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研究成果の概要（和文）：我々はこれまで、羊膜由来間葉系細胞が高い免疫寛容能及び心筋分化能を持つことを示して
きた。本研究では、ヒト脂肪組織及び骨髄由来間葉系細胞と羊膜由来細胞の遺伝子発現解析を行い、それを比較して羊
膜由来細胞の特性を示す遺伝子の抽出を試みた。羊膜由来細胞は、主として上皮系細胞と間葉系細胞のヘテロな集団で
あり、それらを分離した上で検討を行った。その結果、羊膜由来細胞特異的に発現の高い複数の遺伝子を見出した。何
れの遺伝子も心筋分化に直接的な関与しているものではなく、免疫系及び炎症の調節に関係する遺伝子が含まれていた
。この結果は、羊膜由来細胞は免疫寛容能が高いとの我々のこれまでの報告を支持するものであった。

研究成果の概要（英文）：Human MSCs have been isolated from bone marrow, adipose tissues, cord blood, 
amniotic fluid, amniotic membrane, placentae, and umbilical cord tissues. Especially, amniotic membrane 
derived cells have the potential to differentiate into various tissues, and they are immunologically 
privileged and produced only minimal immune reactivity. In this study, we performed gene-expressing 
analysis of two types cells derived from human amniotic membrane, amniotic epithelial cells and 
mesenchymal stromal cells, and compare the expression data with that of human adipose tissue- and bone 
marrow derived mesenchymal stem cells. In the result, we found the some genes of amniotic epithelial 
cell- or mesenchymal stromal cell-specific expression, including the immune system and 
inflammation-related genes.

研究分野：幹細胞工学
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1. 研究開始当初の背景 

 難治性心不全の根本治療は心臓移植である

が、日本において、そのドナー不足は深刻な

問題となっている。近年iPS細胞の登場で国民

の再生医療への注目が高まり、加えて山中教

授のノーベル賞受賞により今後の再生医療の

主軸はiPSになることは間違いないであろう。

しかしながら、拒絶反応を持たない胚性幹細

胞・iPS 細胞は臨床現場で利用されるには、

難題が山積している。それに対して私どもの

研究室では、以前より心臓再生医療の臨床応

用に向けた間葉系幹細胞の研究を遂行してき

た(Makino, JCI 1999, Takeda J Gene Med, 

2004)。だが、残念ながら心筋再生効率が著し

く低かったことを受け、多くの研究者はこの

テーマから離れて行った。そのような中で

我々は、妊娠関連組織から得られる間葉系幹

細胞の心筋分化能力が骨髄に比して30 倍か

ら300 倍高い事を証明し(Nishiyama, Stem 

Cells, 2007/ Okamoto, Exp Cell Res, 2007/ 

Hida, Stem Cells, 2008/ Tsuji J Am College 

Cardiol, 2008)、間葉系幹細胞の可能性を再

認識させた。そして、一連の研究結果より「骨

髄間葉系幹細胞の心筋誘導効率が低いのは、

細胞本来の能力を引き出すための培養条件を、

誰も探索していなかっただけなのではない

か」との結論に至った。間葉系幹細胞から心

筋を誘導する方法は、心臓に直接打ち込むか

(in vivo)、我々の提唱する、胎児マウス培養

心筋細胞との共培養(特許国内2005-015539/

国際2006-078034)しかない。この独自のアッ

セイ系を用いて、心筋誘導効率をあげる培養

方法の研究を行い、養条件の工夫や薬剤の添

加で骨髄間葉系幹細胞の心筋誘導効率を劇的

に改善させる事ができた(Ikegami, 

Artificial Organ, 2009/ Shinmura, J Am 

College Cardiol, 2009/ tsuji,Circ 

Res,2010/Shinmura, Stem Cells, 2011/ 

Numasawa, Stem Cells, 2011 )。 

だが、その際もマウス心筋培養細胞との共

培養は必須であった。そこで「共培養に含ま

れる決定的な心筋誘導因子を同定し適切に

補充する事で十分な誘導刺激を行えれば、ヒ

ト間葉系幹細胞本来の能力を引き出せるは

ず」と確信し、一連の膨大な予備実験から、

「共培養で生じている強いアロ刺激に対す

る免疫反応が、心筋誘導に重要な役割を果た

している」という着想を得た。予備実験によ

り、免疫抑制剤の投与で、共培養の心筋誘導

効果が完全に抑制されるというデータを得

た。これらをもとに、本研究で、「ヒト間葉

系幹細胞を心筋誘導させる環境・胎児マウス

との共培養実験系で、ヒト間葉系幹細胞の心

筋誘導の機序を同定し、再生心筋細胞数を増

加させる」という試みを開始する。 

 

