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研究成果の概要（和文）：　臍帯血移植における生着促進と神経再生を目的として、臍帯組織の間葉系幹細胞
（MSC）および神経幹細胞の局在について検討した。p75NTR陽性細胞の分布およびin vitro解析より、臍帯動脈
周囲組織由来の細胞は神経細胞の再生により高効率に利用できると考えられた。また、胎盤由来組織において移
植後の体内環境を再現したリンパ球増殖抑制試験および炎症性サイトカイン刺激下での免疫抑制因子発現を検討
したところ、臍帯WJ由来MSCが最も免疫抑制効果が高いことが判明した。以上より、臍帯由来細胞は、ライソソ
ーム病の細胞治療において、臍帯血の生着促進や移植後の免疫反応軽減、神経再生に有効であると結論できた。

研究成果の概要（英文）：We examined the localization, phenotype and functional property of 
mesenchymal stem cells (MSC) and neural stem/progenitor cells in umbilical cord (UC). UC is very 
useful source of new cell therapy for the patient of inherited metabolic disease, particularly 
lysosomal disease, to neuronal regeneration, enhance engraftment of hematopoietic stem cells 
transplantation, and allogeneic cell-based therapy of immune disorders included graft-versus-Host 
disease (GVHD). 

研究分野：再生医療
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、臍帯動脈周囲組織由来の細胞は神経細胞の再生が期待できる移植ソースであること、臍帯組織に
は間葉系幹細胞（MSC）が存在し同部位由来MSCは免疫抑制機能が高く移植後の免疫反応抑制が期待できることが
判明した。これより、臍帯は造血幹細胞移植を行う先天代謝異常症、特に神経再生を期待するライソソーム病の
細胞治療に有用であると結論でき、新たな治療法の開発の可能性が高まった。
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１．研究開始当初の背景 
 先天代謝異常症の代表的な疾患であるライソソーム病は、一部の疾患では酵素補充療法
（Enzyme Replacement Therapy: ERT）の開発によって予後は改善されたが、生涯にわたり
頻回の投与を必要とするため莫大な治療費がかかるようになった。また、症例が蓄積するにつ
れて ERTの効果は血流の豊富な臓器に限定され、血液脳関門（Brain Blood Barrier: BBB）
の存在のため、予後に最も重要である神経障害を引き起こす中枢神経の病変には効果がないこ
とがわかってきた。ERT開発以前は、ライソソーム病の一部に対しては造血幹細胞移植による
永続的な欠損酵素補充療法が行われていた。神経症状の発現前で BBB が未完成の乳児期早期
に造血幹細胞移植を行えれば、神経障害にも有効で継続的に移植後の細胞から体内で酵素が補
充されるため根治療法となりうるが、家族内ドナーがいない場合には迅速に移植を行うことは
難しい。また、先天代謝異常症では家族内で HLA が一致してもドナーが保因者や同じ疾患で
あり十分な移植効果が期待できないという問題もある。非血縁移植においては、移植コーディ
ネートの迅速性や HLA 一致率が低くても移植が可能であることから臍帯血が移植細胞源の候
補となるが、臍帯血移植では免疫能が正常な先天代謝異常症では拒絶や生着不全が多いという
問題点がある。加えて、移植には移植前の化学療法による治療関連毒性に加え、移植後の移植
片対宿主病（Graft versus Host disease : GVHD）などの重篤な移植関連合併症があり、それ
による治療関連死のリスクもある。 
これらの問題点に対し、間葉系幹細胞（mesenchymal stem cell : MSC）が新たな細胞治療
ソースとなる可能性が示唆されている。MSC の同時移植による造血幹細胞の生着促進効果が
報告されており、また、移植関連合併症の治療として、MSC による免疫細胞治療が注目され
ている。さらに、血液悪性疾患による造血幹細胞移植と異なり、先天代謝異常症であるライソ
ソーム病では進行性の神経障害の状況が予後に重要であり、MSC はその多分化能から神経障
害に対しても神経修復・神経再生作用が期待できるためである。 
  
２．研究の目的 
本研究では、様々な組織から MSC や間葉系細胞を調整し、その免疫寛容誘導能の検討及び
造血幹細胞生着に関する作用機序の解明を行い、造血幹細胞移植における拒絶低下・生着促進・
免疫細胞治療細胞としての適性および神経細胞障害に対する保護・再生作用を明らかにするこ
とにより、乳児期早期のライソゾーム病患者に対する臍帯血移植をはじめとした造血幹細胞移
植における拒絶低下・生着促進・GVHD軽減と神経再生を目的とした新規細胞治療法の確立と
予後改善をめざすものである。 
 
