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要約 

古くから被覆材として利用されてきたヒト羊膜は、ヒト羊膜上皮細胞（Human amniotic 

epithelial cell: HAE）およびヒト羊膜間葉細胞（Human amniotic mesenchymal cell: HAM）

により構成され、その中には、それぞれヒト羊膜上皮系幹細胞（Human amniotic epithelial 

stem cell:HAE 幹細胞 ）およびヒト羊膜間葉系幹細胞（Human amniotic mesenchymal stem 

cell:HAM 幹細胞）が存在する。羊膜は胎盤のある絨毛膜有毛部（胎盤付着部）および胎盤

のない絨毛膜無毛部で構成される。本研究では前者をさらに臍帯付着部（Area A）およびそ

の周辺である臍帯周囲部（Area B）の２つの部位にわけ、後者（絨毛膜無毛部）を辺縁部

（Area C）とし、これら３つの領域に存在する HAE 幹細胞および HAM 幹細胞を幹細胞マー

カーや転写因子の発現にて同定し、その分布について検討した。 

結果： Area A には単層円柱状で、vimentin に強陽性を示す HAE が散在した。Area B およ

び Area C には立方及び扁平状でほとんどの細胞が vimentin 陽性を示す HAE が存在した。

Area A および Area C には、HAE の中に幹細胞関連転写因子 Oct3/4 の発現、および未成熟

細胞や幹細胞で強い活性を示す ALP(アルカリフォスファーターゼ活性)の活性を示す HAE

幹細胞が存在した。また、幹細胞マーカーである Tra-1−60 にのみ陽性を示す HAE 幹細胞

だけでなく、Tra-1-60、Tra-1-81 かつ SSEA3 に陽性である HAE 幹細胞が Area A および Area 

B に存在した。Area A、B には上皮細胞の中間系フィラメントである CK5(サイトケラチン 5）

および CK18(サイトケラチン 18）の両方に同時に染まる HAE が存在したが、 Area C には

どちらか一方にのみ染まる HAE が存在した。 

結合組織には、緻密層（compact zone）と網状層（sponge zone）の境界に 10-15 個集合

して存在する CD73,SSEA4 陽性の HAM 幹細胞群と、網状層内で Sox2 陽性の HAM 幹細胞群が

存在した。フローサイトメトリーでの幹細胞解析に使われる手技の一つである side 

population(SP)解析に重要な薬剤排出トランスポータータンパク ABCG2 の責任分子である

BCRP(Brest Cancer Resistance Protein)を発現する HAM 幹細胞が Area A に多く存在した。

iPS 細胞に発現する幹細胞関連転写因子 Klf4, OctA, Oct3/4, c-Myc, Sox2 の発現を示す

HAM 幹細胞は Area C に多く存在した。しかし、これらに対する mRNA の発現には領域による

有意差はなかった。 

  HAE 幹細胞,および HAM 幹細胞は、羊膜全体に均等に分布するのではなく、偏在して存

在した。また、HAE 幹細胞,および HAM 幹細胞はすべて同じ幹細胞マーカーを発現するので

はなく、幹細胞により発現するマーカーに違いがあることから、幹細胞にはサブクラスがあ

ることが示唆された。これらの意義については今後研究する必要があるが、再生医療材料源

とし、幹細胞を採集する上で幹細胞の分布を知ることは、特定の細胞を効率よく採取するた

めには有効な情報である。 
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はじめに 

 骨髄に存在する造血幹細胞は、細胞治療の材料として重度の血液疾患患者の治療に用い

られている[1,2]。再生医療の分野では、幹細胞は骨髄だけでなく、脂肪、神経、皮膚、

消化管、臍帯、胎盤関連組織など、人体のあらゆる組織に体性幹細胞(SSC)として存在す

ることが報告されている[3]。体性幹細胞は、肝硬変、脳梗塞、表皮水疱症などの難治性

疾患の新たな治療材料としての研究がすすめられている[4,5]。しかし、体性幹細胞の使

用には倫理的な問題に加え、採取時にドナーの苦痛が伴うことや、治療に必要な細胞を十

分に確保できないなどの問題がある[6] 

羊膜は、受精後 7から 8日の間に内部細胞塊（inner cell mass:内部細胞塊、embryonic 

stem cell：ES 細胞の由来）の胚盤葉上層（epiblast side）内に羊膜腔として出現する組

織であり、発生学的に ES 細胞とたいへん近い位置に存在する事から幹細胞を多く含有して

いると考えられている。また、羊膜などの胎盤周囲組織は出産後廃棄される組織であること

から倫理的な問題はほとんどない。これらの特性に加え、羊膜には抗炎症効果があること

や、羊膜の面積が分娩時 1876 ± 307 cm2 にも及び多くの細胞を一人のドナーから供給す

ることが可能であること[7]などから、羊膜から単離した羊膜由来細胞を再生医療において

新たな細胞医療材料源として利用する事が有望視されている[8,9,10]。 

我々は、すでに羊膜から HAE（ヒト羊膜上皮細胞）および HAM（ヒト羊膜間葉細胞）を採

取する方法を樹立し, 疾患モデルにおいてその有効性を報告している[11]。 

羊膜は豊富な膠原線維に加え、サイトカインを含んでいることから、細胞の成長や移動を

誘導するスカフォールドとして組織工学分野で利用されてきた[12,13]。スカフォールドと

して開発するには、ドナー間（年齢、民族、ドナーの健康状態、妊娠年齢、胎児の性別など）

[14]だけでなく、一人のドナーにおいても部位による羊膜の構造の違いや、分泌するサイト

カインや成長因子などが異なる可能性について考える必要がある[15,16]。 

 羊膜は本来、妊娠と出産の要として機能する大変重要な器官である[17,18]。構造的には

単層上皮組織と結合組織からなる 100〜200μm の厚さの膜状の器官であるが、胎盤や臍帯

と連続した組織であることから臍帯部、胎盤部、絨毛膜無毛部の 3つの領域に分けられてお

り[19]、これまで産科的な観点から多くの報告がなされてきた。陣痛の有無が、インターロ

イキン-1β（IL-1β）のメッセンジャーRNA（mRNA）の分布の違いと相関していること[20]

や、出産時に羊膜全体のプロスタグランジン(PG)や炎症性サイトカインが増加することが

破水と関連することが示された[21]。また、羊膜は胎盤の表面を覆う部位（胎盤部）だけで

無く、無毛部が子宮口領域にも到達し、サイトカインや生理活性物質の分泌が部位により異

なることが報告され、分泌するサイトカインの種類により、胎盤ゾーン、中間ゾーン、先端

ゾーン（子宮口側）に分類された[22]。特に、先端ゾーンは他の２カ所と異なり、MMP-9
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（Matrix metalloproteinase 9）［23］の活性が高く、TIMP３(Tissue inhibitor of 

