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研究成果の概要（和文）：早産脳障害モデル動物におけるヒト羊水幹細胞（human amniotic fluid stem cells:
 hAFS）の有効性、および、スフェア培養、低酸素培養、事前の神経系細胞分化誘導などの事前調整による治療
効果増強を目指した検討を行なった。
本研究で、我々は、早産脳障害モデル動物でhAFSが有用なこと、hAFSのスフェア培養、低酸素培養は細胞生存率
を低下させずに遂行可能であり、抗炎症性サイトカイン分泌や成長因子発現が増加すること、を明らかにした。
今後、早産脳障害モデル動物に事前調整したhAFSを投与し、in vivoでの治療効果を検討する計画である。

研究成果の概要（英文）：We performed the examinations of the efficacy of human amniotic fluid stem 
cells (hAFS) as a treatment of preterm brain injury model animals. In addition, we also performed 
the examinations of pre-adjustments for hAFS-treatment in vivo such as sphere culture, hypoxic 
culture and neurologic cell differentiation.
In this study, we revealed the efficacy of hAFS-treatment for preterm brain injury using rat model. 
Furthermore, we found sphere culture and hypoxic culture increased the secretion of 
anti-inflammatory cytokines and growth factors without affecting cellular survival. In the next 
project, we will plan to examine the effect of the preadjusted- hAFS for the treatment of preterm 
brain injury model animals in vivo.

研究分野： 胎児医学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
周産期脳障害の頻度は出生1000人に対して2-3人程度と一定で減少していない。周産期脳障害は、成熟児の低酸
素虚血性脳障害と早産に伴う脳障害の2種類に大別される。実験的検討においても、成熟児の低酸素性虚血性脳
障害モデルを用いた検討が中心であり、早産脳障害モデルを用いた検討は少ない。本研究にて、我々は早産脳障
害モデル動物で間葉系幹細胞の１つである羊水幹細胞が、早産脳障害モデル動物に対する治療効果を有すること
を見出した。
さらに、羊水幹細胞を調整することで抗炎症性サイトカイン分泌や成長因子発現が増加したことから、この幹細
胞は投与前に事前調整を行うことで治療効果が増強する可能性があると考える。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１. 研究開始当初の背景 
 周産期脳障害の頻度は出生 1000 人に対して 2-3 人程度と一定で減少していない.周産期脳障
害は、成熟児の低酸素虚血性脳障害と早産に伴う脳障害の 2 種類に大別され、病理学的にも、
成熟児の脳障害では灰白質障害、早産脳障害では白質障害が特徴で 2 つの脳障害は異なる.この
ため、動物実験でも異なるモデルを用いた検討が必要であるが、既報では、成熟児の低酸素性
虚血性脳障害モデルを用いた検討が中心であり、早産脳障害モデルを用いた検討は少ない. 
 脳障害に対する有効な治療法として幹細胞を用いた再生医療が期待されている.しかし、癌化
や免疫学的拒絶反応といった問題がある.この点で、出生当日からの iPS 細胞治療は課題が多い.
臨床応用への課題が少ない細胞として間葉系幹細胞(Mesenchymal stem cell: MSC)が注目され、
成人では臨床応用されている.周産期脳障害でも、MSC を含んだ自己臍帯血を出生後早期に投
与する方法が国内でも臨床試験が開始された.しかし、この方法は分娩時の臍帯血採取を前提と
するため、早産では臍帯血がごく少量しか採取できない、分娩時の臍帯血採取では早期治療が
困難、早期に治療開始するためには幹細胞の培養・調整が不可能、などの課題がある. 
 我々はこれらの欠点を補うため、妊娠中に羊水を採取・培養・ 調整し、得られた自己羊水由
来幹細胞を用いた脳性麻痺の新規治療法開発を目指した研究を開始した.その中で、我々は既報
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・培養を再現し、この細胞を低酸素性虚血性脳障害モデルマウスに投与
し、治療効果を見出し報告してきた(Otani et al., Pediatr Res. 2018). 
 本研究課題において、我々は早産脳障害モデル動物における hAFS の有効性、および、hAFS
の事前調整（スフェア培養、低酸素培養、事前の神経系細胞分化誘導）による治療効果増強を
目指した検討を行なった. 
 
２. 研究の目的 
 本研究は、早産脳障害モデル動物を用いて、hAFS の治療効果の検討を行うことを目的とし
た.さらに、hAFS の事前調整（スフェア培養、低酸素培養、事前の神経系細胞分化誘導）によ
る治療効果の増強を目指した検討を行った. 
 
３. 研究の方法 
 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 陽性羊水細胞を, CD117 抗体単離法を用いて hAFS を分離・培養した. 
 