３．研究の方法 
(1)ヒト臍帯組織における MSC および神経幹細胞の局在について、臍帯を採取後 24 時間以内に
生理食塩水で洗浄し、4℃の 4%パラホルムアルデヒドで 24時間固定した後、OCT コンパウンド
にて包埋した。10μm厚の組織切片標本を作製し、神経堤マーカー(p75NTR)、MSC マーカー (CD90、
CD105、CD146、platelet-derived growth factor receptor β: PDGFRβ)を一次抗体として、
蛍光免疫染色法による免疫組織学的検討を行った。2 次抗体は Alexa Fluor 488 または Alexa 
Fluor 594 (Invitrogen)を、核染色には 4’,6-diamino-2-phenylindole (DAPI, Invitrogen)
を用いた。抗 human von Willebrand factor (vWF)を用いて血管内皮細胞を検出し、臍帯動脈
周囲、臍帯静脈周囲、Wharton jelly（WJ）の 3部位に大別し、多焦点蛍光顕微鏡（Fluoroview 
FV10i,オリンパス）で観察し、これらマーカーの局在を検討した。さらに、臍帯を細切後、コ
ラゲナーゼおよびディスパーゼで 37℃1時間反応させて細胞を分離し、250μmのメッシュで組
織片を取り除いた。細胞をメディウムに回収して遠心分離し、1 x104 個/100 µl を epidermal 
growth factor (EGF)、fibroblast growth factor-2 (FGF-2)、recombinant mouse leukemia 
inhibitory factor (LIF)を添加した DMEM/F12 (Invitrogen)培地で 7-10 日間培養し、ニュー
ロスフェアアッセイおよび神経分化誘導を行った。 
 
(2)ヒト臍帯および胎盤組織における MSC の免疫制御能について、胎盤羊膜上皮由来 MSC（以下
AEC）、羊膜間質由来 MSC（以下 AMC）、臍帯 WJ 由来 MSC（以下 WJ-MSC）を調整して検討した。胎
盤羊膜は機械的に上皮と間質に分離し、ディスパーゼとコラゲナーゼで酵素処理を行った後、2
～3週間培養し、80%confluent 以上でトリプシン処理にて回収した細胞を継代した。臍帯は機
械的に血管を除去した後、メスにて細切し、Explant 法にて WJ-MSC を調製した。2～3週間培養
後、80%confluent 以上でトリプシン処理にて回収した細胞を継代した。臍帯および胎盤は採取
後 2時間以内に調整を開始し、培養後はともに 5継代以内の細胞を用いた。これら MSC と末梢
血単核球を共培養し、リンパ球増殖抑制試験（CFSE-assay)を行った。さらに、胎児付属物由来
幹細胞の免疫制御関連因子の発現を定常状態および Th1 lymphokine (TNFα, IFNγ)刺激下で
real-time RT-PCR により検討した。 
 
なお、本研究では、倫理委員会で承認をうけ、提供者に書面によるインフォームドコンセン
トを十分に行った上で提供された、正常分娩および予定帝王切開術におけるヒト臍帯および胎
盤を使用した。 



 
４．研究成果 
(1)臍帯組織における MSC の分布および神経幹細胞の局在と神経分化能の検討 
ヒト臍帯の組織免疫染色では MSCマーカー陽性細胞の多くは臍帯動静脈内皮直下から筋層付
近および血管周囲の WJ に多く分布する傾向があり、p75NTR 陽性細胞は臍帯動脈内皮細胞直下
に限局して認めた（下表）。臍帯動脈から単離した細胞は神経幹細胞の存在を示唆するニューロ
スフェアを形成した。そのスフェアから双極性に長い突起を伸ばし、機能性神経細胞マーカー
を陽性に示す細胞や紡錘形の形態を示し機能性グリア細胞マーカーを陽性に示す細胞が誘導さ
れた。よって、臍帯動脈周囲組織由来の細胞はライソソーム病の神経細胞の再生に高効率に利
用できると考えられた。 

(2)臍帯、胎盤羊膜上皮および羊膜間質由来 MSC の免疫制御能の比較検討 
直接共培養によるリンパ球増殖抑制試験（CFSE-assay)において、MSC の細胞濃度依存性にす
べての MSC でリンパ球増殖が抑制され、個体差はあるものの、リンパ球増殖抑制作用は WJ-MSC
で高く、AMC では弱い傾向を認めた（下図）。さらに、MSC では定常状態および Th1 lymphokine 
(TNFα, IFNγ)刺激により、免疫制御関連因子 PTGS2、HGF、HLA-E、IDO1、TGF-β1、TRAIL の
発現がみられており、それぞれの発現は個体差が大きかったが、臍帯由来 MSC が免疫抑制因子
の発現が強い傾向がみられ、胎盤由来 MSC における免疫抑制効果は WJ-MSC が最も高いことが推
測できた。よって、臍帯 WJ周囲由来 MSC は臍帯血移植時の免疫制御に有用であり、ライソソー
ム病の細胞治療に利用可能であると考えられた。 
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