metalloproteinases 3)［24］が極めて少ないという特徴がある。胎盤ゾーンでは、EGF

（Epidermal Growth Factor）［25］の活性は低く、TGF-β（Transforming growth factor

β）［26］の活性が高いが、中間ゾーンでは、EGFの活性が高く、TGF-βの活性が低い。こ

のように、羊膜は部位によりサイトカインなどの生理活性物質の分泌が異なる［22］。 

 一方で、羊膜に、PG［21］、MMP-9［23］、TIMP-3［24］、EGF［25］、TGF-β［26］など

の各種サイトカインや生理活性物質が存在することは、創傷被覆材として大きな利点であ

る [27,28]。これまで分泌されるサイトカインなどについて報告はされているものの、羊膜

を構成する細胞と幹細胞の存在部位との関係についてはほとんど関心が持たれなかった。

2015年 Banerjee ら[29]が、細胞の分化には多くのエネルギーを必要とすることから、多分

化能を有する幹細胞のミトコンドリアのタイプと機能との関係から抗酸化作用を強く持つ

細胞が胎盤部に多いと報告したにすぎない。 

本研究では、形態的特徴や幹細胞マーカーの発現により幹細胞を同定し、羊膜の領域の違

いによる幹細胞の分布を検討する。 

HAE 幹細胞については、幹細胞マーカーとして最も広く利用されている ALP(Alkaline 

phosphatase)活性［30］及び２系統の異なった細胞表面マーカー４つを利用した。一系統は

SSEA3、SSEA4(Stage specific embryonic antigen3, 4)などをマークする糖鎖マーカーで

ある。SSEA3 はシアル酸を含むスフィンゴ糖脂質（ganglioside）の内部構造であり、SSEA4

は末端部として認識されている[31]。SSEA3（R-3GIαNAcα1−3Galα1−4R）と SSEA4

（NeuACα2-3v-3GalNAcα1-33Galα1−4R）のエピトープは初期のマウスやヒトの胚の構成

に重要で, インテグリンの活性を強める[32]。もう一つの系は、Tra-1-60［33］と Tra-1-

81［34］で、ヒトの EC や ES 細胞の細胞表面マーカーであり、ケラチンサルファートプロテ

オグリカンである。どちらのエピトープも幹細胞活性において重要な働きをするが、それぞ

れ、異なったステージで発現するためその発現率は異なる。Tra-1-60 陽性の HAE は、分離

濃縮する事により幹細胞活性が高くなったことから[35]、Tra-1-60 陽性細胞を主として幹

細胞を同定し、さらにその他の幹細胞表面マーカーとの共発現などから幹細胞の分布を検

討した。 

 HAM 幹細胞については、iPS 細胞（induced pluripotent stem cell）の作成に関与する

幹細胞転写因子（Oct 3/4［36］,Sox2［37,38］，OctA ［39,40］, Nanog ［41］,Klf4［42］,c-

Myc［43］）及び フローサイトメトリーでの幹細胞解析に使われる手技の一つである side 

population(SP)解析に重要な薬剤排出トランスポータータンパク ABCG2 の責任分子である

BCRP(Brest Cancer Resistance Protein) [44]を幹細胞マーカーとして使用した（Table 

1）。 
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Table 1−1 幹細胞表面マーカーおよび転写因子 

 

  

 略号・名称 概要 論文 

幹
細
胞
表
面
マ 
│ 
カ 
│ 

ALP 
Alkaline phosphatase 

マウス/ヒトの胚性幹細胞（ＥＳ細胞）および胚性生殖細
胞(ＥＧ細胞)で広く用いられる幹細胞マーカー 

Stefkova K et al., 201530 

Tra-1-60 幹細胞マーカー 
CD34 関連シアロムシンファミリーのメンバーであるポ

ドカリキシンとして同定されたケラタン硫酸化糖タンパク
質の炭水化物エピトープを特異的に認識する。 

Badcock G et al., 199933 

Tra-1-81 幹細胞マーカー 
CD34 関連シアロムシンファミリーのメンバーであるポ

ドカリキシンとして同定されたケラタン硫酸化糖タンパク

質の炭水化物エピトープを特異的に認識する。 
機能不明。 

Qui D et al., 200834 

SSEA3 
Stage specific 
embryonic antigen 3 

幹細胞マーカー・糖鎖抗原マーカー 
スフィンゴ糖脂質の一種で，Muse 細胞を始め、ヒト EC
細胞、ES 細胞、iPS 細胞、などの細胞表面に局在して
おり、多能性／胚性マーカーとして用いられている 

Kannagi R et al.,  

198331 

SSEA4 
Stage specific 
embryonic antigen 4 

糖鎖抗原マーカー 
スフィンゴ糖脂質 
多能性ヒト胚性幹細胞マーカー。間葉系幹細胞の分離
に利用される。 

Kannagi Ret al., 198331 

 
幹 
細 

胞 
関 

連 
転 

写 
因 
子 

Oct3/4 
Octomer-binding 
transcription factor 
3/4 

POU(Pit-Oct-Unc)ドメインを持つ転写因子群である

POU ファミリー. 
生殖細胞や内細胞塊など多能性を保持した細胞系譜で
特異的に発現する。 

Niwa H et al.,  200036 

Oct A 
Octomer-binding 
transcription factor A 

POU(Pit-Oct-Unc)ドメインを持つ転写因子群である
POU ファミリーのホメオドメイン転写因子。 

未分化胚性幹細胞の自己複製に密接に関与している。 

Seiler et al., K 201138 

Rodda D J et al., 200539 

Nichols J et al., 199840 

Klf4 
Kruppel-like factor 

Oct3/4 および Sox2 と協調した転写活性化を行う。下
流遺伝子を制御し、Nanog と共働する。 

Seiler et al., K 201128 

Aksoy I 2014 42 
Nanog 
Tir Na Nog 

ES 細胞特異的に発現するホメオボックス転写因子遺伝
子として同定された。Oct3/4,Sox2 とともに共通の下流

遺伝子を制御する。しかし、多能性の転写ネットワーク
には必要ではない。多能性を安定化させる因子 

Mitui K et al., 200341 

ｃ−Myc 
c-myelocytomatosis 

転写因子をコードする遺伝子ファミリー。調節遺伝子で
あり、がん原遺伝子のファミリー。ｃ−Myc により多くの遺
伝子発現が上昇し、園一部は細胞増殖に関与している
ため、癌形成に関与する。 

Takahashi k et al., 
200743 

Sox-2 
SRY-box containing 
gene 2 

内細胞塊、生殖細胞や神経幹細胞などに発現する。
Sox2 は多能性維持に必須である。 

Avilion A et al.,200337 

Seiler e K et al., 201138 
Rodda D J et al., 200539 

BCRP 
Brest Cancer 
Resistance Protein  

薬剤排出トランスポータータンパク 
ポルフィリン系薬剤の細胞外排出 
side population(SP)解析 

Qingcheng M et al., 
200836 
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Table 1−2 サイトカイン及び生理活性物質 など 

 

 

 

 

 

 

 

CD 

分 

類 

CD73 間葉系幹細胞マーカー 
5‘−ヌクレオチダーゼの酵素活性を有する。 

 

Dominici M et al., 
200647 

中 
間 
系 
フ 
ィ 
ラ 
メ 
ン 
ト 

CK5 
Cytokeratin5 

上皮細胞の中間径フィラメント 
高分子ケラチン、TypeⅡケラチン 
塩基性から中性 

Quinlan RA et al., 
198545 

CK18 
Cytokeratin18 

上皮細胞の中間径フィラメント 

低分子ケラチン、TypeⅠケラチン 
酸性 

Bartek J et al., 199146 

vimentin 間葉系の中間系フィラメント 
ビメンチンがケラチンの発現を調整する 
 

Dmello C et al., 
201759 

サ 
イ 
ト 
カ 
イ 
ン 

IL-1β 
Interleukin-1β 

主に血液中の単球によって産生されるサイト
カインファミリー。炎症性サイトカイン 

Han et al. 200820 

PG 
prostaglandin 

アラキドン酸から性合成される化合物。平滑
筋収縮、子宮収縮作用、血小板凝集作用など 

ohnson RF et al., 
200221 

EGF 
Epidermal Growth 
Factor 

上皮細胞の増殖、移動 Hudson LG et al., 
199825 

TGF-β 
Transforming 
Growth Factor-β 

TGF-βファミリーに属するサイトカイン。コラ

ーゲン産生増加、細胞外基質の分解抑制 
Ogawa K et al., 
200426 

生 
理 
活 
性 
物 
質 

MMP-9 
Matrix 
metalloprotease 

細胞外マトリックスを分解する酵素。基底膜の
Ⅳ型コラーゲン、ゼラチンの分解酵素 

Litwiniuk M et al., 
201123 

TIMP-3 
Tissue inhibitors 
of 
metalloproteinases 

MMP抑制、創傷面におけるタンパク質分解活
性を調整する Moore RM et al., 

2006 24 

MAPK 
Mitogen activated 
protein kinase 

セレン/スレオニンキナーゼ 
細胞外のシグナルを核内に伝える分子 
4 つの経路が存在する。 
1. 古典的 MAPK:ERK1/ERK2サブファミリー 
2. ストレス活性化キナーゼ 

