
富山大学・医学部・客員教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１３２０１

挑戦的研究（萌芽）

2023～2022

羊膜由来細胞の拒絶回避機構を利用した移植キャリアの開発

Development of new carriers utilizing with transplantation rejection mechanism  
in amnion membrane derived cells

００１７１４２１研究者番号：

吉田　淑子（Yoshida, Toshiko）

研究期間：

２２Ｋ１９５５７

年 月 日現在  ６   ６ ２１

円     4,900,000

研究成果の概要（和文）：重篤な糖尿病の治療方法の一つに膵島移植がある。膵島を肝臓の門脈という血管から
点滴投与することで、患者への侵襲が極めて低く、繰り返し移植が可能なことからインスリン療法からの離脱を
図れる治療法として注目されている。近年、大変良好な免疫抑制剤が開発されたとはいうものの、同種他家移植
であることから、拒絶反応を完全に否定することができない。羊膜由来細胞や絨毛膜由来細胞がもつ免疫寛容能
（拒絶を起こさない性質）や抗炎症効果に着目し、メチルセルロース溶液に細胞を浮遊させた細胞懸濁液を利用
して膵島を被覆した。拒絶を起こしがたい膵島片の作成により、移植効率の向上が期待される。

研究成果の概要（英文）：Islet transplantation is one of the treatment options for severe diabetes. 
Islet transplantation is a very low invasive procedure that can be performed by intravenous 
administration of islets through a blood vessel called the portal vein of the liver. Although very 
good immunosuppressive agents have been developed in recent years, rejection cannot be completely 
ruled out because of the same species but a transplant from another person.
　Focusing on the immunotolerance capacity (property of not causing rejection) and anti-inflammatory
 effect of amnion-derived and chorion-derived cells, we have coated islets using cell suspensions in
 which cells are suspended in methylcellulose solution. The objective was to create islet fragments 
that are resistant to rejection with the aim of improving transplantation efficiency.

研究分野： 再生医療

キーワード： 膵島　羊膜由来細胞　絨毛膜由来細胞　ヒト乾燥羊膜　免疫寛容　メチルセルロース　スフェロイド形
成　RNA seq解析
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研究成果の学術的意義や社会的意義
膵島の生着率の向上。膵島移植が同種他家移植であるため、拒絶反応を完全に回避することは難しい。免疫抑制
剤による全身性の抑制ではなく、局所において拒絶を誘導する要因を減弱させ、拒絶を回避する事は膵島の生着
率を向上するだけでなくレシピエントのQOLをも著しく向上させる。
　本方法が確立されれば、脳死あるいは心臓死からのドナーからだけでなく,将来的には3Dで培養することが可
能となった「オルガノイド」を作成して、組織よりも臓器に近い構造体での移植を実施する事が可能となる。移
植材料の不足を補填するだけでなく組織・臓器移植の技術革新となると考える。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



 
 
