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概 要

近年，臓器機能を失ってしまった患者に対し，細胞

移植療法が，臓器移植の進化的代替法として期待され

るようになった。細胞移植療法は，細胞を適所に生着

させることで機能補助・補完するという方法であり，

臓器移植に比しドナーおよびレシピエントの精神的・

肉体的な負担を軽減し，加えて移植源の確保が比 的

容易になることが期待できる。ここ数年における幹細

胞研究の飛躍的な進展があり，特にヒト胚性幹細胞

（ES細胞）の樹立がさらにこの方法論の幅を広げつ

つある。しかし，ES細胞を含めたこれらの候補には，

使用における倫理的問題の解決，移植時の免疫反応の

回避，ドナー細胞の確保など，様々な問題を抱えてい

る。このような背景から筆者らは，上記の問題点の解

決が期待できる新たな細胞源として，胎児由来組織の

うち，分娩後に廃棄される羊膜に着目している。本稿

においては，羊膜細胞を用いた膵疾患や肝疾患への細

胞移植療法の可能性について，著者らの検討を紹介する。

は じ め に

臓器移植は，臓器機能を失ってしまった患者に対し，

欠失機能を補助・補完する目的で行われてきた。しか

し，ドナー不足がこの医療手段を困難なものにしてお

り，このような事態を克服すべく，「細胞移植療法」

が，臓器移植の進化的代替法として期待されるように

なった。細胞移植療法は，その臓器の機能細胞を移植

源とし，それを適所に生着させることで機能補助・補

完するという方法であり，臓器移植に比しドナーおよ

びレシピエントの精神的・肉体的な負担を軽減し，加

えて移植源の確保が比 的容易になることが期待でき

る。細胞移植療法には３つの重要な要素があり，それ

らは①細胞源：移植するための細胞，②液性因子：

細胞の増殖や分化を制御する増殖因子やサイトカイン

など，③スカッフォールド（足場）；細胞の適切な増

殖や分化に必要な微小環境を物理的に構成する細胞外

マトリクスや人工足場など，である。ことに①の細胞

源に関しては，ヒト胚性幹細胞（Embryonic Stem cell；

ES細胞）の樹立 ，そしてここ数年における幹細胞

研究の飛躍的な進展が細胞移植療法に大きく貢献する

と期待される。幹細胞とは，臓器細胞のターンオーバ

ーおよび欠損・傷害時の再生に大きく寄与するとされ

ている細胞のことで，複数種の細胞に分化する能力を

維持しつつ，自己複製できる細胞であり，この細胞を

細胞源とすることで，成熟細胞移植に比べ少量で効率

よい臓器再生が期待できる。1999年には神経幹細胞

が，2001年には造血幹細胞 が，胚葉を越えた分化を
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示すことが示唆され，移植細胞源として期待されるよ

