸索の損傷、空洞化が著しく、炎症細胞の
浸出が顕著であった。しかし、iHAM投与群で
は一次、二次障害部位ともに空洞化が極めて
少なく、髄鞘染色により髄鞘の残存（再生）
が確認された。 
iHAMの投与により、炎症の抑制、空洞化の防
止、髄鞘の再構成が生じることにより、著し
い機能回復が認められると考えられた。羊膜
間葉系細胞は脊髄損傷治療に有効であり、新
たな細胞源として期待できる。 
ｃ）骨欠損モデルラットへの移植： 
移植後、６週目から移植したヒト collagen 
typeⅠの存在が確認され、８週、１２週では
骨形成が確認された(Fig4)。 
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