
慶應義塾大学・医学部（信濃町）・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）

３２６１２

挑戦的萌芽研究

2018～2016

自己羊水幹細胞シートを用いた新生児難治性疾患に対する新規治療法の開発

Development of A Novel Therapy for Neonatal Intractable Disease Using Autologous
 Amniotic Fluid Stem Cell Sheets

２０２０７１４５研究者番号：

田中　守（Mamoru, Tanaka）

研究期間：

１６Ｋ１５５３６

年 月 日現在  元   ５ ２５

円     2,700,000

研究成果の概要（和文）：妊娠24週以前の胎児は、全く瘢痕化なく創傷治癒する事はよく知られており動物種を
超えて保存されている。このため、ヒト羊水幹細胞（human amniotic fluid stem cells: hAFS）は他の間葉系
幹細胞よりも強力な抗線維化作用を有するのではないかと仮説を立てた。また、細胞シート作成の際、hAFSを効
率よく目的の細胞に分化すると分化型細胞シートが作成可能なのではないかと考えた。
我々は、hAFSの多分化能の検証と細胞シート作成に成功した。そして、動物実験にて、その細胞シートは強力な
抗線維化作用を持つことを明らかにした。しかし、分化型細胞シートは作成できなかった。

研究成果の概要（英文）：Fetal wounds before 24 weeks of gestation are known to heal without fibrotic
 scarring, and this characteristic is preserved beyond animal species. Therefore, we hypothesized 
that human amniotic fluid stem cells (hAFS) have more potential for anti-fibrosis than other 
mesenchymal stem cells. In addition, hAFS that have pre-differentiated into target cells, such as 
neurons and cardiomyocytes, could be used to create hAFS sheets. 
In this study, we demonstrated that hAFS are multipotent and could be differentiated into neuronal 
cells and cardiomyocyte-like cells. Additionally, we successfully produced a cell sheet using hAFS 
and confirmed its formation and strong anti- fibrotic potential using a murine model. However, we 
were unable to create a pre-differentiated hAFS sheets.