2. 研究の目的 

①間葉系幹細胞の有用性を示す。 

②科学的な興味を満たすだけでなく、普遍的

な治療法としての再生医療を完成させる。 

③多くの心不全患者の治療に即座にフィー

ドバックすることで、確実に社会に貢献する。 

以上のことを目的としている。 

 

3.研究の方法 

 (1)細胞の採取 

 今回の間葉系幹細胞を調製する羊膜組織

は、倫理委員会の指針に従い、慶応義塾大学

産婦人科で帝王切開手術を受け、且つ同意を

得られた者より提供された。 

 得 ら れ た 羊 膜 組 織 を 先 ず 0.05% 

Trypsin-EDTA (5ml/g)で浸し、37℃60 分振盪

することで、上皮細胞のみを単離したのち、

残った組織を再び 0.2% collagenase＋0.05% 

DNaseⅠ (10ml/g)で 37℃ 60min 処理し、間

葉系の細胞を単離した。 

 単離直後に、両分画の細胞の一部を上皮特

異的発現タンパクである CD326(Epithelial 

cell adhesion Molecule)抗体にてラベルし、

FACS で陽性率を算出した。 



  (2)胎児マウス培養心筋細胞との共培養 

   (3)心筋誘導効率を上げる薬剤添加 

 免疫抑制サイトカインのインターロイキ

ン-10(IL-10), 既に心筋分化を誘導すると

の報告がある下垂体後葉ホルモンのオキシ

トシンそして発生時に重要で、成体において

は免疫、炎症あるいは細胞の増殖や分化に関

係しているとされている低分子量タンパク

質のミッドカインを 10ng/ml でそれぞれ 48

時間添加した群と何も添加しない群（FACS 後

に直ちに RNAを抽出した非培養群と添加した

群と同様に培養した群の２群）に分け、それ

ぞれの遺伝子発現レベルをアレイ解析にて

比較した。 

 

4. 研究成果 

0.05% Trypsin-EDTA のみで処理し、単離し

た細胞分画の CD326 陽性率は FACS 解析の結

果 90%以上であった。 

 

 

 

図２酵素処理にて単離した羊膜 

 細胞のフローサイトメトリー 

 による解析結果 

 

0.05%トリプシン処理のみ 

 

0.05%トリプシン処理後に 

0.1%コラゲナーゼ処理 
 

免疫組織学的評価においても、両細胞群の形

状や、たんぱく質の発現パターンは、異なっ

た。 

 

図３培養羊膜細胞の 

免疫組織学的染色結果 

 

0.05%トリプシン処理のみ 



 

 

0.05%トリプシン処理後に 

0.1%コラゲナーゼ処理 

※緑＝Pancytokeratin, 赤＝Vimentin, 青

＝DAPI 

クラスター解析から遺伝子の発現パターン

は、検体の個体間よりも、上皮と間葉間の差

が大きくまた、添加した試薬によっても発現

パターンは異なった。 

 

図４羊膜細胞のクラスター解析 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

また、これまでに心筋分化が確認されてい

る、ヒト脂肪及び骨髄由来の間葉系細胞

（Mesenchymal Stem Cells: MSCs）と、羊膜

由来細胞の遺伝子発現レベルをアレイ解析

にて比較した結果において、羊膜由来細胞で

特異的に発現が高かった遺伝子は、上皮系細

胞で２種類、間葉系細胞で４種類存在したが、

何れの遺伝子も心筋分化に直接的な関与が

報告されていない遺伝子であった。間葉系の

細胞で発現が高かった遺伝子は、免疫系及び

炎症の調節に関係する遺伝子であり、この結

果は、羊膜由来の MSCs が同じ MSCs の中でも、

HLA-ABC, HLA-D, HLA-DR 陰性であり、MHC を

介した T細胞系の免疫反応に最も抵抗性があ

るとした我々のこれまでの報告を支持して

いた。 

今回の一連の結果から、羊膜細胞は、移植

ツールとして有望であることを確認した。再

生医療の提供が法制化され、リスクに応じて

手続きが求められるようになった今、リスク

の低い間葉系幹細胞を用いた細胞移植治療

を臨床応用化するための最重要課題は心筋

分化のメカニズムを解明することであるた

め、更なる研究が必要である。 
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