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研究成果の概要： 
ヒト羊膜上皮および羊膜間葉系細胞は sphere 形成能が高く、単離細胞と比し、Oct3/4, 
Klf4,c-Myc,Sox2、Nanog など iPS 細胞(誘導多能性幹細胞)作成に不可欠な転写因子の発現が高
い。またマウス羊膜細胞では、SSEA-1(+)C-kit(-)で sphere を形成する細胞のみが inner cell 
mass に導入され分化することが明確となった。Sphere 形成と表面マーカーの発現を併せて評価
することで、幹細胞の純化分画が可能となった。 
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１．研究開始当初の背景 
 （１）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 細胞は採取源が余剰人工受精卵や胎

児の生殖細胞であることから倫理上、大きな問

題となった。一方で、成熟組織において、体性

（組織）幹細胞（somatic stem cell）が注目

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。しかし、ES 細胞同

様、体性（組織）幹細胞も現在、治療

効果に見合うだけの十分な細胞を採

取することは難しい。 

 羊膜は発生学的には ES 細胞から３，

４段階分化した細胞で、胎児を形成する

胚盤葉上層と同じ細胞に由来する羊膜

上皮および胚外中胚葉の一部（羊膜間葉

組織）からなる。MHC-ClassⅡの発現が

なく、MHC-ClassⅠの発現も弱いと言う

特性をもつことから羊膜は免疫的に拒



絶されにくく、たとえ HLA の一致が不十分な場合

も拒絶が起こりがたく、レシピエントへの生着率

が高いことが予想される。羊膜は胎児の発生初期

の状態をとどめた組織（胎児由来の組織）から形

成され、多能性幹細胞を保持する ES 細胞にきわめ

て近い性質を有する細胞群と考えられる。以上の

ことから我々は羊膜が再生医療の材料として大変

有効であると考えた。 
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２．研究の目的 
我々は羊膜細胞から分離、純化した幹細胞を再生
医療の一つの手法である細胞移植の材料として樹
立することを最終目的としている。本研究課題で
は 
（１）羊膜に存在する幹細胞の同定法を確立する
こと、 
（２）羊膜幹細胞が組織内でどのような分化を
遂げるかを実験動物で組織形態学的に明確にし、
器官形成のメカニズムを理解することを目的と
した。 
３．研究の方法 

（１）①羊膜および羊膜細胞の採取 

富山大学医学部医倫理委員会の承認（承認済

み）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,PBS 内に浸漬

した。 

 採取した羊膜にトリプシンーDMEM 溶液処理

を施し、羊膜上皮細胞（hAEC:human amnion 

epithelial cell）を、コラゲナーゼーDMEM

溶液処理にて羊膜間葉系細胞（hAMC: human 

amnion mesenchymal cell）を採取した。 

②spheroidの作成 

 採取したhAECおよびhAMCをlow attachment 

dishで培養し、spheroid（sphere）形成能を

観察した。 

③ヒト羊膜および羊膜細胞に混在する幹細胞

の免疫組織学的同定。 

羊膜伸展標本および羊膜細胞を幹細胞マーカ

ー(Oct-3/4, SSEA-1, SSEA-3, SSEA-4, 

TRA-1-60, TRA-1-81 など)および ALP の活性

による二重染色を実施し幹細胞を同定した。

さらに FACS を用い、陽性細胞の分布を解析し

た。 

（３）マウス羊膜細胞の幹細胞特性の確認 

①マウス羊膜細胞の免疫組織学的検討：幹細

胞マーカーによる免疫染色。 

②羊膜細胞の増殖能の検討：ブロモデオキシ

ウリジン（BrdU）を投与し、長期にわたり分

裂能を保有する細胞を検出した。  

③羊膜幹細胞の採取：羊膜細胞を単離し、幹細

胞マーカーにより、二重あるいは三重染色し、

FACSで細胞の特性を分析した後、MACS

で幹細胞マーカーに陽性を示す細胞

を区分した。区分した細胞を疾患モデ

ルマウス（CCL４投与による肝障害マ

ウス、糖尿病マウス）に接種し、細胞

の分化過程を経時的に解析した。 

（４）羊膜細胞の分化能の検討 

分化誘導実験と初期胚へのblast 

injectionにより羊膜細胞の多分化

能を検討した。 

 
４．研究成果 
（１）ヒト羊膜の領域の違い
による細
胞特異性
の違い 
 臍帯近
傍部の羊
膜では上
皮は丈の
高い単層
円柱上皮
で、隣接
する細胞
間、基底
面での細