：JNK1/JNK2/JNK3 のサブファミリー 
3. p38α・p38β・p38γ・p38δサブファミリ 
4. ERK5 サブファミリー 

Richardeon LS et al., 
202052 
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HAE 幹細胞および HAM 幹細胞の分布を明確にし、羊膜からそれぞれの特性を生かした羊膜

幹細胞を効率よく採取するための基礎とすることを目的とする。 

 

材料と方法 

1.倫理的配慮 

ヒトおよび動物サンプルの使用を含むすべての実験手順は、富山大学倫理審査委員会の

審査(審査番号：44)を経て承認されたプロトコールに基づき、ヘルシンキ宣言のガイドライ

ンを遵守して実施した。 

 

2．羊膜の採取 

羊膜は富山大学および高岡市民病院でインフォームド・コンセントを得た上で、日本角膜

学会の 2014 年の羊膜取り扱いガイドラインに準拠し、周産期の予定帝王切開のドナー(38

週、18例)から採取されたものであり、感染、早産などの問題はなかった。 

採集直後に絨毛膜有毛部と絨毛膜無毛部を区別し、さらに前者を 2つに区別した（臍帯付着

部（Area A））と臍帯周囲部（Area B）である）。後者の絨毛膜無毛部を辺縁部（Area C）

とし、以上 3カ所について検討した。Area A は胎盤が付着した部位の中で臍帯の起始を中

心として半径 5cm の領域、Area B は、胎盤が付着した部位の中で Area Ａを除いた部位、

Area C は辺縁部（胎盤非付着部）である。凍結標本、伸展標本（ホールマウント標本）、

パラフィン包埋標本および電子顕微鏡用試料を作成し、組織学的、免疫組織学的、免疫組織

化学的に検討した。 

 

2.1伸展標本の作製（ホールマウント切片） 

PBS（ Phosphate-buffered saline）溶液内で洗浄した後、1.5cm x 4.0 cm に細切し、ス

ライド上に上皮側と結合組織側を区別し、針にて伸展した。使用時まで、−30℃の冷蔵庫に

保管した。 

 

2.2凍結標本（凍結切片）の作製 

絨毛膜から機械的に剥離した羊膜を細切し、羊膜の断面が観察されるように、プラスチッ

ク包埋皿(ティシュー・テック クリオモルド 3号、Sakura Finetek Japan Co, Ltd、Tokyo, 

Japan)に入れ、組織全体を覆うように凍結包埋剤(SCEM、SECTION-LAB Co.Ltd.、広島、日本)

で包埋した。アセトンードライアイスで冷却したヘキサン溶液（ナカライテスク、京都、日

本）中に凍結包埋剤入りの包埋皿を浸漬させて急速凍結した。凍結した組織片は使用するま

で-80℃の冷凍庫内で保管した。 
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2.3パラフィン包埋標本の作製 

羊膜は 4％パラフォルムアルデヒド PBS溶液内で浸漬固定した後、パラフィンワックスに

浸漬するために、エタノール系列で脱水し、Hemo-De(ファルマ、東京、日本)で透徹を行っ

た。サンプルをパラフィンモールドに包埋し、厚さ 4μm の切片に滑走式ミクロトーム IVS-

410(大和、埼玉、日本)にて薄切してガラススライド上に載せて、ヘマトキシリン - エオジ

ン（サクラファインテックジャパン、東京、日本）染色を行った。 

 

3.電子顕微鏡用試料の作成 

細切した羊膜を 1/2 karnovsky固定液（0.1M リン酸緩衝液）にて２時間浸漬固定し、２％

四酸化オスミウム(0.2M リン酸緩衝液)固定液で一時間後固定した。10 ％ショ糖添加蒸留

水で洗浄後、３％ウラン水溶液にてブロック染色を実施し型の如くエタノール系列にて脱

水した。プロピレンオキサイド（Propylene oxide, ナカライテスク、京都、日本）にて透

徹後、Quetol 812(日新 EM株式会社、東京、日本)にて包埋した。 

 １μm の厚切り切片で部位を確認した後、ダイヤモンドナイフ（DiATOME, 日新 EM、東京、

日本）で 80nm に薄切し、3％ウラン水溶液とクエン酸鉛溶液で電子染色を実施し、透過型電

子顕微鏡（JEM-2100, 日本電子、東京、日本）にて観察した。 

 

4.免疫組織化学的染色 

4.1 免疫染色 

伸展標本、凍結標本、パラフィン包埋標本に対し免疫染色をおこなった。凍結した組織片

はクリオスタット（Leica CM3050S、Leica Microsystems K.K、東京、日本）を用いて、厚

さ 10μm に薄切した。 

本研究では、幹細胞マーカーとして、anti-Sox2、anti-Oct3, anti-Klf4(H-180),anti-c-

Myc(9E10), anti-SSEA3, anti-SSEA4(13-70), anti-BCRP/ABCG, anti-Nanog, anti-Tra-1-

60, anti-Tra-1-81，anti を、分化マーカーとして anti-CK5, anti-CK18, vimentiｎを、

二次抗体として、Rabbit F(ab’)2 IgG FITC conjugate 594, Rabbit F(ab’)2 IgG FITC 

conjugate 488 anti-CD73、ビオチン標識抗マウス IgG+IgA+IgM抗体, ビオチン化抗ウサギ

IgG抗体,ビオチン化抗ヤギIgG抗体およびStrept-avidin conjugated FITC、Strept-avidin 

conjugated HRP を使用した。抗体等の詳細については Table 2 に示す。発色試薬は DABキ

ット（Nichirei biosciences Inc、Tokyo、Japan）、核染色は Hoechest 33342(和光、大阪、

日本)およびヘマトキシリン 3G（サクラファインテックジャパン、東京、日本）を用いた。 

染色した組織は Leica DMRBE顕微鏡（Leica、Wetzlar、Germany）にて鏡検し、DP73 system

（Olympus、Tokyo、Japan）を用いて画像解析を行った。 



 8 

Table 2 免疫染色に使用する抗体 

 

 抗体名  希釈 会社 

幹 
細 
胞 
関 
連 
抗 
体 

Anti-Sox2 Mouse IgG2A 1/50 
Santa Cruz Biotechnology 
Cat# sc-365823 

Anti-Oct3/4 Rabbit IgG 1/100 
Santa Cruz Biotechnology 
Cat# sc-9081 

AntiOct3/4 (10): 
Oct A 

Rabbit IgG 1/100 
Santa Cruz Biotechnology 
Cat# sc-5279 

Anti-Klf4(H-180) Mouse IgG1 1/100 
Santa Cruz Biotechnology 
Cat# sc-2069 

Anti-c-Myc 
(9E10) 