１．研究開始当初の背景 
（1）背景：高齢化が進む日本では糖尿病に対する治療方法の改善は必須の課題である。特に、

膵臓移植や膵島移植が不可欠な重篤な糖尿病の治療は、ドナーの確保が難しく、かつ移植後の拒

絶が大きな問題である。2020 年 4 月に 1 型糖尿病の患者さんを対象とした画期的な治療法

として脳死もしくは心停止ドナーから提供していただいた膵臓から採取した膵島移植が

保険収載された。臓器の移植と比較し、点滴投与で移植が可能なためレシピエントへの

侵襲が極めて低く、繰り返し移植が可能である。これにより、インスリン療法からの離脱

をはかれる新たな治療法として着目されている。近年、大変良好な免疫抑制剤が開発さ

れたものの、他の人からの組織移植であるため、拒絶を回避する為に長期にわたり免疫

抑制剤の投与が必要である。 

羊膜は胎児を育むという本来の機能から、拒絶を起こしがたく、抗炎症効果を持つと考えられ

ている（Silini AR et al., 2015）。また、発生学的に見ると羊膜は ES 細胞の元である内細胞塊

の胚盤葉上層から起こることから、多くの幹細胞を含有していると考えられる（Koike N., et 

al., 2022）。これらの事から、我々は羊膜由来細胞を新たな再生医療材料として研究、開発して

きた。羊膜に存在する羊膜由来細胞の採取方法はすでに確立した（図Ａ：Wei et al., 2003）。

また羊膜の抗炎症作用の機序については、NK 細胞や単球を介し抗炎症効果を示すことを明らか

にした（Li et al., 2015）。 

（2）経緯：羊膜由来細胞に抗炎症効果、多分化能があることから、軟骨損傷、骨欠損ラット、

肝硬変、糖尿病、脊髄損傷モデルマウスやラットを用いて、治療に対する有効性を検討したとこ

ろ、肝硬変では、線維化が減少すること、糖尿病では血糖値を下げること、脊髄損傷モデルでは

運動能が回復する事を明らかにしてきた。マウスやラットなど異種動物にヒトの羊膜由来細胞

を移植しているにもかかわらず、いずれの実験モデルにおいても、拒絶を全く起こさなかった。 

この性質を拒絶回避、膵島の生着率向上に寄与できないかと考えるに至った。 
 
２．研究の目的 
日本では現在予備軍も合わせると約 2,000 万人もの方々が糖尿病であると言われ、しかも日本

だけでなく、世界的に見ても年々、患者数が増加する傾向にある。その中で、生活習慣が関わる

２型糖尿病とは原因、治療が大きく異なる１型糖尿病は糖尿病全体の約５％に過ぎないが、若い

方を中心に幅広い年齢で発症する疾患である。また、１型糖尿病では、インスリンを産生するΒ

細胞の破壊が進行していくために生涯にわたり、インスリンを補う治療が必須である。その治療

の一つに膵島移植があり、初回移植後、時間の経過とともに生着率が減少し、一旦インスリン離

脱しても再度インスリン投与が必須となる例も稀ではない。近年、免疫抑制剤の開発により、イ

ンスリン離脱期間の延長が報告されているものの完全とはいいがたい。 

本研究では、羊膜の免疫寛容能（拒絶を起こさないという性質）に着目し、本細胞を移植細胞

の移植効率を上げるツールとして利用する方法を確立する事を目的とする。 

 
３．研究の方法 

（1）羊膜細胞の採取：富山大学倫理審査委員会の承認（承認済み）のもと、附属病院および関

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予定帝王切開の患者の胎盤から羊

膜を剥離する。羊膜を PBS で洗浄し血液などをきれいに取った後で下記の図 A のように羊膜上

皮細胞および羊膜間葉系細胞を採取する。 

 

 

 

 
 

（2）採取した羊膜由来細胞の特性：羊膜由来細胞は HLA-DR(-), HLA-G(++), CD59(+)であることか

ら、拒絶を起こしがたい細胞である。また、NK 細胞と羊膜由来細胞を共培養すると羊膜由来細胞から

の IL-10 分泌が促進され、かつ NK 細胞の殺細胞能が抑制される。また、単球と共培養すると単球から

 



の TNF-αの分泌が抑制される。以上のように羊膜由来細胞は拒絶を起こしがたく、抗炎症効果を示す

細胞である(Li et al., 2015) 。 

（3）拒絶を起こしにくい膵島片の作成：正常ラットの膵臓より膵島を岡部ら（Okabe et al., 2003）の方に

従い単離し、下記の様に 2 つの方法で膵島細胞を羊膜由来細胞で包み込み、拒絶を起こしがたい膵

島片の作成を施行した。 

①膵島を羊膜由来細胞で包み込む：マトリゲル上にメチルセルロース懸濁液中の羊膜由来細胞をシー

ト状に進展した。その上に膵島をおき、48 時間、培養液中で培養した。これにより、羊膜由来細胞が膵

島をつつみこむ（図Ｂ ①）。 

本実験に先立ち、ヒト線維芽細胞（HDFa）でスフェロイドを作成し、不死化羊膜由来上皮細胞（ihAE）に

より、HDFa を包み込むことが可能かどうか検討した。 

②膵島を羊膜由来細胞で挟む：HD 羊膜上で羊膜由来細胞をシート状に培養しその上に膵島を置き、

他のデッシュで準備したＨＤ羊膜シートを上にかぶせ、膵島を挟み込む（図Ｂ ②）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（4）播種する羊膜由来細胞および絨毛膜由来細胞の性質について、RNA seq で検討した。 

 

