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研究成果の概要（和文）：臍帯血由来間葉系幹細胞(MSC)を５株樹立した。増殖特性、clonological 

ability は MSC 株ごとに異なり、５株中４株が治療量としての細胞数に到達したが、残り１株

の増殖は不良であった。凍結保存 MSC の解凍後の増殖は速やかであり、増殖動態は各 MSC

の凍結保存前と同等であった。しかしながら、凍結保存の１株において染色体異常が検出され

たことから、今後は継代期間と凍結保存による染色体異常への影響を検証する必要があると思

われた。 

 
研究成果の概要（英文）：In this study, we isolated 5 clones of mesenchymal stem cells from human 

umbilical cord blood. Four clones yielded MSC with more than 1,000-fold expansion capacity after 

cryopreservation as well as before cryopreservation. Chromosomal analysis showed an abnormal 

karyotype in one clone after freezing. Further studies are needed to investigate the risk of prolonged 

culture periods and cryopreservation for the safety of MSC cell therapy. 
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１．研究開始当初の背景 

 間葉系幹細胞は主要組織適合抗原非拘束
性の免疫抑制活性を有していることが知ら
れ、造血幹細胞移植後の移植片対宿主病の治
療への応用が期待されている。国外ではすで
に骨髄由来間葉系幹細胞を用いた臨床試験
が開始されている。このような臨床試験を強
く後押ししたのが、スウェーデンからの報告
である（Lancet 363:1439-1441, 2004）。同
報告によると、非血縁者間同種骨髄移植後に

重症急性移植片対宿主病を合併した患者に
対し施行された強力な免疫抑制剤による治
療はいずれも無効であった。著者らは主要組
織適合抗原不一致の母をドナーとして骨髄
を採取し、その中から増幅培養することによ
り得られた間葉系幹細胞を重症急性移植片
対宿主病の患者に投与した。患者は間葉系幹
細胞投与に伴う重篤な副作用を発生させる
ことなく、速やかに急性移植片対宿主病の症
状から解放されたのである。その後多数例を
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対象とした同治療法の効果を支持する第 II
相臨床試験の結果が報告されている（Lancet 
371:1579-1586, 2008）。この臨床試験におい
ては、対象となった 55例中の 39例において
有効であった（このうちの 30 例で著効）と
報告され、客観的なエビデンスが集積されつ
つある。 
 重症急性移植片対宿主病を合併した非血
縁者間同種骨髄移植後患者や臍帯血移植後
患者において、速やかに間葉系幹細胞療法が
開始されるために、間葉系幹細胞源をドナー
骨髄に求めることは困難であり、実際的であ
るとはいえない。臍帯血由来間葉系幹細胞が
主要組織適合抗原非拘束性の免疫抑制活性
を有していることが確認されれば、上記のよ
うな骨髄移植患者や臍帯血移植患者に対し
ても、応用可能な治療法であることが期待さ
れる。 
 非血縁者間臍帯血移植は非血縁者間骨髄
移植に肩を並べるまでに発展しつつあるが、
骨髄と大きく異なる弱点は生着不全の頻度
が 10-20%と高いことである。この問題点の解
決策のひとつとして、生着不全が疑われた症
例に対する間葉系幹細胞の輸注が考えられ
ており、すでに有効性を支持する骨髄由来間
葉系幹細胞輸注症例の報告も認められる
（Leukemia 21:1733-1738,2007）。本邦にお
いては、複数臍帯血移植の臨床試験が現在進
行中であるが、この方法において生着不全の
課題が解決できない場合には、もうひとつの
選択肢として、臍帯血と同時に間葉系幹細胞
を移植する方法は十分検討に値する治療手
段ではないかと考えられている。 
 

