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研究成果の概要（和文）：胎仔の横隔膜欠損を確認したものをCDH群とした。間葉系幹細胞を採取し、母獣の子宮静脈
内に注射し、胎仔の横隔膜欠損を確認したものをMSC投与-CDH群とした。MSC投与-CDH群では、CDH群と比較して肺胞中
隔や末梢肺動脈の中膜径の有意な菲薄化を認めた。また、MSC投与-CDH群では、CDH群と比較して肺胞面積は拡張してい
た。MSC投与によってCDHの低形成肺が成熟した可能性があるものと考えられた。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study was to evaluate the efficacy of MSCs in a nitrofen-induced C
DH rat model.Pregnant rats were exposed to nitrofen on E9.5. MSCs were isolated from the eGFP transgenic r
at lungs. The MSCs were transplanted into the nitrofen-induced E12.5 rats via the uterine vein, and the E2
1 lung explants were harvested. The study animals were divided into three: the control group, the CDH grou
p, and the MSC-treated CDH group. The specimens were morphologically analyzed using HE and immunohistochem
ical staining. The alveolar and medial walls of the pulmonary arteries were significantly thinner in the M
SC-treated CDH group than in the CDH group. The alveolar air space areas were larger than in the CDH group
. MSC transplantation potentially promotes alveolar and pulmonary artery development, thereby reducing the
 severity of pulmonary hypoplasia.
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１．研究開始当初の背景 

 先天性横隔膜ヘルニアは小児外科領域で
は比較的予後不良な疾患であり、未だ生存率
は約 80%に満たない。予後を規定する病因は、
肺胞と肺血管の未熟性に伴う新生児遷延性
肺高血圧症である。これらの発生学的問題点
を克服するため、今日、動物実験でその効果
が実証されてきた FETO が臨床応用され、欧
州・北米を中心とする TOTAL trial が実施さ
れているが、未だ重症例に対する有効性を確
認するには至らない。 

 一方、最近の再生医療の進歩に伴い、胚性
幹細胞や人工多能性幹細胞の臨床応用も現
実味を帯びてきている。我々が関与する先天
性疾患や形態異常を持つ疾患領域では、気管
などの形態的な役割を担う臓器において、細
胞治療と細胞工学を組み合わせた方法によ
り臓器を再生した報告も認められるように
なっている。 

しかしながら、細胞を分化・制御して移植

する方法は、複雑な形態と機能を有する高次

器官においては困難である。そこで今回の研

究では、幹細胞をそのまま移植し、分化は生

体内に委ねる方法が最も簡便で適切であると

考えた。 

胚性幹細胞や人工多能性幹細胞は、多分化

能を有するが、長期投与における安全性や免

疫の問題があるため、免疫寛容を有すると言

われている間葉系幹細胞を胎児の骨髄から採

取して抽出し、肺に投与する計画とした。 

実験経過において、胎児骨髄からの間葉系

幹細胞の採取は困難を極めたため、母獣肺か

ら間葉系幹細胞を採取し、胎児期に母獣に投

与することで胎児肺の低形成肺が改善するか

を検討した。 

 

 

２．研究の目的 

この研究の目的は、間葉系幹細胞を胎児期
に投与する事によって、ニトロフェン投与先
天性横隔膜ヘルニアモデルラットの低形成
肺が改善を示すか否かと検討する事が、研究
の目的である。 

 

 

３．研究の方法 

（実験モデル動物作成と実験方法） 

胎生 9.5日目に 100mgのニトロフェンをオリ

ーブオイル 1ml に溶解し、母獣の胃内に投与

し、胎生 21 日目に母獣を犠死せしめ、胎仔の

横隔膜欠損を確認したものを横隔膜ヘルニア

モデルラット（CDH 群）とした。 

コントロール群（Control 群）として、胎生

9.5 日目に母獣の胃内にオリーブオイル 1ml

を入れたものをコントロール群とした。 

eGFP 成獣ラット肺から間葉系幹細胞を採取
し、培養、増殖させた。間葉系幹細胞の確認
は、細胞培養により多分化能を有することを

確認すること、フローサイトメトリーで細胞表面マー
カーを確認すること、細胞を染色することで確認を行
った。 

胎生 12.5 日目に母獣を開腹し、母獣の子宮静脈内に

間葉系幹細胞を注射した後に閉創し、胎生 21 日目に母

獣を犠死せしめ、胎仔の横隔膜欠損を確認したものを

間葉系幹細胞投与-横隔膜ヘルニアモデルラット（MSC

投与-CDH 群）とし、コントロール群、CDH 群、MSC-

投与 CDH 群として 3 群に分類した。3 群の胎仔から摘

出した肺をヘマトキシリン・エオジン染色（H.E.染色）、

抗 PCNA 抗体、抗 Sp-C 抗体、抗-SMA 抗体を用いた

免疫染色を行い、形態的評価を行った。 

 