Mouse IgG 1/100 
Santa Cruz Biotechnology 
Cat# sc-40 

Anti-CD73 
(7G2) 

Mouse IgG2a 1/100 
Abcam 
Cat# ab54217 

Anti-SSEA3 Rat IgM 1/100 
Abcam 
Cat# ab109868 

Anti-SSEA4 
(13-70) 

Mouse Ig G3 1/200 
Santa Cruz Biotechnology 
Cat# sc-21704 

Anti-
BCRP/ABCG 

Mouse IgG 1/100 
Abcam 
Cat# ab-3380 

Anti-Nanog (N-
17) 

Goat IgG 1/200 
Santa Cruz Biotechnology 
Cat# sc-30331 

Anti-Tra-1-60 Mouse IgM 1/100 
Millipore 
MAB 

Anti-Tra-1-81 Mouse IgM 1/200 
Millipore 
MAB 4381 

分 
化 
抗 
体 

Anti-CK5 Rabbit IgG 1/500 
Purified 
Cat# PRB-160P 

Anti-CK18 
Clone DC10 

Mouse IgG 1/50 
Dako 
Cat# M7010 

Anti-Vimentin 
Clone V9 

Mouse IgG1 
MO725 

1/200 
Abcam 
Cat# ab-8069 

二 
次 
抗 
体 

Rabbit F(ab’)2IgG FITC conjugate 594 1/400 Beckman coulter 
Rabbit F(ab’)2IgG FITC conjugate 488 1/400 Beckman coulter 

Biotin 化抗 Mouse IgG+IgA+IgM 抗体  
 Nichirei biosciences Inc. Tokyo 

Japan 

Biotin 化抗ウサギ IgG抗体 
 Nichirei biosciences Inc. Tokyo 

Japan 

Biotin 化抗ヤギ IgG抗体 
 Nichirei biosciences Inc. Tokyo 

Japan 

標 
識 

Strept-avidin conjugated FITC 
 Nichirei biosciences Inc. Tokyo 

Japan 

Strept-avidin conjugated HRP 
 Nichirei biosciences Inc. Tokyo 

Japan 

 

4.2 ALP(Alkaline phosphatase)活性 

 伸展標本及び凍結標本の ALP 活性を ALP 基質キット(Fast Red; Naphthol AS 

Phosphate/Fast Red violet LB)(MOSS, INC., Maryland, USA）を用いて検討した。 
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5．組織における幹細胞転写因子に関する mRNA の発現解析 

5.1 リアルタイム PCR 法 

ドナー(3例)から得た凍結保存羊膜を使用した。PBS にて洗浄した羊膜から、RNeasy Plus 

Mini Kit（Qiagen、Valencia、CA）を用い以下の方法で RNA を抽出した。 

ビーズ型ホモジナイザー(マルチビーズショッカーMB455GU(S)、安井機器、大阪、日本)を

用い組織を粉砕し、QIAzol® Lysis Reagentdede で破砕したサンプル溶液を 1.5ml のエッ

ペンドルフチューブに移し、核タンパク質コンプレックスの解離を促進させる為に、室温で

5分間放置した。その後、gDNA Eliminator Solution、クロロホルムにて、total RNA を採

取した。サンプル溶液を全て RNeasy Mini Spin Column に通し超微量分光光度計

（NanoDropTM2000、Thermo Fisher Scientific、MA,US）により濃度測定した。 

Total RNA は Deoxyribonuclease(RT Grade)for Heat Stop（ニッポン・ジーン、東京、

日本）を用いて、DNase処理を実施したのちに、ReverTra® Ace qPCR RT Master Mix（東洋

紡、大阪、日本）を用いて、cDNA を合成し、Brilliant Ⅲ Ultra-Fast SYBR Green QPCR 

Master Mix(アジレント・テクノロジー、東京、日本)を用いて、Real Time -PCR（RT-PCR）

を実施した。本研究で使用したプライマーの配列とアニーリング温度を Table 3 に示す。 

遺伝子発現量は、各領域での mRNA 量をΔΔCt 法で相対定量し、胎盤付着部（Area A + 

Area B） と辺縁部（Area C）の比を求めた。以下、この比を Relative Expression と記載

した。 

 

Table 3  PCR primer sequences の表 

 

6.統計学的分析 

すべてのデータは R version 3.6.3 (R Core Team, 2020)［48］を用いて分析し、平均

値±標準誤差で示した。各データの比較は、いずれも Games-Howell法による多重比較を

行い、有意水準を５%未満とした。 

 

G ene nam e Forw ard Reverse
Annealing

Tem p(℃)

Total O ct3/4 G C AATTTG C C AAG C TC C TG AA AAG C TAAG C TG C AG AG C C TC AAAG 60

N anog C C TC AG C TAC AAAC AG G TG AAG AC G C ATC C C TG G TG G TAG G AA 60

C -M yc C G G G C ATTC C TG AAG C TG A G G ATG G ATG AAAC C C AG AC AC ATAG 60

K lf4 AAG AG TTC C C ATC TC AAG G C AC A G G G C G AATTTC C ATC C AC AG 60

β2M C G G G C ATTC C TG AAG C TG A G G ATG G ATG AAAC C C AG AC AC ATAG 60
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結果 

1.羊膜の区分と構造 

1.1 羊膜の区分 

羊膜を胎盤のある絨毛膜有毛部（胎盤付着部）のうち、 臍帯の起始を中心として半径 5cm

の領域を Area A（臍帯付着部）、胎盤付着部で Area Ａを除いた部位を Area B（臍帯周囲

部）とした。さらに胎盤のない絨毛膜無毛部（胎盤非付着部）を Area C（辺縁部）として

区分し、以上 3つの領域（Fig.1）について羊膜の構造について検討した (Fig.1)。 

 

1.2 羊膜の部位の違いによる HAE 層(ヒト羊膜上皮細胞層)の構造の違い 

 羊膜の HAE 層の形態は部位によって異なっていた。Area A は単層円柱から立方上皮で、

Area B は単層の立方上皮、Area C は単層の扁平上皮であった(Fig.１ｂ)。 

 

1.3 羊膜の部位の違いによる結合組織構造の違い 

結合組織は、緻密層（compact layer）および 網状層（spongy layer）で構成されていた。

緻密層は膠原線維が密で細胞成分は存在しなかった。Area A および B領域は、緻密層が存

在したが Area C には、緻密層が存在しなかった。網状層はいずれの部位にも存在した。HAM

は、緻密層と網状層の境界および網状層内に散在性に存在し、いずれの部位でも線維芽細胞

様の紡錘状の形態で、光学顕微鏡的には形態的な違いは見られなかった(Fig.１b)。 
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Figure 1 羊膜の構造 
a.羊膜の区分 
羊膜を絨毛膜有毛部のうち、臍帯付着部を Area A（○で囲った部位、臍帯の起始を中心に
半径 5cm の領域）、Area A以外の胎盤付着部を臍帯周囲部として Area B、絨毛膜無毛部
（辺縁部）をＡrea C とする。 

 
b.部位による HAE 層(ヒト羊膜上皮細胞層)の構造の違い（光学顕微鏡、パラフィン包埋標
本） 
Area A の HAE 層（上皮組織：Ep）は単層円柱上皮で、結合組織内には散在性に HAM(羊膜
間葉系細胞:間葉系細胞:Me）が存在する。Area B の HAE 層は単層の立方上皮で、結合組織
は膠原線維の密な緻密層（CL）が発達し、疎性結合組織である網状層（SL）との区別が明
確である。これらの結合組織には多くの HAM(間葉系細胞:Me）が観察される。 
Area C の HAE 層は単層扁平上皮で、結合組織に緻密層は見られない。 