うになった。しかし，ES細胞を含めたこれらの候補

には，使用における倫理的問題の解決，移植時の免疫

反応の回避，ドナー細胞の確保など，様々な問題を抱

えている。

羊 膜 と は

羊膜は胎盤表皮にある薄い１枚の膜で（図１），構

造的には上皮細胞が敷石状に覆っており，その下にラ

ミニン，タイプⅣコラーゲンよりなる基底膜，そして

間質層があり，その中に間葉系細胞が点在する（図２）。

発生学的には，胚盤胞における内部細胞塊が，胚盤葉

上層および下層に分かれた後，上層がさらに外胚葉と，

羊膜上皮の元となる羊膜芽細胞に分かれ，発生してく

る。また，間葉系細胞は中胚葉のうち，胚外壁側中胚

葉より形成される。このように羊膜細胞はES細胞が

分化した組織より由来する胎児由来の組織である。

羊膜の新規幹細胞源としての可能性

ヒトES細胞の様な多能性幹細胞を含有する組織が

他にもないだろうか 筆者らは，未分化な状態を維持

していると考えられる組織，つまり胎児由来組織に幹

細胞が含まれているのではないかと考えている。しか

し，細胞源として胎児の一部を使うことは現実的では

ないので，分娩後に廃棄される胎盤付着物に着目して

いる。ヒトの発生に目を向けると（図３），胚体外組

織の中でも羊膜は，胎児を形成する胚盤葉上層に由来

する羊膜上皮，および胚外中胚葉の一部（羊膜間葉組

織）から構成されていることが分かる 。よって筆者

らは，胚体外組織の中でも特にこの羊膜組織中の細胞

に多能性幹細胞が含まれている可能性があると考えて

いる。そこでまず著者らは，羊膜上皮（図４）および

間葉系細胞（図５）における未分化細胞の特徴を示す

遺伝子の発現をRT-PCRにより検討したところ，未

分化ES細胞に発現するOct-4，神経幹細胞に発現す

るNestinおよびMusashi-1の発現が確認された。こ
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図２ 羊膜細胞の性質

上皮細胞（HAE）と間葉系細胞（HAM）

図１ ヒト羊膜と臍帯

微分干渉像

基底膜
HAM

 

HAE

図３ 受精卵の分化と羊膜の形成過程
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のことから，当初の予測のように，羊膜由来細胞に未

分化な細胞群が含まれる可能性が示唆された。また羊

膜は，免疫学的にも特殊な性質を有している。羊膜細

胞はMHC（Major Histocomptibility Complex）ク

ラスⅠの発現が弱く，またクラスⅡの発現がないこと

から ，母体免疫システムから認識されにくいと考え

られる。そして種々の免疫抑制因子を産生することで，

免疫反応を抑制するシステムも有している 。この

ことから，羊膜細胞はたとえ移植時にHLAの一致が

不十分な場合でも，レシピエントの免疫反応が比 的

穏やかであると期待される。

このような背景から筆者らは，細胞移植療法におけ

る幹細胞源としての羊膜細胞の可能性を検討している。

羊膜細胞の膵β細胞への分化の可能性

糖尿病は，短期的にはインスリン注射などによりコ

ントロールすることができるが，健常者のような厳密

な血糖調節が不可能なため，長期的には様々な合併症

を誘発する危険性が非常に高い。特にインスリン依存

型糖尿病は，膵β細胞が自己免疫的に傷害されるこ

とにより発症するが，主に若年期に発症する例が多く，

将来的に腎症や糖尿病性網膜症等の二次疾患に苛まれ

ることになる。糖尿病の疾患の根治療法としては，膵

臓移植もしくは膵島移植となるが，いずれもドナーの

不足は否めないのが現状である。そこで期待されるよ

うになったのが幹・前駆細胞を用いた膵幹細胞移植療

法である。2000年には成体マウス膵管より自己複製能

を有する膵幹細胞の存在を報告し ，その後ヒト膵か

らも同様の結果が報告されるに至り ，膵幹細胞を用

いた細胞移植療法が現実味を帯びはじめている。しか

し，その細胞源はやはり膵臓にあり，ドナーの不足と

いう問題を完全にぬぐい去れたとはいえない。ES細

胞からの分化誘導についても報告があるものの ，ヒ

トES細胞の実用化には倫理的問題の解決を待たねば

ならない。そこで筆者らは新規幹細胞源として着目し

ている羊膜細胞について，膵幹細胞の新たな候補とし

ての可能性を検討している。

まず筆者らは，羊膜上皮細胞および間葉系細胞に膵

分化誘導を試みた。すると，浮遊培養条件下ニコチン

アミドを添加し２週間培養すると，これらの細胞は膵

島状の細胞塊を形成した。このとき，膵分化マーカー

の発現をRT-PCRによって検討すると，上皮細胞に

インスリン，間葉系細胞にグルカゴンの発現が確認さ

れた。このことから，羊膜細胞が膵内分泌細胞へ分化

しうることが示された。同じ分化誘導条件下にも関わ

らず，上皮細胞からインスリンの発現，間葉系細胞か

羊膜細胞の再生医学への応用

図４ 羊膜上皮細胞の性質

トリプシン処理 Nestin Musashi-1 Oct-4

 

H/E染色
羊膜上皮細胞 RT-PCR (35 cycle)

RT

図５ 羊膜間葉系細胞の性質

RT-PCR (35 cycle)間葉系細胞
H/E染色
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らグルカゴンの発現のみが確認されたことが非常に興

