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研究成果の概要（和文）：先天性横隔膜ヘルニア(CDH)は、新規治療開発を最終目標に、中動物(ウサギ)を用い
既に臨床応用されているTracheal occlusion (TO)を行った上で、MSC由来EVs投与を投与した際の治療効果につ
いて研究を行う予定であった。静脈麻酔下でウサギ胎児に対するTOは、成功率の安定化が得られた。一方、MSC
の実験では、以前より使用経験のあるラット肺芽を用い、エクソソーム抽出前にMSCの持つ直接作用、paracrine
作用の効果の違いを確認する事にしたが、肺芽表面積および分岐数において有意差を認めず、エクソソーム抽出
まで進む事ができなかった。

研究成果の概要（英文）：For congenital diaphragmatic hernia (CDH), with the ultimate goal of 
developing a new treatment, tracheal occlusion (TO), which has already been clinically applied using
 medium animals (rabbit), was performed, and MSC-derived EVs were administered. It was planned to 
conduct a study on treatment effects. TO on fetal rabbits under intravenous anesthesia resulted in a
 stable success rate. On the other hand, in the MSC experiment, we used rat lung buds, which we have
 used before, to confirm the difference in the effects of direct and paracrine actions of MSCs 
before extracting exosomes. No significant difference was observed, and it was not possible to 
proceed to exosome extraction.

研究分野：小児外科

キーワード： 間葉系幹細胞　エクソソーム　先天性横隔膜ヘルニア　羊水腔投与　ラット
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
CDHの胎児治療において、TOは生存率は49％と救命率はまだ低く、新規胎児治療開発が急務である。今回の実験
では、MSCの持つ直接作用、paracrine作用の効果の違いについては有意差は認めなかったものの、肺成熟効果を
保つ事は確実であり、今後の新規治療法開発に向けて期待のできる細胞ソースであると思われた。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

先天性横隔膜ヘルニア(CDH)の重度肺低形成に対する胎児治療として、Tracheal 

occlusion(TO)を胎児期に行う治療(FETO)が欧米を中心に臨床応用されており、FETO

未施行例では生存率 24%に対し、FETO 施行例では 49%であった(Semin Fetal 

Neonatal Med 19: 338-48, 2014)。この救命率はまだ低く、更なる向上には、新規の胎

児治療を開発する必要が急務である。近年、間葉系幹細胞(MSC)が再生医療・細胞治療

におけるソースとして注目されている。MSC は間葉組織に存在する幹細胞であり、組

織障害の修復能を有しており、既に動物実験レベルでは肺障害モデルや低酸素誘発性肺

高血圧症モデルに対してMSCの治療効果が報告されている。我々はMSCが CDHに

おける低形成肺の重症度を軽減することを証明してきたが、MSC の作用機序として①

MSC の多分化能を活かして障害組織を置き換える作用、②MSC から分泌される液性

因子による組織修復作用に大別される。したがって、我々は次の実験としてMSCの臨

床応用に向け治療効果の背景にある分子メカニズムを追求する。 
 
２．研究の目的 
臨床努力にも関わらず、依然致死率の高い先天性横隔膜ヘルニア(CDH)に対する胎児治療の可

能性について検討することを目的とする。間葉系組織由来の幹細胞(MSC)には、肺成熟を促す効

果が報告されており、申請者らの他研究分野におけるMSCの使用経験を基に CDHモデルラッ

トを用いて、MSCの肺成熟への関与を検討する。 

 
３．研究の方法 
成熟 SDラットを一晩交配させ、膣栓陽性であった雌ラットを妊娠 0日とする。妊娠 SDラット

に対し妊娠 9.5 日に nitrofen100mg を Olive oil に溶解させ、 イソフルランによる全身麻酔下

に経口胃管を通して１回投与する。妊娠 13.5日に cesarean sectionを施行し子宮を摘出する。

cesarean sectionの際、ソムノペンチルを過剰投与することで苦痛を与えず犠牲死させる。摘出

子宮から摘出した胎仔より肺芽を摘出し、Mesh Insert上で肺芽を 72時間気液界面培養し，24

時間毎に形態学的評価（肺芽表面積：Surface，肺芽分岐数：Budding）を行う．培養後肺芽と

培地を凍結保存し、標的液性因子(VEGF，FGF-10，TGF-β)の定量評価を行う． 

肺培養条件によって control、MSC Co-culture、MSC Separate-cultureの３群に分けて比較検

討する。肺芽培養前日にMesh Insertの表裏一方に human Aminiotic FluidBMSC(hAFMSC) 

を 1E4/㎠散布し，培養。肺芽培養面に hAFMSCを培養した群をMSC Co-culture、肺芽培養面

の裏面に hAFMSC を培養した群を MSC Separate-culture，hAFMSC と共培養していない群

を controlとした．3群比較は Steel-Dwass検定(P<0.05)で行った。 
 
４．研究成果 

CDHラットの肺芽の気液界面培養は成功したが、成功率が上昇せず、培養条件の検討が必要と

考えられた(図 1)。同一母体で培養成功した Control(n=3)、MSC Co-culture(n=4)、MSC 

Separate-culture(n=4)の比較では肺芽表面積の増加率は Control2.83、MSC Co-culture3.35、

MSC Separate-culture3.54。肺芽分岐数の増加率は Control4.56、MSC Co-culture8.43、MSC 

Separate-culture11.14といずれも有意差は認めなかった(図 2、3)。Mesh InsertにおけるMSC

の培養条件や培地条件も試行錯誤したが、形態学的評価では有意差を認めず、標的液性因子の定

量評価には至らなかった。 
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