 

2.電子顕微鏡による観察 
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 電子顕微鏡による観察では、いずれの部位の HAE も基底陥入および隣接する細胞間の指

状嵌入が顕著であった。特に Area C では、隣接する細胞の間に形成される指状嵌入が解離

し、互いに細胞突起を伸ばし、細胞突起同士がデスモゾームで連絡し、細胞と細胞の間に大

きな空胞が存在していた（Fig.2 a-4, a-5）。基底陥入した細胞膜に沿って基底膜構造が観

察された(Fig.2 a-2)。HAE は管腔側に微絨毛をもち、細胞質内に滑面小胞体、ミトコンド

リアなどの細胞小器官が観察された。Area B では細胞質内に中等度の電子密度を持つ脂肪

滴を含んでいた。細胞間に見られる細胞接着装置はデスモゾーム（desmosome）(Fig.2 a-7)

で閉鎖帯（tight junction）は観察されなかった。 

  HAM は光学顕微鏡では紡錘状の細胞として一様に観察されたが、豊富なコラーゲン線維内

に散在性に存在する HAM は単独ではなく、細胞質の電子密度の高い細胞と細胞質の電子密

度の低い細胞が 2個密着して存在した。細胞質の電子密度の低い細胞ではミトコンドリア、

ライソゾームなどの細胞小器官が観察された（Fig.2ｂ）。 
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Figure 2 電子顕微鏡による各部位の細胞の構造の比較 Quetol 812包埋、3%ウラン水溶液
とクエン酸鉛溶液による 2重染色 
a. HAE(ヒト羊膜上皮細胞：human amniotic epithelium cell) の電子顕微鏡像 

a-1:Area A の HAE。不規則な形の核を中心とした細胞質豊富な立方状の細胞。基底陥 

入（BI）および隣接する細胞間との指状嵌入（I）が顕著。 
管腔側に微絨毛（Mv）が観察される。 

a-2:Area B の HAE。細胞質内に中等度の電子密度を持つ脂肪滴(Li)が観察される。 
 基底面では陥入面に並行して基底膜（BM）が発達している。   

a-3:Area C の HAE。他の領域の HAE 細胞よりも丈が低く、扁平な細胞。羊膜腔側には微
絨毛（Mv）、基底側には基底陥入が観察される。基底陥入は Area B より浅く、隣

接する細胞との間では指状嵌入(I)が解離し、長くのびた細胞突起で連絡している。 
基底面では結合組織との間に基底膜（BM）が観察される。 

a-4:Area A の基底陥入（BI）と指状嵌入(I)。 
a-5:Area C の基底陥入(BI)と指状嵌入(I)。細胞の間が大きく開き、複雑な突起で連携

している。 
a-6:Area A a-4 の○の拡大図。細胞間にデスモゾーム (D)が観察される。 

a-7:Area-A の基底側にミトコンドリア(M)が発達している。 
a-8:Area-B の核周辺では滑面小胞体(SR)が発達している。 

 

b.緻密層(CL) と 網状層(SL)の境界に存在する HAM（ヒト羊膜間葉系細胞：human amniotic 
mesenchymal cell）の電子顕微鏡像 
Area B の結合組織内の CL と SL の境界には明るい細胞質をもち、細胞小器官が発達した明
調な細胞（Me1）と細胞質の電子密度が高く、細胞小器官の発達が不明瞭な暗調細胞（Me2）
が密着して存在する。 

 

3.羊膜の上皮層における幹細胞マーカーおよび分化マーカーの発現 

HAE における細胞表面マーカーおよび幹細胞関連因子の発現について検討した。 

3.1 HAE(羊膜上皮細胞)の ALP 活性および Tra-1-60 の発現 

  未成熟細胞や幹細胞で強い活性を示すことから幹細胞マーカーとして最も広く利用さ

れている ALP 活性、および 幹細胞マーカーである Tra-1-60 について領域の違いによる発

現の違いを検討したところ、いずれの部位においても散在性に Tra-1-60 陽性細胞が観察さ

れた。倍率 x100 で、50μm四方にある細胞数（Hoechest33342 で核を染色し測定）を元とし

て、Tra-1-60 陽性細胞の存在する割合を百分率で計測したところ、 Area A 12.0±3.60%, 

Area B 1.84±0.25%, Area C 4.23±2.53% の割合で存在した。Gomes-Howell法では領域間

に有意差はみられなかったが Area A に Tra-1-60 陽性細胞が多く存在する傾向が観察され

た (Fig.3)。 

凍結標本で ALP 活性と幹細胞関連転写因子ある Oct3/4 の発現を Area A、Area B で調べ

たところ、ALP 活性を示す細胞に Oct3/4 陽性が観察された（Fig.3 c）。しかし、

vimentin 陽性の HAE、HAM には ALP 活性は観察されなかった（Fig.3 d）。 
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3.2 HAE(羊膜上皮細胞)の Tra-1-60 と幹細胞マーカーとの共発現 

伸展標本の HAE について、TRA-1-60、TRA-1-81、SSEA4、SSEA3 の発現を調べた。Area 

A と Area B では、TRA-1-60 に陽性の細胞のほとんどが TRA-1-81 を発現していたが、Area 

C では Tra-1-81 のみに陽性の細胞 (赤い矢印)が存在した。 

Tra-1-60 と SSEA4 との共発現について観察すると、Area A では、Tra-1-60 と SSEA4 の共

陽性（２重矢印）の細胞は１視野あたり、１１から１２個であった。Area B では SSEA4 の

み陽性の細胞（赤矢印）が多く、SSEA4 と Tra-1-60 とに染まる細胞（共陽性細胞）は１視

野あたり４から５個であり、Area C では SSEA4 あるいは Tra-1-60 による単染色の細胞

のみが観察された。 

 

Figure 3  
ALP 活性と Tra-1-60 の発
現 

a. a.伸展標本 
Tra-1-60 陽性細胞は全て
の領域に存在する。 

b. a の□の領域に存在す
る細胞数を元として各領
域に存在する Tra-1-60 陽

性細胞数を百分率で計測
する。 

NS:Non Significance 

c. ALP 活性、OCT3/4 に対
する免疫組織像（Area B)
凍結標本 
 Oct3/4 陽性（緑）で ALP
活性を示す（赤）細胞 が
Area B に多数存在する。 

 

d.ALP 活性、vimentin にす
る免疫組織像（Area B）
凍結標本 

 vimentin 陽性細胞は 
ALP 活性を示さない。 

 

Oct3/4:緑､ ALP:赤、   
vimentin:緑 
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Tra-1-60 と SSEA3 の染色では，Area C において SSEA3 のみに陽性の細胞および Tra-1-60

のみ陽性の細胞が存在した。SSEA3 と Tra-1-60 の共陽性細胞は Area A および Area C に

観察されたが、１視野あたり１個の頻度であった（Fig.4）。 
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Figure 4 Tra-1-60 と幹細胞マーカーの共発現の検討  
伸展標本、免疫染色 

 a.Tra-1-81 との染色性 
   Tra-1-60 陽性細胞はすべて Tra-1-81 陽性細胞である。 
 b.SSEA4 との染色性 
   Area A では Tra-1-60 陽性の細胞はほとんど SSEA4 陽性で、わずかに SSEA4 のみ陽