味深い。

羊膜細胞の膵分化が示唆されたことから，筆者らは

次に，羊膜細胞移植による高血糖改善効果があるか否

かを検討すべく，糖尿病モデルマウス（ストレプトゾ

トシン処理SCIDマウス）へ羊膜上皮細胞を脾内移植

した（図６）。すると，上皮細胞移植群において血中

グルコース濃度の有意な減少が認められた。また羊膜

上皮細胞移植から１カ月経過後の脾臓，膵臓，肝臓に

おいて，PCRによりヒトDNAが検出され，細胞の

生着が確認された。そして，脾臓に生着した細胞がイ

ンスリンを発現していることも示された。これらの結

果より，羊膜由来細胞に膵分化を示す細胞群が存在す

ることが示された。また，羊膜上皮細胞は糖尿病モデ

ルマウスに生着するとともにインスリンを発現し，レ

シピエントの高血糖およびそれに連座する体重減少を

改善したことから，羊膜上皮細胞がインスリン依存性

糖尿病に対する細胞移植治療の細胞源として有用であ

ることが示された 。

羊膜細胞の肝細胞への分化の可能性

肝細胞移植は，急性肝不全における肝移植までの

bridge useや症状の改善 ，および先天性代謝疾患

等への適用 に関する研究がためされてきた。細胞

移植による治療効果を高めるには，より多くの肝細胞

を生着させる必要があるが，移植肝細胞の長期生着に

おける適性移植部位が門脈もしくは脾臓であるため，

大量の肝細胞を移植することで門脈塞栓等を惹起する

危険性がある。そこで，移植後により効率よく生着・

増殖することが期待される肝幹・前駆細胞の移植が理

想的である。これまで，ES細胞 ，小型肝細胞 ，

アシアロ糖蛋白質レセプター低発現細胞 ，造血幹細

胞 が，移植幹細胞源として有用であると考えられて

きた。これまでの細胞源候補が問題としてきた問題を

克服しうるものとして，現在筆者らは，羊膜細胞の肝

細胞移植療法における新たな移植幹細胞源としての可

能性を検討している。

筆者らはまず，羊膜上皮および間葉系細胞における

肝特異的遺伝子の発現をRT-PCRによって検討した。

羊膜上皮細胞は単離直後より複数の遺伝子発現し，培

養を経てさらに多くのマーカーを発現するようになっ

た。培養を経ることでより多くの遺伝子発現が惹起さ

れた。同様に羊膜間葉系細胞についても同様の検討を

したところ，培養の有無に関わらず種々の肝特異的遺

伝子の発現を確認した。羊膜細胞は，肝発生における

遺伝子発現様式との相違点はあるものの，複数の幹特

異的遺伝子発現を示し，肝分化の可能性が示唆された。

このことから筆者らは，羊膜細胞が移植細胞源とし

て機能しうるかを検討すべく，上皮および間葉系細胞

を肝再生モデルマウス（2-AAF／30％部分肝切除

SCIDマウス）へ経脾的に移植し，生着およびマーカ

ー発現を免疫染色により評価した（図７）。移植45日後

に肝への生着が見られ，α-フェトプロテイン（AFP）

陽性細胞が認められた。さらに，in vitroでは認めら

れなかったALB（albumin）の発現が確認された。

これらの結果から羊膜細胞は，in vitroにおいて種々

の肝分化マーカーを発現し，in vivoではマウス肝臓

に生着し，環境に応じて肝分化する可能性が示唆され

た（高島ほか，未発表）。

図６ 移植マウスの血糖値の変化
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羊膜細胞の軟骨細胞への分化の可能性