４．研究成果 

（1）羊膜由来細胞などで被覆した膵島片の作成を目指した。初期検討としてヒト皮膚線維芽細胞凝集

塊(HDFaスフェロイド)を、羊膜由来上皮細胞（HAE）あるいは羊膜由来間葉系細胞（HAM）で被覆した

膵島片を作成した。HDFaスフェロイドの径、被覆する細胞の種類、被覆する細胞数（細胞濃度）、細胞

懸濁液の濃度（メチルセルロースの濃度）を検討することで移植に適した膵島片の作成を試みた。 

①ラットの膵島の大きさが200−500μm程度であることから、試行に用いる細胞塊をHDFaで作成すること

として、径200μmのスフェロイドを作成した。細胞数1250cells程度で良好なスフェロイドが作成できた。 

②被覆する細胞として、不死化羊膜上皮細胞（iHAE）と不死化羊膜間葉系細胞（iHAM）のいずれが被

覆に適した細胞か検討したところ、iHAMは懸濁液中で自身が独自にスフェロイドを形成してしまう傾向

が強いため、iHAEを被覆用の細胞として利用することとした。 

その結果、細胞濃度、2500cells/ml、細胞懸濁液1μｌが良好であった。本条件下では、細胞は単層

でスフェロイドを取り巻くが、細胞懸濁液に浮遊させる細胞数が多くなると、被覆する細胞が重層化およ

び不均等となることが明らかとなった（図Ｃ） 

③ラット膵島を包む細胞の種類、細胞懸濁液の濃度について検討した。 

ラットから膵島を岡部らの手技に従って採取した。径200μmの膵島を選択し、細胞懸濁液にて被覆し

た。被覆する細胞は絨毛膜由来細胞を利用した。被覆細胞数、および懸濁液量を3750 cells・3μl、

5000 cellｓ・μl、7500 cells・3μlとして細胞被覆膵島を作成した。 

その結果、絨毛膜由来細胞は細胞数に関係なく概ね均等に膵島を覆った（図Ｄ）。 

（2）移植用のシートについて 

予定では、温度感受性のデッシュ上で羊膜細胞をシート状に播種し、その上に膵島を置き、サンドイッ

チ状として皮下組織に移植する予定であったが、単層に培養した細胞では、細胞間の連結が弱いため

に、シートとして取り扱うことが困難であったため、通常のデッシュにHD羊膜（ハイパードライヒト乾燥羊

膜）を置き、その上で細胞を培養し、シート上にした上に膵島を載せることで、皮下移植用のサンドイッ

 



チ状膵島片を作成した。本方法により、膵島の保持、皮下組織への移植が容易となった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（3）羊膜由来細胞に関する検討（RNA-seq） 

上記の実験1）①では、iHAEの細胞の方が膵島を被覆する細胞として適していることがあきらかとなった

が、iHAEは不死化細胞であることから、ヒトへの移植に向け、膵島を被覆する細胞として羊膜由来上皮

系細胞（Human amniotic epithelium: HAE）、羊膜由来間葉系細胞（Human amniotic mesenchymal cell: 

HAM）および絨毛膜由来間葉系細胞（Ｃｈｏｒｉｏｎ Derived Ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ Ｃｅｌｌ：CMDC）について改

めて、移植時の生着率向上に関係すると思われる抗炎症作用および血管新生作用などに関与する遺

伝子の発現についてRNA seq解析(タカラバイオ株式会社)を実施した。 

 その結果、HAEが生着に不可欠な血管新生に関する遺伝子の発現が強いことが明らかとなった。さら

に詳細については現在、解析を進めている。今後、それぞれの遺伝子発現の関連性をあきらかにする

ことで、HAEが移植膵島の被覆材として有効であることを明らかにするだけでなく、これらの細胞の拒絶

を抑制する機能についても詳細について解明を進める。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

〈引用文献〉 

① Silini AR et al.,The long path of human placenta, and it derivatives, in regenerative medicine.Front 

Bioeng Biotechnol 3: 162; 2015  

② Koike N et al.,Distribution of amniotic stem cells in human term amnion membrane. Microscopy 

71(1):66-76; 2022 

③ Wei JP et al., Human amnion-isolated cells normalize blood glucose in streptozotocin-induced 

diabetic mice. Cell Transplant. 12:545-552; 2003 

④ Li J et al., Human Amnion-Derived Stem Cells Have Immunosuppressive Properties on NK Cells 

and Monocytes. Cell Transplantation 24;2065-2076; 2015 

⑤ Okabe M, Yoshida T, Yoshi R and Takaya K. Zinc detection in the Islet of Langerhans. Appl Surf 

Sci. 203-204:714-717; 2003 

 

a.iHAE 2500cells

b.iHAE 5000cells

c.iHAE 10000cells

頂点

中央

頂点

中央

a.被覆層が単層

b.被覆層が重層化
c.被覆する細胞数がふえ

ると均等に被覆できない。

図Ｃ
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