性（赤→）の細胞が混在する。 
 Area B では Tra-1-60 のみ陽性（緑→）、SSEA4 のみ陽性（赤→）および TRA-1-60/SSEA4
陽性細胞（緑→、赤→）が存在する。 Area C では Tra-1-60 のみ陽性細胞（緑→）、
SSEA4 のみ陽性細胞（赤→）が観察される。 

  c.SSEA3 との染色性 
  Area A では Tra-1-60/SSEA3 陽性細胞（緑→、赤→）が存在する。 

  Area C では Tra-1-60 のみ陽性細胞（緑→）あるいは SSEA3 のみ陽性細胞（赤→）が存
在する。 

   

3.3 HAE(羊膜上皮細胞)における分化マーカーの発現 

Area B では CK5(サイトケラチン 5)［45］と CK18(サイトケラチン 18)［46］の両方に

陽性を示す細胞が存在していたが、Area C では CK5 のみ、あるいは CK18 のみに陽性をし

めす細胞が多く観察された。間葉系細胞マーカーである vimentin 陽性の細胞は、Area A

と B に点在していたが、Area C ではほぼ全ての細胞が vimentin 陽性であった（Fig.5）。 
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Figure 5 HAE における分化マーカーの発現 
a-1:伸展標本、蛍光染色。 
a-2:伸展標本、蛍光染色  
a-3:パラフィン包埋標本、vimentin 染色、DAB反応、HAM（間葉系細胞,Me）だけでなく、

細胞質全体に vimentin 陽性を示す細胞が HAE に散在性に存在する（→）。 
 

b-1:伸展標本、蛍光染色。CK5 (緑)、CK18（赤）および CK5/CK18(黄色）陽性細胞が混在
する。 

b-2:伸展標本、蛍光染色。Vimentin 陽性細胞（赤）が散在性に存在する。 
b-3:パラフィン包埋標本、vimentin 染色、DAB反応。CL と SL の境界（→）および SL に

vimentin 陽性細胞が観察される。 
 

c-1: 伸展標本、蛍光染色。CK5(緑)あるいは CK18（赤）の陽性細胞が観察される。 
c-2: 伸展標本、蛍光染色。vimentin 陽性(赤）が観察される。 
c-3: パラフィン包埋標本、vimentin 染色、DAB反応。HAE はすべて vimentin 陽性である。 
 

4. 羊膜の結合組織における幹細胞マーカーの発現 

 4.1 HAM(羊膜間葉細胞）の分布  

羊膜の結合組織は、緻密なコラーゲン線維が密接に存在する緻密層と、コラーゲン線

維の分布が粗でスポンジ状を呈する網状層で構成されている。 

Fig6 a の点線方向に深さを変えて観察したところ、HAM は緻密層と網状層の境界に、10〜

15 個集合して存在する SSEA4 陽性の HAM 幹細胞群（Fig.6 b-3, B-4）と、網状層内で

Sox2 陽性を示し瀰漫性に存在する HAM 細胞群(Fig.6 b-5, b-6)が観察された。羊膜には幹

細胞の分布領域と発現する幹細胞マーカーが異なる２つのタイプの HAM 幹細胞群が存在し

た（Fig.6）。 
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Figure 6  HAM の分布 
6-1:HAM の分布と幹細胞マーカーの発現 
a:パラフィン包埋標本。vimentin に対する免疫組織化学染色。 
  HAM は Area A と Area B では緻密層（CL）と網状層（SL）の境界で観察される。 

Area に関係なく、網状層（CL）では多数の HAM が観察される。 

b:伸展標本。Tra-1-60、SSEA4、CD73、SOX２による蛍光免疫染色。Hoechest核染色。 
b-1:HAE 層の下に細胞が集合して存在している像が観察される。 
b-2:HAE（→）および HAE 層の下（サークル）に CD73 陽性細胞が観察される。 
b-3:b-1 のサークルの拡大。緻密層と網状層の間に細胞が集まって存在する。 
b-4:緻密層と網状層の間に存在する細胞は SSEA4 陽性であった。 
b-5:網状層には多数の細胞が存在する。 

b-6:網状層には Sox2 陽性の細胞が瀰漫性に存在する。 

 

4.2 HAM(羊膜膜間葉細胞）における幹細胞マーカーの発現 

HAM の免疫組織像 

伸展標本の結合組織側で、BCRP および幹細胞関連転写因子（Klf4,c-Myc,Nanog, OctA, 

Oct3/4, Sox2）に対する免疫組織化学を行い、画像を観察した。 

フローサイトメトリーでの幹細胞解析に使われる手技の一つである side population(SP)

解析に重要な薬剤排出トランスポータータンパク ABCG2 の責任分子である BCRP(Brest 

Cancer Resistance Protein)を発現する HAM 幹細胞が Area A に多く存在した。iPS 細胞に

発現する幹細胞関連転写因子 Klf4, c-Myc, OctA, Oct3/4, Sox2 の発現を示す HAM 幹細胞

は Area C に多く存在した (Fig.7 a)。これらの細胞の発現率を細胞免疫染色のネガテイブ

コントロール（プライマリー抗体と同様の抗体：IgG による染色）での細胞数を元として、

陽性細胞数を百分率で計測した。その結果、BCRP以外は、Area C の方に陽性細胞が多いと

いう傾向が見られた（Fig.7 b）。 
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Figure 7：HAM における幹細胞関連転写因子の発現 
a.網状層の免疫染色像  伸展標本。免疫組織化学。DAB 反応。 
    
b. 幹細胞関連転写因子に対する陽性細胞の発現率   
   陽性細胞の発現率を 抗体に陽性を示す細胞数/抗体に対するネガテイブ 
コントロールにおける細胞数 x100 で表記する。 
  BCRP は Area A および Area B で陽性細胞の発現率が高いが、Klf4,c-Myc, OctA, 

Oct3/4、Sox2 は Area C での発現が高い傾向が見られる。 

 

5. 幹細胞関連転写因子に対する mRNA の発現 
羊膜を胎盤付着部の羊膜と胎盤非付着部（辺縁部）の羊膜に分けて、幹細胞関連転写

因子 c-Myc, Klf4, Nanog, Oct3/4 の mRNA 発現をリアルタイム PCR 法にて測定した。c-

Myc以外、Area C の方が多いように見えるが、各群内（n=3）のばらつきが大きく有意差

は見られなかった（Fig.8）。 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 8： 
羊膜由来細胞における
幹細胞関連転写因子の
mRNA の発現 
 胎盤付着部（Area Ａ
＋ Area B）および胎
盤非付着部(Area C)

における幹細胞関連
転 写 因 子 c-Myc, 
KLF4, Nanog, Oct3/4
の mRNA の発現（n=3） 

 群内のばらつきが大
きく有意差はみられ

ない。 
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6. HAE 幹細胞（ヒト羊膜上皮系幹細胞）と HAM 幹細胞（ヒト羊膜間葉系幹細胞）の分布 

