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P3−274　心筋再生 療法 にお け るア ロ グ ラ フ ト冂f能 な羊膜間葉系細 胞

慶應大

辻 紘 子，浅 田 弘法 青木 大 輔，吉 村 泰 典

【目的】羊膜 は多分 化 能 を有 し再 生 医 療 へ の 応 用 が期 待 され る と同時 に，免疫寛容能を 有する と考え られ て い る．本研究で は

ヒ ト羊膜由来間葉系細胞 （human 　arnniotic　mesenchymal 　cells ；hAMCs ）が 免疫学的寛容を維持 した ま ま心筋へ 分化 し，ア ロ

グ ラ フ ト可能な細胞源で ある こ とを明 らか にする こ と を目的とする．【方法】hAMCs を樹 立 し EGFP に て 標識後，胎仔マ ウ ス

心筋細胞 との 共培養し，心筋細胞へ の 分化 を拍動の 観察や免疫細胞化学 的染色 RT −PCR に て解析 した．　 Wlstar　rat 心臓 に

hAMCs を移植し，2 か ら 4 週 間後 に HLA −G，　 FOXP3 陽性 Regulatory　T −cell （T −reg ）を免 疫組織化学 的 に 観察す る こ と に

よ り，免疫寛容の 獲得機序 を検証 した．【成績】hAMCs は心筋誘導に よ り自己拍動を開始 し，免疫細胞化学的に心臓特異的な

Troponin−1の 横紋構造が 観察さ れ，　 RT −PCR に て 心筋特異的遺伝予の 発現が 見 られ た，　 hAMCs は Wistar　rat 心 筋 内で 移 植

後 2週 間以 上 生着 し，心筋細胞の 形態を維持 して い た．HLA −G は移植前に Western 　blotに て 発現が観察され た が，移植後 は

必ず しも全 て の 移植例で 観察 され なか っ た．生着した hAMCs の 周 囲 に は T −reg の 発現 が認 め られ た．【結論】hAMCs は 心筋

分化能を持ち，異種移植 で も長期間生 着 して い た．免疫学的寛容の 成 立 には 主 要組 織適合性抗原 の 欠如 ・HLA ・・G の 発現 ・T
−
reg の 誘導の 関与 が示唆 さ れ た．　 hAMCs は拒 絶の な い ア ロ グ ラ フ トと して 心筋再生医療 で有用な細胞源 と なりうる と考え

られ た．

P3 −275　羊膜か ら樹 立 した 細胞株 （HAM ）の 神 経細 胞 へ の 分化 誘 導 の 検討

石渡産婦人科病院

玉 川 朝治 T 時枝由布子，佐藤智子，岡根夏美，石渡　巌，石渡千恵子，石渡　勇

【目的】羊膜細胞には幹細胞が含まれる との 報告が あり，また本学会にお い て HAM 細胞 の 骨芽細胞へ の 分化誘導 に 報告を し

た．今回 我々 は外胚葉由来で ある 神経細胞へ の 分化誘導を 試み た．【方法】イ ン フ ォ
ーム ドコ ン セ ン ト施行後，胎 盤 よ り羊膜を

採取 し，PBS で 3回洗浄，ハ サ ミで 細切 し，0．25％trypsin−EDTA で 45 分間酵素処理 を行い ，その 後 1．Omg〆ml 　collagenase ，
0．1％ （WIV ）dispase，0．1％ （W ／V ）papain含有の α MEM 培養液で 60分 間酵素処理 を行っ た．フ ィ ル トレ

ー
シ ョ ン し，10

ng ／ml （hEGF ＋ hLIF），10％FBS 含有 aMEM で培養 した．樹立した細胞株を HAM と名付けた．神経細胞へ の 分化
・誘導は，

コ ン フ ル エ ン トに な っ た 後に，分化誘導培養液 1 として，2mM 　glutamin，10ng／m 　EGF ，10ng／ml 　FGF −2，1xN2　supplement ，
10％FBS 含有 αMEM で 48時間培養後，　 PBS で 洗浄 し t 分化誘導培養液IIと して，2mM 　glutamin ，1xN2 　supplement ．200

geM　BHA ，1mM 　dbcAMP ，0．5mM 　IBMX ，　 lprVI　all−trans 　retinoic 　acid ，10％ FBS 含有 αMEM で 96時 間培養 した．神経細胞