 
４．研究成果 
 
１）間葉系幹細胞の形態と特徴 
eGFP 成獣ラット肺から抽出した間葉系幹細胞をカル
チャーディッシュに散布した。細胞は紡錘形を呈して
おり、線維芽細胞のような形態であった。（Figure1-A）
加えて、細胞はカルチャーディッシュに接着し、ディ
ッシュ内でコロニーを形成し、増殖した。 (Fig. 1b).  

 

Figure1. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Passage 3 の MSC 培養経過では、 単形性外観し、細
胞は骨芽細胞、脂肪芽細胞、軟骨芽細胞へと分化した。
骨芽細胞は Alizarin Red 染色(Figure2-A)、脂肪芽細
胞は Oil  Red O 染色 (Figure2-B)、軟骨芽細胞は
Alcian blue 染色（Figure2-C）で確認した。 

 

Figure2. 
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 さらにフローサイトメトリーにおいて、各
種細胞表面マーカー（CD29、CD90、CD106、
CD45）に関する解析を行った結果、CD29、
CD106 に関しては陽性、CD90、CD45 に関し
ては陰性の結果が出た。(Figure3) 
 

Figure3. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

また、抗 vimentin 抗体と抗 a-SMA 抗体にて
細胞染色を行った結果、vimentin に陽性であ
り(Figure4-A)、a-SMA に陰性の結果が得られ
た。(Figure4-B) 

 

Figure4. 

 

 

 

 

 

 

 

 

これらの結果から、ラット成獣肺から抽出さ
れた幹細胞が、鑑別を必要とする繊維芽細胞
や骨髄幹細胞ではなく、多分化能を有する間
葉系幹細胞であることが示された。 

 

 

２）肺胞間質の評価 

コントロール群、CDH 群、MSC-投与 CDH

群に分類し、各々を H.E.染色によって形態学
的評価を行った。 

MSC 投与-CDH 群では、CDH 群と比較して

肺胞中隔壁長において有意な菲薄化を認めた。 

また、MSC 投与-CDH 群では、CDH 群と比

較して肺胞面積において有意な拡張を認めた。 

(Figure5, Table1) 

 

Figure5 
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Table1. 

 

 

また、PCNA,Sp-C,α-SMA を用いて免疫染色を行った。

(Figure6) MSC治療CDH群とCDH群を比較したとこ

ろ、MSC 治療 CDH 群において PCNA 陽性細胞

（Figure7-A）や Sp-C 陽性細胞(Figure7-B)が有意に多

かった。α-SMA を用いて肺血管を染色し、MSC 治療

CDH 群と CDH 群を比較したところ、MSC 治療 CDH

群において中膜の菲薄化を認めた。(Figure7-C) 
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 Control      CDH    MSC 投与 CDH 

 

 

PCNA 

 

 

 

Sp-C 

 

 

 

α-SMA 

 

 

 
 
 

Morphological 

Assessment 

Control CDH MSC- 

treated 

CDH  

Alveolar wall 

thickness (µm)  

7.81µm 

(7.18-8.58) 

  

10.84µm 

(9.85- 

12.08)* 

8.77 µm 

(7.91- 

9.61)*# 

Alveolar air space 

area (mm2/field) 

0.056mm2 

(0.053-0.061)  

0.028 

mm2 

(0.026- 

0.032)* 

0.041 

mm2  

(0.038- 

0.046)*# 

 

    

 

10 -1 10 0 10 1 10 2 10 3 
FL2 LOG:: PE- CD90 

 

Count 

 

    

 

 -1  0  1 2 10 3 
FL2 LOG:: PE CD29 

0 

CD29 CD90 

 
 
  36.1% 
CD106 

  

 
   0.115 
 

 
FL2 LOG:: PE-CD45 

0 

 

CD45 

A B 

A 

C 

B 



 

Figure7-A 

PCNA 陽性細胞 

の比較 

 

 

 

 

 

 

Figure7-B 

Sp-C 陽性細胞 

の比較 

 

 

 

 

Figure7-C 

肺血管径の比較 

 

 

 

 

 

 

 

 

以上の結果より、ラット母獣肺から採取した
間葉系幹細胞を胎児期に母獣に投与したと
ころ、ニトロフェン投与 CDH モデルラット
の肺低形成は肺胞の成熟と肺血管径におい
て改善を示したことが明らかになった。 
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