研究分野：胎児医学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞工学技術の進歩により細胞シートを作成することが可能になった。細胞シートは、成人疾患には臨床応用が
開始されているが、 新生児疾患ではほとんど検討されてこなかった。新生児にヒト羊水幹細胞（human 
amniotic fluid stem cells: hAFS）を用いた細胞治療を行う際、「頻回の細胞注射で生着する幹細胞数を増や
す」方法が考えられる。しかし、新生児には負担が強いため、非侵襲的に幹細胞生着率を上げるツールとして
hAFS細胞シートの開発を試みた。我々は、hAFS細胞シート作成に成功し、その細胞シートは強力な抗線維化作用
を持つことを動物実験で明らかにした。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 我が国の周産期死亡率は世界一低い水準だが、未だ予後不良な難治性新生児疾患が存在する。
具体的には、早産関連疾患(脳性麻痺、新生児慢性肺疾患、壊死性腸炎、難聴、未熟児網膜症)
や先天性疾患(肺低形成、横隔膜ヘルニア、二分脊椎、先天性心疾患、食道閉鎖など)である。 
 成人疾患のなかには、iPS細胞や各種幹細胞の研究が進歩し臨床応用への道筋が整えられた
疾患もあるが、新生児疾患に対する幹細胞治療の臨床応用は遅れている。このため、我々のグ
ループは、妊娠中に羊水を採取・培養・調整し、得られた自己羊水由来幹細胞を用いた新規治
療法開発を目指した研究を開始し、既報と同様に(De Coppi et al., Nature Biotechnology. 2007 )、
ヒト羊水幹細胞 (human amniotic fluid stem cells: hAFS)の分離・培養に成功した。 
 近年、細胞工学技術の進歩で容易に細胞シートを作成することが可能になった。細胞シート
は、成人疾患では臨床応用されているが、 これまで新生児疾患への応用は、ほとんど検討され
てこなかった。新生児に hAFSを用いた細胞治療を行う場合、幹細胞の治療効果を高めるため
には「細胞注射を頻回に行い、生着する幹細胞数を増やす」方法が考えられるが、新生児には
負担が大きい。そこで我々は、非侵襲的に幹細胞生着率を上げるため細胞シート開発を試みた。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、hAFS細胞シートによる新生児難治性疾患の新規治療法の開発を目的とする。妊
娠 24週以前の胎児は、全く瘢痕化なく皮膚創傷治癒する事は古くからよく知られており、この
特徴は動物種を超えて保存されている。このため、hAFSは他の間葉系幹細胞よりも強力な瘢
痕化・線維化の抑制効果を有するのではないか、と仮説を立てた。 
 また、羊膜、胎盤など胎児組織由来の間葉系幹細胞は、骨髄や脂肪など成人組織由来の間葉
系幹細胞と比較し、胚葉を超えた分化能が高いとの報告が相次いでいる。このため、胎児由来
の hAFSの多分化能の検証と、それを応用した分化型 hAFS細胞シートの作成が可能なのでは
ないかと考えた。 
 以上のことから、本研究では、 (1) hAFSの多分化能の検討、(2) hAFS細胞シート作成、(3)hAFS
および hAFS細胞シートの新生児疾患モデル動物を用いた治療効果の検討、 (4)目的の細胞に分
化させた hAFS(分化型 hAFS)細胞シート作成、を目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) hAFSの多分化能の検討 
 以下の研究は、本学倫理委員会承認の下（承認番号:20140285）施行した。妊娠 15-17週に当
院で羊水検査を施行した患者羊水のうち約 5mlを研究用に使用した。そのヒト羊水細胞から
CD117抗体単離法を用いて hAFSを分離・培養した。その後、得られた細胞を用いて、それぞ
れの分化誘導培地下で培養を行い、分化誘導を行った。 
・骨: hAFSを 3.0x104/35mm dishに播種し、0.1%ゼラチンコートした glass base dish (Iwaki)を用
いた。MSC Osteogenic SingleQuots(Lonza)を用い分化誘導し、Alizarin Red S染色を行った。 
・脂肪: hAFSを 2.0x105/35mm dishに播種し 0.1%ゼラチンコート glass base dish(Iwaki)を用いた。
Adipogenic Unduction Medium(Lonza)を用いて分化誘導し、Oil Red O染色を行った。 
・軟骨: hAFSを 5.0x105/15ml tubeでコニカルチューブ培養を行い、TGF-β3を添加した 
Diffirentiation Basal Medium- Chondrogenic (Lonza)を用い分化誘導し、Alcian Blue 染色を行った。 
・神経: 3.2x104/35mm dishで、0.1%ゼラチンコート glass base dish(Iwaki)を用いた。MSC 
Neurogenic Diffirentiation Medium(PromoCell)を用い分化誘導し、Monoclonal- anti- 
MAP2(Sigma-Aldrich)、Monoclonal-anti- β-Tublin isotype III(Sigma-Aldrich)染色を行った。 
・心筋: 8.0x104/35mm dish、0.1%ゼラチンコート glass base dish(Iwaki)で、Cardiomyocyto 
Differentiation Media(celling-tech.com)を用いて分化誘導した。Purified rabit ardiac Troponin 
T(Thermo scientific)を用いて染色した。 
・血管内皮: hAFSを 6.5-8.0x104/cmで 60mm dishに播種し、collagen-coated 24 well に継代した。
EGM-2(LONZA)を用いて分化誘導し、Mouse-Monoclonal Anti-human CD31(Dako)で染色した。 
(2) hAFS細胞シート作成 
 温度感受性培養皿(UpCell :U35-1505 35mm dish (Cell Seed))に、hAFSを細胞数 3.0x106/35mm 
dishとなるように播種した。培養後、常温で静置すると、hAFS細胞シートが自然剥離した。そ
して、hAFS細胞シートの凍結切片を作成し、HE染色、Vimentin染色を行った。 
(3) hAFSおよび hAFS細胞シートの新生児疾患モデル動物を用いた治療効果の検討 
 hAFSや hAFS細胞シートがマウス皮膚創傷治癒に与える影響について、BALB/cマウス皮膚
全層欠損モデルを用いて検討した。  
・モデル作成：8週齢のオス BALB/c マウスに吸入麻酔を導入し、背部に皮膚全層欠損創を 2
箇所作成した。一方は治療群，他方を対照群と設定し、治療群には hAFS局所注射あるいは hAFS
細胞シート貼付を行った。 
・評価: 7、14、21 日目に肉眼的創部面積を観察した。また、皮膚組織を採取しパラフィン切
片を作成し、各種染色法(HE染色、Masson’strichrome染色、Elastica-van-Gieson 染色、Picrosirius 
Red染色)を用いた組織学的評価を行った。 
 また、我々はこれまでに、母獣にレチノイン酸を投与し、ラット胎仔脊髄髄膜瘤モデルを作
成し、hAFSを羊水腔内に注入することにより、hAFSが直接被覆と paracrine効果を介して脊髄