へ の 分化誘導 の 有無 を調べ る た め に，RT −PCR に よ り 11個 の神経細胞特異的マ
ー

カ
ー

の mRNA の 発現 を調べ ，タ ン パ ク質

の 発 現 を調 べ る た め ，NSE ，　 Tujl，　 MAP2 ，　 GFAP ，　 MBP の 免疫染色を行っ た．【成績】分化誘導を行っ た HAM 細胞 は，樹

上 突起や 神経 細 胞体様構造が 見られ，神経細胞様細胞へ と形態変化 が 見 られ た．RT−PCR の 結 果 T 分化誘導後 に神経細胞特異

的な多 くの mRNA の 発現 を確 認 した，ま た 同様 に分化誘導後 は免疫染色の 結果すべ て は 陽性 で あっ た，【結論】HAM 細 胞 の

神経細胞へ の 分化誘導に成功 した．細胞移植療法 と し ての 羊膜の 再生医療へ の 応用が 期待される，

P3−276　羊膜 よ り樹立 した 細胞株 （HAM ）の 肝 細 胞様細胞へ の 分化誘導 の 検討

石渡産婦人科病院

石渡　勇，玉 川朝治，時枝由布子，佐藤智子，岡根夏美，石渡　巌，石 渡 丁
・
恵 子

【目的】本学会に お い て，骨芽細 胞 へ の 分 化 誘 導 の 成 功 を報 告 した．HAM 細 胞 の 三 胚葉へ の 分化誘導 の 試み の 1 つ と して ，
今 回 は 内胚葉 で あ る 肝細胞へ の 分化

・
誘導 を試み た．【方法】イ ン フ ォ

ーム ドコ ン セ ン ト施行後，胎盤 よ り羊膜を採取し，PBS

で 3 回洗浄，ハ サ ミ で細 切 し．O．25％trypsin−EDTA で 45 分聞酵素処理 を 行っ た．そ の 後 遠 心 し，1．Omg／ml 　collagenase ・1％

（WfV ）dispase・1％ （W ／V）papain 含有 αMEM 培養液で 60分間酵素処理を行 っ た．フ ィ ル トレーシ ョ ン し，洗浄後 10ng／
ml （rhEGF ＋ rhLIF ），

10％ FBS 含有 α MEM で 培養 した，樹 立 した細 胞株 を HAM と 名付 けた ．肝細胞へ の 分化 ・誘導は，
HAM 細 胞 を collagen 　typelcoating した 60mm シ ャ

ー
レ に コ ン フ ル エ ン トに な っ た 後 に 20ng／m1 　HGF ・10ng／ml 　FGF −2 ・

10ng／m 且oncostatin 　M ・100nM 　dexamethasone，10units／mlheparin 　sodium 　salt，10％ FBS 含有 aMEM 培養液 で 3週 間培 養

した．RT −PCR に よ り，17個 の 肝繝胞特異的 マ
ーカーを 用 い ，　mRNA の 発現を調べ た．またタ ン パ ク質の 発現 を調べ る ため

に，α
一FP，　 albuInin と CK18 の 免疫染色 を行 っ た，また 細胞内の グ リコ ーゲ ン の 貯蔵 を調 べ るた め に ，　 PAS 染色を行っ た．

【成 績】RT −PCR の 結 果，分 化 誘導後に多 くに 肝細胞特異的マ
ー

カ
ー

の 発現を確認 した．しか し発現が確認で きな か っ た もの

も見られた，免疫染色 の 結果，分化誘導後 は α
一FP，　albumin ，　CK18 は 陽性 で あ り，また PSA 染色 も分化誘導 を行っ た 方は，

強陽性で あっ た．【結論】HAM の 肝細胞様細胞へ の 分化誘導に 成功 した．よっ て HAM は未分化な肝細胞様細胞含 まれる こ と

が 示唆 され た．再 生 医療の 細 胞 ソ
ース と して，有効 で ある 可 能性が 示唆 され た．
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