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研究成果の概要（和文）：本研究では、hAFSCの炎症抑制効果と早産予防の有効性を検証した。LPS誘発性早産モ
デルでは、hAFSCの投与により早産率が有意に減少し、炎症性サイトカインも低下した。投与されたhAFSCは腹腔
内でマクロファージと凝集体を形成し、マクロファージの極性が抗炎症型に変化した。さらに、pPROM患者から
得られた羊水からもhAFSCを樹立し、コンタミネーションがないこと、通常のhAFSCと同様の性質を持つことを確
認した。scRNA-seqを用いた細胞集団の単離試みでは、新たな単離法の開発には至らなかったが、hAFSCの細胞外
小胞が抗炎症作用の中核を担っている可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated the anti-inflammatory effects and efficacy of
 human amniotic fluid stem cells (hAFSCs) in preventing preterm birth. In the LPS-induced preterm 
birth model, hAFSC administration significantly reduced the preterm birth rate and decreased 
inflammatory cytokines. Administered hAFSCs formed aggregates with macrophages in the peritoneal 
cavity, leading to a phenotypic switch of macrophages to an anti-inflammatory state. Additionally, 
hAFSCs were established from amniotic fluid obtained from pPROM patients, and no bacterial 
contamination was detected. Attempts to isolate specific cell populations using scRNA-seq did not 
lead to the development of new isolation methods, but it was suggested that extracellular vesicles 
from hAFSCs may play a central role in their anti-inflammatory effects.

研究分野：産婦人科
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ヒト羊水幹細胞は、羊水中から採取される間葉系幹細胞の一種であり、高い抗炎症作用を有していることが知ら
れている。本研究は、ヒト羊水幹細胞が早産を予防する効果を初めて明らかにし、炎症性マクロファージを抗炎
症性に変えることを示した。加えて、ヒト羊水幹細胞から単離された細胞外小胞にも抗炎症作用があることが明
らかになった。これにより、hAFSCを用いた新しい周産期医療の可能性が示され、将来的には早産予防と関連す
る新生児の健康改善に寄与することが期待される。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 