高齢難治疾患である変形性関節症や慢性関節リウマ

チなどは日常臨床上最も高頻度に遭遇する高齢者疾病

であり，高齢化社会の到来とあいまって罹患率は極め

て高い。そのメカニズムは加齢に伴う骨組織や軟骨細

胞の破壊であり，治療が困難とされている。このよう

な修復できないような重篤な疾患に対しては，現状で

は再生医療による治療以外には有効な方法はない。そ

こで，羊膜細胞を使って軟骨細胞に分化するか否を明

らかにすることによって，羊膜細胞による軟骨組織障

害の治療の可能性を検討した。インフォームドコンセ

ントが得られた帝王切開患者より胎盤を得，羊膜を分

離し，上皮細胞および間葉系細胞を分離し，分離した

上皮細胞および間葉系細胞よりRNAを抽出して，骨

細胞や軟骨細胞の増殖・分化因子であるBMP

(Bone Morphogenic protein）およびその受容体

(BMPR）発現の有無をRT-PCRで解析した。上皮

細胞および間葉系細胞双方で，BMP受容体である

BMPRIA，BMPR1B，BMPRIIいずれの遺伝子も

発現していた。またBMP-2，BMP-4，osteocaltin

の発現も見られた。次に，羊膜上皮および間葉系細胞

をBMPおよび高分子乳酸―ポリエチレングリコール

で培養し，ヒトコラーゲンタイプⅡ抗体の発現を解析

したところ，形態が変化した細胞が出現した。軟骨細

胞に特異的に発現するヒトコラーゲンタイプⅡ抗体で

染色すると，形態が変化した細胞にのみ染色された。

さらに信州大学整形外科学教室が開発中の in vivoで

軟骨誘導を起こさせる系で，間葉系細胞にBMPを添

加して軟骨の形成を解析したところ，図８に示すよう

に軟骨様の細胞への分化が見られた。これらより結果

をまとめると，羊膜細胞は，BMP受容体（BMPRI-

A，BMPRI-B，BMPRⅡ）を発現し，さらにBMP-

2，BMP-4，Osteocalcinも産生していた。羊膜間葉

系細胞をBMP-2と高分子乳酸―ポリエチレングリコ

ールで培養すると，軟骨細胞特異的なコラーゲンタイ

プⅡの発現が見られた。羊膜間葉系細胞をBMP-2と

in vivoで培養すると，軟骨細胞様形態が誘導された。

これらより，ヒト羊膜間葉系細胞より，軟骨細胞が誘

導できる可能性が示された（衛ほか，未発表）。

α-フェトプロテン アルブミン

脾臓内移植

SCID マウス

2-AAF

30％ 部分肝切除

肝障害移植モデル

図７ 羊膜細胞の肝臓への移植

図８ 羊膜間葉系細胞の軟骨への分化

無刺激 BMP-2(5 weeks)

BMP-2 刺激羊膜間葉系細胞

羊膜細胞の再
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羊膜細胞を使った人工器官開発の試み

外傷や気切後，悪性腫瘍などにより気管管状切除の

適応となる症例が存在するが，切除断端の端々吻合に

は限界があり，通常６cm程度までとされる。長い欠

損を補い，適応外とされてきた手術を可能とする方法

として人工気管の使用が考えられるが，人工気管移植

における主要な問題点として，狭窄，感染，虚血，逸

脱などが挙げられる。新たな人工気管の作製には，よ

り生体親和性の高い，張力，ねじれなどに対する強さ

と柔軟さを兼ね備え，虚血・狭窄の問題を改善するこ

とが必要で，著者らは，羊膜上皮細胞を多孔質人工チ

ューブ内腔に培養したハイブリッド人工気管を用いる

ことで，allograftとしての移植が可能でかつ，狭窄

や感染に対し従来の人工気管よりも優れた特性を持つ

ものを作製することを目的とし，形態変化を中心に検

討している。まず３次元培養法のひとつである気相培

養を行った。通常の培養プレート内に多孔性のセルロ

ース膜からなるインサートを置き，このセルロース膜

上，または膜上に typeⅠコラーゲンゲルを置いた後，

羊膜上皮細胞を培養し，上皮細胞がconfluentとなっ

た後，インサート上面の培養液を取り去り，以後は上

皮細胞の表面が気体にさらされた状態で約３週間培養，

多孔質チューブの内腔にサスペンドした羊膜上皮細胞

図９ 羊膜上皮細胞の空気接触培養

培地

Collagen type

membrane

気道上皮細胞 羊膜上皮細胞

細胞

ポリウレタン

細胞のMTT染色

図10 ハイブリッドポリウレタン人工血管
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を注入し，これを培養液中で培養した。TypeⅠcollagen
 