(1) 早産脳障害モデル動物の作成を用いた hAFS の治療効果検討 
 生後 3 日目の Sprague Dawley ラットに大腸菌リポ多糖(LPS)を腹腔内投与(ip)し、LPS 誘発性
敗血症モデルを作成した. 
 対照群，非治療群，治療群の 3 群を設定し、治療群では hAFS 溶解液(1×108細胞/kg)を ip し、
3 時間後に LPS 溶解液(0.25mg/kg)を ip した. 非治療群では LPS 溶解液のみ ip し、対照群では
hAFS, LPS 共に投与しなかった.  
 治療効果は、LPS 投与 48 時間後の生存率、全身臓器障害（血液検査：AST, ALT, BUN）、脳
神経炎症（免疫染色：GFAP 及び Iba-1 陽性細胞数）、ミエリン関連タンパク発現（免疫染色：
MBP 陽性面積）にて評価した. 
(2) hAFS の事前調整 
① スフェア培養 
 骨髄由来 MSC など他臓器由来の MSC では、スフェロイド化により抗炎症性サイトカインの
分泌が増加し治療効果が増強する可能性が示唆されているが、hAFS では未検討である.このた
め、我々は hAFS をスフェロイド化し、接着培養よりも抗炎症性サイトカインの分泌が増加す
るとの仮説の検証を目指した.まず、hAFS を hanging drop 法、震盪培養法、スフェロイド形成
用培養容器内での培養法により hAFS のスフェロイド化を試みた.次いで、安定したスフェロイ
ド形成が可能であったスフェロイド形成用培養容器を用いて hAFS スフェロイドを作成し、接
着培養した hAFS と抗炎症性サイトカイン分泌を検討した.また、hAFS スフェロイドを神経系
細胞へ分化誘導し、単層培養 hAFS の分化誘導効率の比較を試みた。 
② 低酸素培養 
 hAFS を酸素濃度 2.0％，37℃のチャンバー内で 7 日間にわたって培養を行った.2 日に 1 回培
地を交換し，80％コンフルエントになった時点で継代操作を行った. 
 細胞の増殖速度を算出したのち，培養 2，4，7 日後のタイムポイントで神経系に対して治療効
果をもつ成長因子である HGF の定量的 PCR 法を行った. 
  
４. 研究成果 
(1) 早産脳障害モデル動物を用いた hAFS の治療効果検討 
 LPS誘発性敗血症モデルを作成した.同モデルのLPS投与 48時間後の生存率は約 50%であり、
全身臓器（脳、肺、肝臓、腎臓）に炎症性の臓器障害が生じた.しかし、治療群では非治療群と
比較し、LPS 投与 48 時間後の生存率は約 80%へと有意に改善した（図 1）. 
 



 さらに、LPS 投与 48 時間後の生存率例について炎症性の臓器障害を検討したところ、一般臨
床で用いられる臓器障害マーカー（AST, ALT, BUN）や肺、肝臓、腎臓の病理組織学的な臓器
障害・炎症初見も、治療群と非治療群の比較において、有意な改善を認めた（図 2）． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 特に、本研究課題の中心である、感染に起因した早産脳障害における脳病理組織像を模倣し
た炎症性の白質障害についても、LPS により惹起された神経炎症（GFAP 及び Iba-1 陽性細胞数
の有意な増加）が、hAFS 投与により有意に軽減された（図 3）. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 さらに、本モデルでは、新生児期においては極めて可塑性の高い oligodendrocyte の障害が生
じ、LPS 投与によって代表的なミエリン構成タンパク質である myelin basic protein（MBP）が減
少したが、そのミエリン障害は、hAFS 投与により有意に軽減された. 
 
(2) hAFS の事前調整 
① スフェア培養による検討 
 hAFS は hanging drop 法、震盪培養法、スフェロイド形成用培養容器内での培養法、のいずれ
の方法でもスフェロイドを形成したが、スフェロイド形成用培養容器内での培養法が最も安定
で均質な hAFS スフェロイドの作成が可能であった.また、複数の抗炎症性物質を測定したなか
で、hAFS スフェロイドは接着培養の hAFS と比較し、代表的な抗炎症性サイトカインの１つで
ある IL-10 の分泌が有意に増加した（図 4）. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 しかし、接着培養においては神経様細胞への分化誘導が可能であったが、設定した条件下で
は hAFS スフェロイドは神経様細胞には分化しなかった．  
 



② 低酸素培養 
 低酸素培養によって，増殖能は有意に上昇した.これは他の MSC と矛盾しない所見である.ま
た，HGF の mRNA 発現は培養 4 日後と 7 日後で有意に上昇していた（図 5）.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 本研究課題の遂行により、早産脳障害モデル動物で hAFS が有効な治療法になること、hAFS
の事前調整（スフェア培養、低酸素培養）は細胞生存率を低下させずに遂行可能であり MSC
の中心的な治療機序である抗炎症性サイトカインの分泌や HGF 発現が増加したこと、が示され
た。このため、hAFS の事前調整は in vivo での治療効果を増強させる可能性が示唆されたため、
今後、早産脳障害モデル動物に投与し、その実験的検証を行っていきたいと考える. 
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