 ヒト羊水幹細胞（Human Amniotic Fluid Stem Cells; hAFSC）は、間葉系幹細胞

（Mesenchymal Stem Cells; MSC）の一種であり、羊水細胞の約 1%に存在する幹細胞で

ある。hAFSCは通常は廃棄される医療廃棄物であるため倫理的な問題を有さず、癌化のリ

スクが低いうえ、免疫学的な拒絶反応も起こさないことが報告されており、周産期における

幹細胞治療の細胞源として期待されている。 

 これまで、脳梗塞や脊髄損傷など成人の神経疾患

に対する幹細胞治療は臨床応用が進み、いくつかの

製品が上市されているが、胎児・新生児の難治性神

経疾患に対する幹細胞治療は未だ実現されていな

い。周産期の脳障害や脊髄髄膜瘤などの疾患は、十

分な治療効果を有する治療法が確立されておらず、

新たな治療法の開発が喫緊の課題である。 

 申請者らはこれまでに、低酸素虚血性脳症

（Hypoxic-Ischemic Encephalopathy; HIE）や脳室周囲白質軟化症（Periventricular 

Leukomalacia; PVL）、脊髄髄膜瘤のモデル動物を作成し、hAFSC による治療効果を見出し

てきたが、機序に関する検討は十分ではなかった。 

 また、hAFSCは複数の細胞種を内包する Heterogeneityな細胞集団であり、どの細胞集

団が上記の疾患モデル動物における治療効果の根幹を担っているかは不明であった。臨床

応用に向け、治療機序の高い細胞を選択して培養し、製品化することは必須であり、多くの

研究グループが hAFSCの細胞集団に関する検討を行っているが、申請時点では十分に明ら

かになっていなかった。 
 
２．研究の目的 

 本研究の目的は、周産期の難治性神経疾患に対する新規治療法として、hAFSCによる幹

細胞治療をヒトに臨床応用するために、残された課題を検討することであった。下記 3 つ

の小課題を設定し、研究を行った。 

（1）早産モデルマウスの作成と hAFSCによる治療効果の検討 

（2）早産期前期破水の患者から経腟的に流出した羊水からの hAFSCの樹立と無菌性試験 

（3）hAFSCの Heterogeneityと真に治療効果を有する細胞集団の単離方法の開発 

 
３．研究の方法 

（1）早産モデルマウスの作成と hAFSCによる治療効果の検討 

① hAFSCの樹立 

 妊娠 15-16週に羊水穿刺を受けた妊婦から収集した羊水を用い、既報に則り CD117陽性

細胞を磁気細胞分離キットで単離し、hAFSCを得た。得られた hAFSCは増殖培地で培養

した。 

②早産モデルマウスの作成と hAFSCの投与 

 妊娠 15日の C57BL/6Jマウスに 3%イソフルランで麻酔をかけ、26G針を用いて子宮頸

部に 20μgの LPSを注入した。LPS注入 3時間前に PBS（コントロール群）または 2x106

の hAFSC（治療群）を腹腔内に投与した。LPS 注入後に児が娩出されるまでの時間を 24

時間毎に記録した。 



③ 投与した hAFSCの追跡 

 hAFSC を蛍光トレーサーXenoLight DiR で標識し、腹腔内投与後 0、24、48 時間後に

IVIS® Spectrumを用いて細胞の局在を観察した。腹腔内に hAFSCを含む細胞の凝集体が

形成されたため、これを摘出して 4%パラホルムアルデヒドで固定し、凍結切片を作成し、

抗ヒトミトコンドリア抗体および抗マウスマクロファージ抗体で免疫染色し、その性質を

調査した。 

 

（2）早産期前期破水の患者から経腟的に流出した羊水からの hAFSCの樹立と細菌試験 

① 経腟的に流出した羊水の採取と hAFSCの樹立 

 研究の同意が得られた早産期前期破水（pPROM）の患者より、診察時に腟より流出した

羊水を採取した。遠心分離により得られた細胞を培養し、通常の羊水穿刺で得られた羊水細

胞と同様に CD117陽性細胞を単離して pPROM-hAFSCを得た。 

② pPROM-hAFSCの特性評価 

 pPROM-hAFSCがMSCの特性を満たすかを、表面抗原マーカー、分化能を評価して確

認した。その後、通常の羊水穿刺で得られた hAFSCと同様の抗炎症作用、特に炎症型マク

ロファージの極性を変化させる作用について評価した。 

③ 細菌試験 

 pPROM-hAFSCおよびその培養上清を細菌培養検査に提出し、細菌の増殖がないことを

確認した。 

 

（3）hAFSCの Heterogeneityと真に治療効果を有する細胞集団の単離方法の開発 

① シングルセル RNAシーケンシング（scRNA-seq） 

 hAFSC を sc-RNAseq の手法でクラスタリングし、内包する細胞集団を明らかにした。

その中で、抗炎症作用を有していると推測される細胞集団を単離するための表面抗原マー

カーの候補分子を複数選出し、フローサイトメトリー法で単離を試みた。 

② シングルセルピッキングシステム（SCP） 

 hAFSCは異なる形態の細胞を含んでいるため、SCPを使用して、直視下で紡錘形の細胞

を単離して培養を試みた。 

 

（4）hAFSC由来細胞外小胞の単離と性質の調査 

① 細胞外小胞の単離 

 hAFSCの培養上清から超遠心法で細胞外小胞を単離し、電子顕微鏡、ウェスタンブロッ

ティングおよびナノ粒子トラッキングの手法で評価した。 

② 抗炎症作用の評価 

 hAFSC由来細胞外小胞を炎症型マクロファージと共培養した。超高解像度共焦点顕微鏡

とフローサイトメトリーで取り込みについて評価し、その抗炎症作用を調査した。 

 
４．研究成果 

（1）早産モデルマウスの作成と hAFSCによる治療効果の検討 

① hAFSCの樹立 

 既報に則り hAFSCを樹立し、骨、軟骨、脂肪といった間葉系細胞への分化能を有し、表

面抗原マーカーで CD73, 90, 105が陽性、CD14, 34, 45が陰性であることを確認した。 



② 早産モデルマウスの作成と hAFSCの投与 

 LPSの投与により、投与 48時間後までにおよそ 78%の母体

で早産に至ったが、hAFSC の投与により、早産率はおよそ 40%ま

で有意に減少した。腹腔内の細胞、胎盤、子宮頸部においても、

一部の炎症性サイトカインが hAFSC 投与により有意に低下し

た。 

③ 投与した hAFSCの追跡 

 投与した hAFSCは腹腔内で凝集体を形成していた。免疫細胞染色の結果、この凝集体に

は、hAFSCのほかに、マクロファージが含まれていることが明らかになった。In vitroで

炎症型マクロファージと hAFSCを共培養したところ、炎症型マクロファージが抗炎症型マ

クロファージへ極性変化している可能性が示唆された。 

◎ 本研究は、hAFSC の炎症抑制効果を確認し、早産の予防における有効性を示した初の

報告である。hAFSCの腹腔内投与により炎症誘発性の早産が抑制され、子宮頸部および胎

盤の炎症が抑制された。特に、hAFSCが腹腔内でマクロファージと細胞塊を形成し、これ

によりマクロファージの極性が炎症性から抗炎症性に変化したことが示された。この研究

は、hAFSCを用いた新しい治療法の可能性を示し、早産予防における臨床応用へ向けた重

要な知見を明らかにした。 

 