髄膜瘤胎仔の脊髄神経損傷を軽減する胎児治療効果を見出してきた。このため、同モデルを用
いて hAFS細胞シートを胎仔病変部に貼付し治療効果の検討を試みた。 
(4) スフェロイド化による検討 
 hAFSをスフェロイド化することで、単層培養よりも未分化性が上昇し、分化誘導効率が上昇
するとの仮説を検証した。 
 
４．研究成果 
(1) hAFSの多分化能の検討 
 CD117陽性羊水細胞は、紡錘形で、通常の
接着培養にて培養・継代可能であり、CD117 
陽性細胞はフローサイトメトリーにて間葉
系幹細胞マーカー(CD29, CD73, CD90, 
CD105)陽性、血球系マーカー(CD14, CD34, 
HLA-DR)陰性であった。さらに、骨・軟骨・
脂肪への分化能を有した（図 1）。このことか
ら、CD117陽性羊水細胞は間葉系幹細胞の特
性を持つ hAFSであると考えられた。 
 また、hAFSは骨・脂肪・軟骨のみならず
神経様細胞、心筋様細胞、血管内皮様細胞へ
の分化能を認めた（図 2）。 
(2) hAFS細胞シート作成 
 hAFS細胞シートを作成は可能であった。
また、この細胞シートは間葉系細胞の性質を
維持していることを明らかにした（図 3）。 
(3) hAFSおよび hAFS細胞シートの新生児疾
患モデル動物を用いた治療効果の検討 
① hAFS局所注射の治療効果 
(Fukutake, Ochiai, Tanaka et al., Hum Cell 2019) 
肉眼的創部閉鎖：促進 
再上皮化：促進 
肉芽形成：不変 
繊維化・瘢痕化（Ⅰ型コラーゲン/Ⅲ型コラー
ゲン比）：抑制（低下） 
② hAFS細胞シート貼付の治療効果（図 4） 
肉眼的創部閉鎖：不変 
再上皮化：不変（図 4） 
肉芽形成：不変（図 4） 
繊維化・瘢痕化（Ⅰ型コラーゲン/Ⅲ型コラー
ゲン比）：抑制（低下）（図 5） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 このように、hAFS細胞シートは創傷治癒を遅延させることなく、瘢痕化の少ない創傷治癒
を促すことを明らかにした。胎児型創傷治癒は成人型創傷治癒と比較し III型コラーゲンが豊富
に発現することが知られており、hAFS細胞シートは胎児型創傷治癒の特徴を保持し、強力な
瘢痕化・線維化の抑制効果を有する間葉系幹細胞シートであると考えられた。 
③ ラット胎仔脊髄髄膜瘤モデルによる検討 
 ラット胎仔は極めて小さく細胞シート貼付時に破水しほとんどが流産に至った。 



 このため、本動物モデルでのコンセプト検
証は困難であった。今後、このコンセプトの
検証には、羊などの大動物を用いた脊髄髄膜
瘤モデルを用いる必要があると考えられた。 
 
(4) スフェロイド化による検討 
 hAFSスフェロイドは単層培養の hAFSと
比較し、未分化マーカー(Oct4、Nanog)mRNA
の発現が上昇することを見出した（図 6）。し
かし、現在のところ各種細胞への分化誘導効
率の上昇には至っておらず、改良が必要であ
ると考えられた。 
 
以上より、本研究課題の遂行により、(1)hAFSの多分化能、(2) hAFS細胞シート作成、(2)hAFS
および hAFS細胞シートの新生児疾患モデル動物を用いた治療効果、について抗線維・瘢痕化
作用を中心に明らかにした。 
 しかし、分化誘導効率の改善には至らず、 (4)分化型 hAFSC細胞シートは作成できなかった。 
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