羊膜は HAE と HAM で構成されていることから、それぞれに存在する HAE 幹細胞および HAM

幹細胞の分布と発現する幹細胞マーカーについて図にまとめた。 

6.1 HAE 幹細胞の分布 

Area A では、Tra-1-60/Tra-1-81, Tra-1-60/SSEA4, Tra-1-60/SSE3 など異なった幹

細胞マーカーを二重あるいはそれ以上に多重に発現する HAE 幹細胞が存在した。 Area B

では、Tra-1-60 陽性の発現率は低いが、Tra-1-60/Tra-1-81 や Tra-1-60/SSEA4 などに共

陽性を示す細胞が存在した。Are C には、Tra-1-60/Tra-1-81 の共陽性細胞は存在する

が、Tra-1-60 のみ、Tra-1-81 のみ、SSEA4 のみ、SSEA3 のみなど、単一の幹細胞マーカー

を発現する細胞が主として存在した（Fig.9 a）。 

6.2 HAM 幹細胞の分布 

薬剤排出トランスポータータンパク ABCG2 の責任分子である BCRP は、Area A および

Area B に多く発現するが、幹細胞関連転写因子である Klf4, c-Myc, OctA, Oct3/4, Sox2

に陽性の細胞は Area C に多く存在する傾向があった。 

 SSEA4 陽性、CD73 陽性を発現する HAM 幹細胞群は、緻密層と網状層の境界に固まって

存在し、Sox2 陽性の HAM 幹細胞は網状層に分散して存在した（Fig.9 b）。 
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Figure 9 

a.HAE 幹細胞の分布 
a-1:Tra-1-60 陽細胞の分布 
  Tra-1-60 陽性細胞は、Area A で多く観察される。 
a-2:幹細胞マーカー(Tra-1-60, Tra-1-81, SSEA4, SSEA3)の発現と HAE 幹細胞の分布 
  Area A には幹細胞マーカーを多重に発現する HAE 幹細胞が多く、Area B では、二重

に発現する HAE 幹細胞が観察される。Area C では単一の幹細胞マーカーを発現する

HAE 幹細胞が観察される。 
 
 b.HAM 幹細胞の分布 

 SSEA4 陽性、CD73 陽性を発現する HAM 幹細胞は、羊膜結合組織の緻密層と網状層の境
界に、固まって存在するのが観察される。  

 Sox2 陽性の HAM 幹細胞は網状層に散在して観察される。 
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考察 

 HAE は羊膜芽細胞（amnioblasts）から形成する事から、羊膜には幹細胞が残存している

可能性が高いと考えられてきた。羊膜に存在する HAE 幹細胞は、妊娠週数が若い方が周産期

の HAE よりも幹細胞を多い［49］だけでなく、周産期の HAE においても成人の組織内に存在

する体性幹細胞の含有率が 0.1〜0.01％程度であるのとは対象的に、羊膜内には幹細胞が

10％もの高率で存在する事が報告された[50,51]。Miki ら[8]によると、妊娠の経過ととも

に、HAE 内の幹細胞が減少するようにみえるが、胎児の発育に伴い、羊膜が空間的に広がっ

ていくために相対的に幹細胞が減少したように見えるだけであり、幹細胞の実数は減少し

ていないという。羊膜に存在する幹細胞は、胎児の発生に直接関係する器官形成を担うため

に成長因子や基質のシグナルにより組織化されている他の体性幹細胞とは根本的に異なる

ことがその理由の一つと考えられているが、羊膜に幹細胞が高率に残存する理由や、羊膜幹

細胞がどこに分布しているかははっきりしていない。 

 本研究では羊膜を構成する HAE および HAM に存在する HAE 幹細胞および HAM 幹細胞

を数種類の幹細胞マーカーの発現により同定しその分布を観察した。 

 臍帯および臍帯付着部を臍帯部、その他の胎盤付着部を胎盤付着部とし、胎盤非付着部を

無毛部とした Benirsche ら[19]の分類を元として、羊膜を 3 つの領域に区分した。本研究

では臍帯をのぞき、胎盤付着部の中で、臍帯の起始を中心に径５cm の領域を Area A(臍帯

付着部）、 Area A以外の胎盤付着部を臍帯周辺部として Area B、胎盤非付着部を辺縁部

として Area C とした。 

3 つの領域では HAE の形態が異なっていた。Area A にある HAE は単層円柱上皮であり、B

から Cに向かうにつれ、HAE の丈は低くなる傾向を示した。各領域の単位あたりの HAE の細

胞数を測定すると Area C が最も少なく、1個あたりの細胞面積が広い傾向にあった。胎盤

付着部である Area A および Area B では結合組織内にコラーゲン線維が密に走行する緻密

層が発達し、物理的な進展による胎盤構造への障害を防御するために羊膜の伸展を制限し

ていると考えられた。電子顕微鏡像の観察でも Area A と Area C の HAE を比較すると、Area 

C の基底陥入の深さが浅く、細胞の側面に存在する指状嵌入は離解し、細胞突起のみで隣接

細胞と連絡しているため、細胞間に大きな空胞が存在する像が観察された。今回、電子顕微

鏡像による画像解析は実施しなかったが、今後 Area ごとの基底陥入の深さ、指状嵌入の離

解に伴う空胞の大きさについて測定し、生体内で HAE が進展していることを検証する。最

近、In vitro による、羊膜の進展が細胞への侵襲をもたらすかどうかという実験で、羊膜

上皮が羊膜の 20％二軸方向に伸長するにも関わらず、細胞老化に関係する P-p38MAPK（P = 

0.02）は活性化したが、細胞老化または MMP-9の活性は誘導しないことがわかった［52］。
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この結果は、HAE の伸展による胎児の成長に伴う容積の拡大が幹細胞への侵襲をもたらさな

いことを示唆した。 

幹細胞の分布を明らかにするために、2種類の異なる幹細胞マーカーを用いた。1つ目は、

SSEA3 と SSEA4 という糖鎖マーカーである。SSEA3 はシアル酸を含むスフィンゴ糖脂質（ガ

ングリオシド）と呼ばれる内部構造であり，SSEA4 は末端部分である[32]。SSEA3 と SSEA4

のエピトープは，マウスやヒトの胚発生の初期段階やインテグリン活性の増強に重要な役

割を果たすことが知られている[31]。2番目の幹細胞マーカーは TRA-1-60 と TRA-1-81 であ

る。これらはケラタン硫酸プロテオグリカンで、ヒト EC（内臓癌）や ES 細胞の表面マーカ

ーとして用いられている[33]。糖鎖が細胞分化の決めてとなることはわかっていたが、多能

性幹細胞の表面にある糖鎖の生物学的機能については不明な点が多かった。近年、多能性状

態を維持するために 4種類の糖鎖構造、グリコサミノグリカン、N-結合型糖鎖、O-結合型糖

鎖、細胞内糖鎖が関与する事がわかった。これらの糖鎖は多能性に関与する転写因子のネッ

トワークの上流にあるシグナルを調整するか、分化へと導くシグナルを阻害していること

が明らかとなった。すなわち細胞外から幹細胞へのシグナル伝達のために糖鎖が重要であ

るということである［53］。本研究の結果では、 Tra-1-60 はすべての領域で発現し、Tra-

1-60 と Tra-1-81 はエピトープが異なる分子と連携しているとの報告［54］があるにも関わ

らず、Tra-1-60 陽性細胞はほとんどすべて Tra-1-81 陽性だった。Tra-1-81， SSEA4, SSEA3

などとの共発現の頻度や、 SSEA3 や SSEA4 の単独発現は Area A, Area B, Area C で異

なっていた。このことは、領域により表現型（type）の異なった幹細胞が存在する事を示唆

した。Malgorzata ら［22］は羊膜では、分泌されるサイトカイン（TGF-βやｂFGF)や、生理

活性物質（MMP-9, TIMP-3）が、領域により異なることを報告した。幹細胞の表面に存在す

る糖鎖がシグナル伝達に関与していることを考えると、幹細胞の分布が偏在していること

や存在する幹細胞が発現する幹細胞マーカーが異なるのは、必要なサイトカインや生理活

性物質の分泌を制御するためと考えられる。詳細についてさらなる検討が必要である。 

 HAE の細胞表面マーカーに関する我々の先行研究におけるフローサイトメーターによる

結果では、Tra-1-60 陽性細胞は HAE で 7.8％±3.3、SSEA3 は 0.6％±0.5％、SSEA4 は HAE

が 61％±19％、[34]で、これらの結果は、本研究の免疫染色のデーターと一致した。細胞

膜成分であるスフィンゴ糖脂質である SSEA4 が、エピブラスト由来細胞全般に発現するの

に対し、ケラチンサルファートプロテオグリカンである Tra-1-60 を発現する細胞の割合が

SSEA4 に比べ低いのは、分化ステージの違いであることが考えられる。今回使用した幹細胞

マーカーは一般に使用されるマーカーであり、表面マーカーの有意性は理解されているも

のの、これらの標識マーカーだけでは、幹細胞の多様性を分類することが難しい。異なった
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幹細胞マーカーを発現する細胞の性質を解明するためにも細胞表面マーカー以外のいくつ