（2）早産期前期破水の患者から経腟的に流出した羊水からの hAFSCの樹立と細菌試験 

① 経腟的に流出した羊水の採取と hAFSCの樹立 

 pPROM患者の診察時、滅菌済み腟鏡診をかけたときに流出した羊水を採取し、遠心分離

して羊水細胞を得た。多数の細胞断片を含んでいたため、遠心速度およびデカンテーション

の調整により、細胞以外の成分を排除することができた。 

② pPROM-hAFSCの特性評価 

 pPROM-hAFSC は通常の羊水穿刺で得

られた hAFSCと同様に、MSCの性質を満

たしていた。倍加時間も同程度で、増殖能

も有意差を認めなかった。炎症型マクロフ

ァージとの共培養でも、通常の hAFSC と

同様に抗炎症作用を有していることを確認

した。 

③ 細菌試験 

 臨床で使用されている培養検査システムを用いて、細胞と培養上清の細菌検査を実施し

た。7日間の培養で、細菌が発生しないことを確認した。 

◎ 本研究は、早産のリスクが極めて高い pPROM の患者から流出した羊水から、hAFSC が樹

立可能で、細菌のコンタミネーションの可能性が低いことを示した。妊娠初期に羊水穿刺

をしていなくても、破水によって流出した羊水から hAFSCを得ることができれば、早産の

合併症に対する細胞療法の細胞源として利用可能である。このコンセプトの実現可能性を

示した研究は他になく、現在投稿準備中である。 

 

（3）hAFSCの Heterogeneityと真に治療効果を有する細胞集団の単離方法の開発 

① シングルセル RNAシーケンシング（scRNA-seq） 



 scRNA-seq により、hAFSC の細胞集団を

tSNEで可視化し、抗炎症作用を有しているとい

くつかの細胞集団の単離を試みた。炎症を抑制す

る効果が特に高い細胞集団に特異的に発現して

いる表面抗原マーカーを候補分子として複数選

出し、フローサイトメトリー法での単離を試み

た。特定の表面抗原マーカーで単離することはで

きたが、他のセルラインでは当該の細胞集団が極めて少ないなど、再現性に問題があり、本

研究課題の研究期間内に新たな単離法を開発することはできなかった。 

② シングルセルピッキングシステム（SCP） 

 表面抗原での単離が困難であったため、形態学的に細胞の選出が可能な SCPによる細胞

集団の単離を試みた。しかし、SCP によるピッキングの際の細胞へのダメージが大きく、

単離後の細胞の生存率が低いこと、SCP のシステムの一部が無菌ではないことから、単離

した細胞を培養するとコンタミネーションが発生したことなどの解決できないトラブルが

起きたため、本研究課題の研究期間内に SCPを用いた単離法の実現には至らなかった。 

◎ 本研究においては、当初予期していなかった事象が発生し、CD117 にかわる新たなスタ

ンダードとなる単離法の開発には至らなかった。しかし、scRNA-seq の結果、抗炎症作用

を有している細胞集団から、細胞外小胞の分泌に関連している遺伝子の発現が有意に多い

ことが GO エンリッチメント解析により見出された。同時期に、海外の研究者とのディス

カッションを通じて hAFSC の細胞外小胞が抗炎症作用の中核を担っているのではないか

との着想を得た。そのため、hAFSC から抗炎症作用の高い細胞集団を単離するのではなく、

hAFSC から抗炎症作用の担い手である細胞外小胞を単離するほうが、より臨床応用へのハー

ドルが低いと考え、下記の研究課題を追加した。 

 

（4）hAFSC由来細胞外小胞の単離と性質の調査 

① 細胞外小胞の単離 

 hAFSC の培養上清を超遠心機にかけて細胞外

小胞を遠心分離した。得られた細胞外小胞は、電

子顕微鏡およびナノ粒子トラッキングにより、直

径およそ 120nm であることが判明した。ウェス

タンブロッティングでも、細胞外小胞のマーカーは陽性であり、細胞のコンタミネーション

を示唆する所見は認められなかった。 

② 抗炎症作用の評価 

 蛍光色素で標識した hAFSC 由来細胞外小胞は、炎症型マクロファージに取り込まれた。

その結果、炎症型マクロファージの極性変化が促進され、抗炎症型マクロファージに特徴

的な遺伝子の発現が有意に上昇した（未発表データ）。 

◎ 本研究においては、hAFSC 由来の細胞外小胞が、抗炎症作用を有することを見出した。

また、この研究に引き続いておこなわれた実験で、特定の表面抗原による中和処理で、この

抗炎症作用が抑制されることが判明している。現在、プロテオミクス解析をおこない、この

細胞外小胞が炎症型マクロファージに与える影響について詳細な評価を実施している（未

発表データ）。 
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