２．研究の目的 

 同種造血幹細胞移植後患者における重症
移植片対宿主病の治療や非血縁者間臍帯血
移植における生着不全の回避を目的とした
これまでの間葉系幹細胞治療においては、ド
ナー骨髄由来間葉系幹細胞を体外増幅後に
患者に輸注される方法により行われていた
が、特に非血縁ドナーに対し間葉系幹細胞の
ソースである骨髄をあらためて提供依頼す
ることは極めて困難である。そこで迅速な臨
床適用を可能にするための臍帯血由来間葉
系幹細胞バンクが確立されれば、すでに医療
用として整備された公的臍帯血バンクと同
様の品質管理やロジスティクスに倣い、速や
かに移植医療機関に間葉系幹細胞を提供す
ることができると考えられる。本研究におい
ては、効率の良い臍帯血由来間葉系幹細胞株
の樹立と、増幅後に凍結保存された臍帯血由
来間葉系幹細胞の品質を検証することを目
的とする。 

 

３．研究の方法 

(1) 臍帯血由来間葉系幹細胞の対外増幅 

 東北大学医学部倫理委員会および特定非
営利活動法人宮城さい帯血バンク（現さい帯
血バンクサポート宮城）倫理委員会承認下に、
同バンクより移植適応外臍帯血の譲渡を受
ける。臍帯血より Hydroxyethylstarch(HES)
法により白血球分離後、Ficoll-Paque 比重遠
心法により単核球を分離する。単核球は
1x106/cm2の密度で 40 cm2/dish に播種し培養
を開始する。Complete mediumとしては、
MesenCultTM Basal Medium に Mesenchymal 
stem cell (MSC) stimulatory supplements
を加えたものを用い、また MSC グレードの胎
児ウシ血清(FCS)を 20%濃度にて添加する。初
期培養においては、単球の dish への付着を
抑制するために dexamethasone(10-7M)を添加
する。増殖した細胞が confluent になるまえ
に、0.05% trypsin-EDTA 処理により回収し、
3,000-4,000 cells/cm2の細胞密度で植え替
えを行い(40 cm2/dish)、継代１とする。得ら
れた細胞集団はフローサイトメトリー法に
より、CD166、CD105、CD44、CD29、CD73、CD62L、
CD34、CD45 の発現を測定する。また CFU-F コ
ロニーアッセイ法を用い、May-Grunwald 
-Giemsa 染色後に間葉系幹細胞コロニー数を
測定する。脂肪細胞、軟骨細胞、骨細胞への
分化能実験には Differentiation Media 
BulletKits (Adipigenic, Chondrogenic, 
Osteogenic の各 kit, Lonza)を使用する。染
色体分析は Gバンド法により行う。 
(2) 臍帯血由来間葉系幹細胞の凍結保存 

 継代培養ごとに細胞凍結保存液セルバン
カーを用いて、バイアルにより凍結保存する。
バイアルは-85℃超低温フリーザー内での静
置法により凍結する。 

(3)凍結保存間葉系幹細胞の培養 

 凍結保存間葉系幹細胞の入ったバイアル
は 37℃恒温槽にて急速解凍し、complete 

medium にて洗滌後、初期培養と同様の方法
で培養を再開し、増殖特性、CFU-F コロニー
アッセイ、染色体分析を実施する。 
 
４．研究成果 
(1) 臍帯血由来間葉系幹細胞の樹立 

 採取から培養開始までの時間の短い臍帯
血を選択した（5.5-9.0 時間）。持続的な増殖
が確認できた2件については継代毎に一部を
凍結保存し、一部を 1x105/40 cm2/dish とし
て培養を継続した（図１）。2 件の臍帯血か
ら得られた MSC は 5株であり、フローサイト
メトリー解析によるそれらの表現型はいず
れも CD29+CD44+CD73+CD105+CD166+CD34-CD45- 
CD62L- であった（図２）。増殖特性は 5株の
うちの 2株(MSC4189-3, MSC4189-4)が継代６
以上で>25 cumulative population doubling 
level (PDL)と増殖が良好であったのに対し、
残りの3株(MSC4093, MSC4189-1, MSC4189-2)
は継代４以上で<15 PDL と前 2 株に比較して