gelまたはセルロース膜上で気相培養した羊膜上皮細

胞は各々生着し，さらに重層化するという結果が得ら

れた（図９）。電子顕微鏡にて多数の微絨毛が，TEM

（Transmission Electron Microscopy）にてデスモ

ゾームの存在が確認された。これらはいずれも正常羊

膜上皮細胞に見られる所見で，微絨毛に関しては無血

清培地の方がより正常羊膜上皮に近い所見が得られた。

次に，人工気管の素材として使用を検討している多孔

質チューブ内腔に対する羊膜上皮細胞の生着の有無，

程度を観察した。チューブ内腔へ１回だけ羊膜上皮細

胞を注入すると，下面約１/２のみに細胞が生着する

ことが分かったため，チューブの上下を入れ替え，二

度の細胞の注入を行った。羊膜上皮細胞はチューブ内

腔によく生着しており，多数の微絨毛が細胞表面に認

められた（図10）。まとめると，ヒト羊膜上皮細胞は

気相条件でも生育し，さらに重層化することが分かっ

た。このような気相条件，またはチューブ内腔に液体

培地内で培養した場合のいずれも，特に無血清培地で

培養した場合において，正常羊膜上皮にみられる構造

により近似した所見が得られた。以上より，人工チュ

ーブ内腔を正常ヒト羊膜上皮細胞で被覆したハイブリ

ッド型人工気管作製の可能性が示唆された。人工気管

内腔の肉芽形成による狭窄は上皮細胞による内腔の被

覆により抑制されることが報告されているので，チュ

ーブ内腔に羊膜上皮細胞をあらかじめ培養することで

気道狭窄の予防が可能となることが期待される。ヒト

正常羊膜上皮細胞の持つ，allograftとして一時的に

生着可能，感染防御能を有するなどの特性は，これま

で報告されている人工気管に比べ，有利に作用する可

能性が考えられる。今後の検討が必要であるが，より

正常羊膜上皮に近い構造をとっている場合にこのよう

な有用性が発揮されるのではないかと考えている（安

尾ほか，未発表)。

終 わ り に

これらの結果は，羊膜細胞が膵および肝への分化能

を有する細胞群を含むことを示唆する。従って，羊膜

細胞のうちどのような細胞群が分化能を有するのかを

検討する必要があり，それには，造血幹細胞研究の発

展に大きく寄与した蛍光抗体法とフローサイトメトリ

ーの活用が有効であると考えている。しかし，残念な

がら羊膜中の幹細胞がどのような細胞表面抗原を発現

しているのか，いまだ不明であり，まずはそのマーカ

ーの同定が課題となる。筆者らのグループでは，今回

の膵・肝への分化誘導に加え，様々な組織の細胞への

分化誘導の可能性を模索しているため，内胚葉系に限

らず，ES細胞やその他の多能性細胞で得られている

情報を参考に，検討していきたい。

先日，マウスおよびラット骨髄中に（ほぼ）全能性

を示すと目される細胞（Multipotent Adult Progeni-

tor Cells/MAPCs）が存在し，その単離に成功した

ことが報告された 。この細胞が最も有用な細胞源の

ひとつになると期待されているが，臨床応用するため

にはヒトMAPCs に関する知見の集積が必要であ

る。近年，胚葉を越えた分化を示す幹細胞の発見が相

次いでおり，移植幹細胞源の選択肢を増やすとともに，

幹細胞研究に多大な情報をもたらしている。一般に成

体より幼若個体の方が幹細胞の含有率が高いといわれ

ている。よって筆者らは，新たな移植幹細胞源として，

胎児組織，中でも産後廃棄される羊膜に着目し，検討

を進めてきている。このような視点からの研究は萌芽

的ではあるものの，すでに臍帯血や絨毛膜などで進め

られており，中には優れた知見の得られているものも

ある。これら胎児由来組織における幹細胞研究が，再

生医療や幹細胞研究に大きな進歩をもたらしてくれる

ことを期待せずにはいられない。
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