胞陥凹が著しい。細胞質全体が Vimentin 
陽性を示す円形の細胞が存在した。一方、
辺縁部では単層立方上皮で細胞間の陥
凹は激しいものの、基底面での陥凹はあ
まり観察されなかった。ほとんどの細胞
が Vimentin 陽性を示した。羊膜は部位
により上皮細胞の性質に違いがあるこ
とが示唆された（Fig1）。 
 Stem cell marker および分化マーカ
ーにより羊膜上皮の性質を検討したと

ころ Oct3/4(+)で ALP(+)の細胞が散在
して観察された（Fig 2 arrow）。さらに
BCRP(+),Sox2(+),c-Myc(+),p57 kip2(+), 
MUSASHi-1(+),CXCR4(+),Bmi-1(+)が確
認され、羊膜上皮に幹細胞が存在するこ
とが明らかとなった。 
（３）ヒト羊膜細胞および spheroid の
免疫組織学的特性 



Fig 4 
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 hAMC には継代可能で強い増殖能を示す細胞群が
存在することが明確となった。この細胞群は継代
を繰り返すに従い、
90％以上の細胞が
CD73(+),CD105(+), 
CD90(+)で脂肪細胞、
骨細胞、軟骨細胞へ
の分化が可能であっ
た。これらのことよ
り本細胞群は羊膜間
葉系幹細胞であると
考えられる。現在本
細胞の株化を検討し
ている。hAEC および
hAMC いずれも spheroid の形成能が高い(Fig 3)。
形成されたspheroidは内因性のALPの活性が高く、
Oct3/4, Klf4,c-Myc,Sox2 など iPS 細胞作成に不
可欠な転写因子をすでに発現していることが明ら
かで再生医療の材料としてきわめて有効であるこ
とが示唆された。 
（４）マウス羊膜細胞の免疫
学的特性 
 マウス羊膜細胞
を幹細胞マーカー
で染色したところ、
SSEA-1(+) で 分 化
マーカーCK5(-)の
多角形の細胞が存
在した（Fig 4）。
妊娠11日目にBrdU
を一回投与し、分裂能維持細胞の有無を検討した
ところ、SSEA-1(+)BrdU(+)の細胞が散在性に存在
した。C-kit(+)の細胞も観察されたが、SSEA-1 と
C-kit ともに陽性を示す細胞は観察されなかった。
羊膜細胞を培養したところ、SSEA-1(+)細胞が増加
し、培養細胞すべ
てが BrdU(+)とな
った。 
（５）マウス羊膜
細胞の多分化能の
検討 
 マウス羊膜細胞
を low attchment 
dish に播種すると
Sphere の形成が観察された（Fig5）。Sphere は
SSEA-1(-)C-Kit(+) あ る い は 
SSEA-1(+)C-Kit(-)ALP(+)の２つの染色パターン
を示した。これらを分化培地で誘導すると神経、
神経膠細胞、骨細胞、脂肪細胞に分化することが
免疫染色および RT-PCR から明確となった。さらに
本細胞を blastsyst injection したところ、
SSEA-1(+)C-Kit(-)ALP(+)の細胞のみが inner 
cell mass に導入され、羊膜に分化したことが認
められた。 
（６）羊膜幹細胞による組織再構築の検討 
CCL４投与による肝障害マウスの肝臓に直接およ
び門脈からマウス羊膜細胞 sphere を移植したと

ころ、無処置群と比較して、肝臓表面が
滑らかとなり、アザン染色による組織像
において、線維化の減少が認められた。
移植したマウス羊膜細胞は傷害の著し
い類洞に集積する傾向が観察された。 
 以上のことより 
本研究によってヒトおよびマウス羊膜
には幹細胞が存在することが明らかで
表面マーカーと Sphere 形成能を利用す
ることで幹細胞を純化することが可能
であることが示唆された。 
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