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研究成果の概要（和文）：出生後の細胞移植治療を効果的に行うため、免疫システム確立前の胎児に、特定の細
胞を暴露させることで、それらに対する免疫寛容を効率的かつ安全に誘導する方法を開発することを目的として
研究を行った。
マウスモデルを用いて、絨毛内細胞移植により、胎児にその移植した幹細胞に対する免疫寛容が誘導できること
を示し、論文として発表した。

研究成果の概要（英文）：Induction of immunological reactions is a major problem in replacement 
therapies for inherited protein deficiencies. Tolerance created in utero can facilitate postnatal 
treatment. In this study, we show that  cell transplantation into the chorionic villi under 
ultrasound guidance in the earliest gestation can induce immune tolerance towards a foreign protein 
within rodent models. 

研究分野：胎児治療
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１．研究開始当初の背景 
先天性表皮水疱症（DEB）は、VII型コラー
ゲンやラミニンなどの皮膚基底膜の接着因
子の欠損によって起こる。重症例では出生直
後から症状を呈し、皮膚の剥離を繰り返すこ
とによって、指の癒合、関節の拘縮、最終的
には皮膚有棘細胞癌を高頻度に発症する。根
治療法はなく対症療法のみで、予後は不良で
ある。 
近年、DEB に対して骨髄移植治療が臨床レ
ベルで試みられ、症状の改善が認められたと
報告されている。当施設でも昨年度より、成
人 DEB 患者に対して、母体由来の骨髄細胞
移植の臨床治験が行われている。しかし、骨
髄細胞移植療法の最大の問題点は、移植細胞
あるいはその細胞が産生する新生蛋白に対
する免疫反応により、拒絶反応が起こり、治
療効果が時間経過とともに消失することで
ある。 
申請者グループは、マウスモデルで、妊娠中
期の胎児に直接骨髄細胞を静脈内投与する
ことで、胎児に移植細胞に対する免疫寛容が
誘導されることを示した。(Chino et al. 2008)
さらに、移植した細胞の一部（おそらく間葉
系幹細胞）が、線維芽細胞へ分化し、VII 型
コラーゲンを産生することも示した。この方
法を DEB モデルマウス(DEB-COL7)に応用
し、生存日数がのびることも示した。しかし
ながら、将来的に本方法を臨床応用する場合、
ヒト胎児期で安全に移植細胞を静脈内へ投
与できるのは妊娠 18週前後である。しかし、
ヒト胸腺内での T 細胞の成熟が、妊娠 7-12
週頃から起こることを考慮すると、より妊娠
早期からの介入が望ましい。 
現在、ヒト胎児診断・治療で、最も早期に施
行される妊娠子宮への侵襲的手技は絨毛検
査である。一般的に妊娠 11-13週の間に施行
される。その時期には、ヒト胎児では、胸腺
は発生段階にあり、未だ免疫系は確立してい
ない。よって、その時期に移植細胞を暴露さ
せることができれば、胎児に移植細胞、また
その移植した細胞が産生する蛋白に対する
免疫寛容を誘導させることが理論的に可能
である。 
 
２．研究の目的 
出生後の細胞移植治療を効果的に行うため、
免疫システム確立前の胎児に、特定の細胞を
暴露させることで、それらに対する免疫寛容 
を効率的かつ安全に誘導する方法を開発す
ることを目的とする。そのために、 
1. 絨毛検査（CVS）の手技を応用して免疫
システムが確立する前の胎児に細胞を
暴露させて、細胞あるいはそれが産生す
る新生蛋白に対する免疫寛容を誘導さ
せること。 

2. 絨毛内に各種幹細胞（骨髄細胞・血液幹
細胞・間葉系幹細胞）および非幹細胞を
移植してそれぞれの免疫寛容誘導の特
徴を比較すること。 

3. 自然現象である妊娠中の母子間細胞移
行が免疫寛容誘導に応用できるかを検
討すること。 

 
３．研究の方法 
①皮膚移植の生着 
GFP 骨髄細胞(H2Kb+)を妊娠発生初期（妊娠 10
日目）の BALB-C 胎仔マウス(H2Kd+)の絨毛内
に同系細胞移植する。出生後１ヶ月後に、GFP
トランスジェニックマウス(H2Kb+)の皮膚を
移植して、異系移植片の生着率を調べる。
Positive Control として、細胞移植後 BALB-C
マウス(H2Kd+)に BALB-C マウス(H2Kd+)の皮膚
を同系移植し、Negative Control として、
Naïveの生後１ヶ月 BALB-C マウス(H2Kd+)に、
GFP トランスジェニックマウス(H2Kb+)の皮膚
を異系移植して、生着率を比較する。 
 
特定タンパクに対する免疫寛容誘導の確認。 
① 抗 GFP 抗体の測定 
上記方法にて、GFP 骨髄細胞を妊娠発生初期
（妊娠 10 日目）の C57BL6 胎仔マウスに細胞
移植する。出生６週間後に、GFP トランスジ
ェニックマウスの皮膚を移植する。Negative 
Control として、Naïveの C57BL6 マウスを用
いる。それぞれ皮膚移植後４週間後に採血し、
血中の抗 GFP抗体価を ELISA によって測定す
る。 
② GFP に対する Cytotoxic T-Cell (CTL) 
Assay  
上記方法にて、GFP 骨髄細胞を妊娠発生初期
（妊娠 10 日目）の C57BL6 胎仔マウスに細胞
移植する。出生 10 および 11 週間後に GFP 骨
髄細胞を用いて boost し、出生後 13 週間後
に脾臓より T リンパ球を採取し、GFP 骨髄細
胞を用いて、ELISPOT アッセイを行い、GFP
蛋白に対する細胞免疫寛容の有無を調べる。 
 
 
４．研究成果 
①超音波高解像度イメージングシステムを
用いて胎仔マウスへのインジェクションシ
ステムを確立し、安定して妊娠初期の胎盤内
へ細胞移植できるようにしたこと。 
②上記システムを用いて、妊娠初期マウス胎
盤内に GFP 陽性骨髄細胞を移植し、出生マウ
スにGFPに対する免疫寛容が誘導されること
を示した。 
③胎盤内細胞移植による免疫誘導のために
は、胎児側胎盤に細胞移植する必要があるこ
とを示した。 
④C57BL6の生後1日目の新生仔マウスを用い
た細胞移植による免疫寛容誘導実験により、
免疫寛容の誘導のためには、幹細胞の移植が
必要であり、非幹細胞では免疫寛容が誘導さ
れないことを示した。 
⑤同モデルを用いて、間葉系幹細胞によって
も免疫寛容が誘導されることを示した。 
⑥同モデルに PDGFαKI マウスの血液幹細胞
と間葉系幹細胞をそれぞれ細胞移植するこ



とにより、特定の蛋白に対する免疫寛容を誘
導するためには、その特定蛋白を発現してい
る、あるいは分化後に発現する幹細胞を移植
する必要があることを示した。 
⑦PDGFαKI 雌マウスと C57BL6 雄マウスを交
配させることで、間葉系幹細胞に特化した母
体胎児間マイクロキメリズムマウスモデル
を作成した。 
⑧同モデルにより、一部のF1マウスに母体胎
児間マイクロキメリズムによる間葉系幹細
胞に由来する免疫寛容誘導があることを示
した。 
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