かの方法を組み合わせてそれぞれの幹細胞を分離する必要があり[55]、今後の課題である。 

 HAE には胚の幹細胞維持に必要な転写因子であり幹細胞のマーカー遺伝子である、

Oct4[32]、Sox2[31,32]]などが発現していた。ES 細胞や iPS 細胞をはじめとする多くの幹

細胞のマーカーとして利用されている[30]ALP 活性により、Area B では ALP 活性、Oct3/4

陽性の２重陽性細胞が存在した。一方で ALP 活性陽性細胞は vimentin に共染色しなかった

ことから、ALP 活性は幹細胞活性を持つ細胞においてのみ見られることは明らかで、Area B

には ALP 活性陽性で Oct3/4 陽性の HAE 幹細胞が存在する事が示唆された。 

 一方で、HAE には上皮系の中間系フィラメント（CK5、CK18）と間葉系の中間系フィラメ

ント vimentin の両方が存在した。Area A では、CK5/CK18 の発現も、ビメンチンの発現も弱

かったのに、 Area B では ビメンチン陽性の細胞が増加し、CK5/CK18 の共陽性細胞や Ck5, 

CK18 に単独で染まる細胞が存在し、Area C では、すべての細胞がビメンチン陽性で CK5 あ

るいは CK18 陽性細胞のみが存在した。この現象を見ると、Area A から Area C に向かって、

次第にビメンチンが増加しているように見える。ビメンチンは間葉特異的なⅢ型中間型フ

ィラメントタンパク質である。ビメンチンは細胞の形を保持し、ストレスに対し体性を示す

事が知られているが、同時に細胞の分化を妨げ、脱分化を保持することが報告されている

［56,57,58］。また、上皮内にビメンチンが発現することにより、上皮特異的なケラチンの

サイプログラミングが起こり，上皮間葉転換を起こすとの報告もある［59,60］。Area C の

HAE ではすべてビメンチン陽性であることを考えると、Area C の HAE は間葉系細胞の特性

［61］を持っているために、細胞間の接着や基質との結合が弱まり、Area C での容積の拡

張を容易にし、結果的に羊膜腔を拡大する事に関与しているとも考えられる。羊膜の HAE に

ビメンチンが陽性であることの意義については、上皮間葉転換をも含めさらに検討する必

要がある。 

これまで、羊膜は、受精後 8 日目のエピブラストから発生してくると考えられていたが、

近年、胚の培養実験から、形態の異なる 2 つの OCT-4 発現細胞群やヒトの胚に存在する多

分化性幹細胞から羊膜が発生してくること[62]が示され、羊膜の HAE の起源の多様性が示

唆された。 

  HAM では Area A および Area B の胎盤付着部の結合組織では緻密層が発達していた。こ

の領域では HAM は、二か所にわかれて分布した。緻密層と網状層との境界に存在する HAM

は、すべて SSEA4 陽性を示した。一方、網状層には散在性に分布する HAM は Sox2 陽性で

あった。網状層における HAM について領域別に幹細胞に関係する転写因子の発現を見たと

ころ、BCRP 以外はすべて（Klf4, C-Myc, OctA, Oct3/4, Sox2）Area C の方に陽性細胞が

多いという結果であった。これらの幹細胞関連転写因子の mRNA の発現は、HAE と HAM の組
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織としての単離を行わずに実施したため、明確な結果を得ることができなかった。BCRP は、

非常に低頻度で存在する組織幹細胞活性を持つ細胞群である SP 細胞（side population 

cell）に存在する ABC トランスポーターの一つである。BCRP が胎盤の合胞体栄養細胞に存

在する事は報告されている[63]が、羊膜の胎盤部に存在する HAM においても BCRP 陽性細胞

が存在する事は報告されていない。BCRP は、低酸素状態での細胞の生存率を高め[64]、ATP

を利用して基質薬物を細胞内から細胞外へくみだすように働くタンパクである。羊膜は胎

盤の表面で絨毛膜板と接着していることを考えると、羊水が羊膜を経て絨毛膜を通り、母体

組織液へ移行し、子宮毛細血管へ入ることで３時間ごとに変わる羊水の羊膜循環にも関与

する可能性が示唆される[65]。 

 以上のように HAM には結合組織内における分布領域が事なる細胞群と、網状層に散在性

存在する HAM 幹細胞が存在し、後者は、さらに Area A/Area B と Area C では性質の異な

る幹細胞群が存在する事がわかった。我々は、既に羊膜由来の HAM 幹細胞にサブクラスが存

在することを認め、FACS を利用し、大きさにより単離する方法を確立し特許を取得してい

る（特許番号:6243738）。今回の研究から、羊膜からそのまま幹細胞を採取するのではなく、

予め採取する羊膜の領域を限定することにより、幹細胞マーカーの発現が異なる細胞を選

択的に採取することが可能となる。 

 microarray の研究[66]で胎児の胎位によって 839 の遺伝子の発現が羊膜の部位により異

なることが示された。羊膜は構造的には、上皮を形成する HAE と結合組織に存在する HAM で

構成される膜状の組織である。しかし、羊膜の部位の違いによって、サイトカインや生理活

性物質の分泌に違いがあるだけでなく［22］、MAPK(mitogen activated protein kinase)や

TGF-βのようなシグナリングパスウェイにも違いが認められており[47]、羊膜は単に妊娠

や出産における分子生物学的な研究だけでなく、炎症などの分子生物学的な研究にも有意

義な組織であると考えられる。 

本研究では、数種類の幹細胞のマーカーを利用し、羊膜の領域における HAE や HAM の幹

細胞マーカーの発現の違いによる HAE 幹細胞や HAM 幹細胞の分布について討論した。そ

の結果、羊膜における HAE 幹細胞は Area A に多く存在すること、異なったマーカーを発現

する HAE が存在する事、Area A や Area B に存在する HAM 幹細胞は他の領域に存在する幹細

胞とは異なった転写因子の発現傾向を示したことなどから、HAE 幹細胞および HAM 幹細胞

が羊膜に均一に分布するわけではなく、幹細胞マーカーの発現が異なった幹細胞の分布（サ

ブクラス）に違いがある可能性が示唆された。羊膜に幹細胞が多く存在する理由や HAE 幹細

胞および HAM 幹細胞のサブクラスの分布についてはさらに検討する必要があるが、羊膜に

存在する HAE 幹細胞や HAM 幹細胞マーカーの発現やこれらの細胞の分布の違いを知ること
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により、必要な部位から、必要な細胞を採取し、再生医療材料源として羊膜の有効性を生か

した活用が期待できる。 

 

結語 

羊膜は領域の違いにより、形態や発現する幹細胞マーカーの異なる HAE 幹細胞及び HAM 幹

細胞が存在することを示した。羊膜に存在する HAE 幹細胞や HAM 幹細胞が発現するマーカ

ーや分布の違いを知ることにより、必要な部位から、必要な細胞を採取し、再生医療材料源

として羊膜の有効性を生かした活用が期待できる。 
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