増殖は弱かった（図３）。また継代毎の CFU-F 
assay (1,000 cells/plate で評価)において
は、MSC4189-3 と MSC4189-4 の 2 株は継代３
までは>30 コロニー(56 コロニー, 37 コロニ
ー)と clonological ability は高かったが、
後者の 3株では、継代３以上では 2 コロニー
以下と colony forming ability(CFA)は低か
った（図４、図５）。以上、PDL と CFA とは
一致する結果を得た。継代４までの累積細胞
数は MSC4189-3 で 1.5x1010, MSC4189-4 では
1.6x1010, MSC4189-1 では 2.8x108,MSC4189-2
では 1.6x108 と治療量としては十分量の細胞
数に到達したが、MSC4093 のみは 5.2x106と治
療量としての十分な細胞数には到達しなか
った。 
(2) 凍結保存間葉系幹細胞の性状 

 樹立から約１年間-80℃超低温冷凍庫に凍
結保存した 5株を順次解凍し、初代培養株と
同等の増殖特性を有するかどうかを検討し
た。1x105/40 cm2 dish にて培養を継続し、
Complete medium としてはこれまでどおり
MesenCultTM Basal Medium に MSC Stimulatory 
Supplements を加えたものを使用し、これに
MSC グレードの FCS を 20%にて添加した。解
凍後の MSC の増殖は速やかであり、凍結保存
MSC4189-3およびMSC4189-4（以下MSC4189-3F
および MSC4189-4F）の増殖特性は>25 PDL で
あり、初代培養株と同等であった（図６）。
また凍結保存 MSC4189-1、MSC4189-2 および
MSC4093（以下 MSC4189-1F、MSC4189-2F およ
び MSC4093F）の増殖特性は継代４以上で<15 
PDL と、それぞれ初代培養株と同等であり、
増殖は弱かった（図６）。また継代毎の CFU-F 
assay においては、MSC4189-3F と MSC4189-4F
の 2株は初代培養株と同等で、継代３までは
>30 コロニー (33 コロニー, 41 コロニー)と
clonological ability は 高 か っ た が 、
MSC4189-1F と MSC4189-2F では、継代３以上
では 2 コロニー以下と初代培養株と同様に
CFA は低かった（図７）。MSC4093F では継代
１の段階で 1 コロニーであった。以上、凍結
保存の 5株においても、初代培養株と同等に
PDL と CFA とは一致する結果を得た。解凍後
の継代４までの累積細胞数は MSC4189-3F で
1.5x106 倍 , MSC4189-4F で は 0.9x106

倍 ,MSC4189-1F で は 3.6x104 倍 （ 継 代
３）,MSC4189-2F では 2.2x103倍で治療量とし
ては十分量の細胞数に到達したが、MSC4093F
のみは治療量としての十分な細胞数には到
達しなかった。凍結保存の５株について、解
凍後培養早期の段階（MSC4189-3F/継代１,   
MSC4189-4F/継代２, MSC4189-1F/継代１, 
MSC4189-2F/継代２）で G-banding による染
色体分析を実施した。核板が得られた４株中
３株は正常核型であったが、１株で核型異常
46,XX,add(6)(p21)が認められた。この MSC
は初期培養後継代２の段階で凍結保存され

たものであり、解凍後培養継代２で染色体分
析が行われた。以上の結果より、初期培養で
増殖能が高い株は凍結保存、解凍後において
も同等の増殖能を保持することが明らかと
なった。しかしながら、一部の凍結保存株に
おいて染色体異常が検出されたことから、今
後は継代期間と凍結保存による染色体異常
への影響を検証する必要があると思われた。 
 
 
図１ MSC4189-3 の形態（replating 8 日後） 

 
 

 

 

図２ 表面マーカー分析（MSC4189-3） 

 

 
 

 

 



図３ 増殖特性（凍結前） 

 
 

 

 

 

図４ MSC コロニー（May-Grunwald-Giemsa

染色、20X） 

 
 

 

 

 

図５ コロニー形成能（凍結前） 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

図６ 増殖特性（凍結後） 

 
 

 

 

図７ コロニー形成能（凍結後） 
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