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研究成果の概要（和文）：少子高齢化社会を迎えた我が国では成人における臍帯血移植の需要は

増大の一途を辿っている。一方、臍帯血移植では細胞数が少ないことに起因する生着不全が臨

床上の大きな問題であり、その解決は医学的・社会的に喫緊の課題である。間葉系幹細胞は造

血を支持する幹細胞であるが、臍帯血の中に含まれる細胞数は少ない。我々は間葉系幹細胞研

究の技術的蓄積を生かし、従来の方法より効率的に臍帯血から間葉系幹細胞を分離する方法を

見出した。そして、間葉系幹細胞の持つ造血支持能力は「培養増幅」（＝細胞数を増やす）の後

に、「薬物刺激」（＝機能を向上する）を加えることで増強されることを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：The demand of umbilical cord blood transplantation has been increased in our 
country with declining birth rate and aging of the population. However, engraftment failure is one of the 
clinical issues to be solved in umbilical cord blood transplantation. Mesenchymal stromal/stem cells 
have an ability to support hematopoiesis, but its frequency in umbilical cord blood is low. In this project, 
we found a novel and effective method to isolate mesenchymal stromal/stem cells from umbilical cord 
blood. Moreover, we found that the hematopoiesis-supportive ability of mesenchymal stromal/stem cells 
is qualitatively enhanced by the pharmacological stimulation in addition to the quantitative expansion by 
cell culture.  
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１．研究開始当初の背景 
	 難治性血液疾患に対して治癒を目的とし

た造血細胞移植が施行されるが、適切なドナ

ーの存在しない症例に対しては臍帯血移植

が選択される。わが国では臍帯血移植の実施

件数は増加の一途を辿っており、骨髄移植と

ほぼ同数が行われている。少子高齢化社会で

は高齢者人口の増加による移植適応症例の

増加と若年者人口の減少による骨髄ドナー

不足が起きることは必然であり、今後もわが
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国では成人に対する臍帯血移植の需要は増

大するものと予測される。一方、臍帯血移植

においては移植される細胞数が少ないこと

に起因する生着不全が臨床的に大きな問題

として存在する。このような状況の中で生着

不全の回避を目指した臍帯血移植技術の改

良は社会的・医学的に解決すべき重要な課題

といえる。 
	 間葉系幹細胞は多彩な治療特性を有する

組織幹細胞である。現在までに、間葉系幹細

胞を応用した臨床試験が世界中で多くの疾

患を対象に検討されている。造血細胞移植に

おいては間葉系幹細胞のもつ造血支持能を

応用することで生着や血球回復を促進する

可能性が示されている。臍帯血移植において

生着不全が起きる要因の一つとして、さい帯

血に含まれる間葉系幹細胞が少ないことが

考えられる。そこで、さい帯血に含まれる間

葉系幹細胞を培養増幅することを着想した。

しかしながら、さい帯血からの間葉系幹細胞

の分離は骨髄液からの分離と比較して困難

であることから、その分離効率を高める方法

を検討した。 
	 間葉系幹細胞を応用した細胞治療を検討

する場合、培養増幅することでその治療効果

を得ようとすることが一般的である。上述し

た方法で間葉系幹細胞を得た後に培養増幅

するが、さらに薬物で刺激することで造血支

持能を機能的に増強することを試みた。 
	 上述の検討により、薬物刺激した培養増幅

間葉系幹細胞を臍帯血移植における生着不

全の克服に応用することの妥当性を示す基

礎的データの蓄積を行った。 
 
２．研究の目的 
（1）薬物刺激によって培養増幅した間葉系
幹細胞の機能賦活が得られるかを検討する。 
 
（2）臍帯血からの間葉系幹細胞の分離効率
を高める方法を検討する。 
 
３．研究の方法 
（1）臍帯血または骨髄吸引液から単核球を
分離する。単核球を適切な条件で培養すると、
培養ディッシュ上に接着細胞がコロニーを
形成する。コロニー形成細胞の培養を継続す
ると増幅する。このようにして得られる細胞
が間葉系幹細胞である。 
 
（2）培養増幅した間葉系幹細胞を造血因子
エリスロポエチンまたは副甲状腺ホルモン
（以下薬物）で in vitroで刺激する。これら薬
物により間葉系幹細胞が活性化されること
イムノブロッティング法やフローサイトメ
トリー法を用いてタンパク質のリン酸化や

発現レベルの変化を検討した。 
 
（3）薬物刺激した間葉系幹細胞をキャリア
（ヒドロキシアパタイト/リン酸三カルシウ
ム）と混和し免疫不全マウスの皮下に移植す
ると、移植局所に異所性に造血組織が誘導さ
れる。このシステムを用いて、間葉系幹細胞
の持つ造血構築能力を生体内で評価した。 
 
（4）薬物刺激した間葉系幹細胞を CD34陽性
造血幹/前駆細胞とサイトカイン存在下で共
培養した。このシステムを用いて、間葉系幹
細胞の持つ造血細胞増幅能力を評価した。 
 
（5）（1）の方法では、間葉系幹細胞は培養
ディッシュへの接着により分離される（接着
法）。標準的には非接着細胞（浮遊細胞）は
培養後 1週間程度で使用しないが、これらの
細胞の培養を継続することで間葉系幹細胞
が分離できないかを検討した。 
	 
４．研究成果	 
（1）培養増幅したヒト間葉系幹細胞をエリ
スロポエチンで刺激すると、エリスロポエチ
ンレセプターシグナルの下流に存在する
STAT5 分子のリン酸化および間葉系幹細胞
マーカーの発現の増強が認められる。そして、
エリスロポエチンで刺激した間葉系幹細胞
を免疫不全マウスの皮下へ移植すると、間葉
系幹細胞により誘導される造血が亢進する。
また、ヒト CD34陽性造血幹/前駆細胞をエリ
スロポエチンで刺激した間葉系幹細胞と共
培養すると、造血細胞の培養増幅効率が増強
した（下図）。 

	 培養増幅したヒト間葉系幹細胞を副甲状
腺ホルモンで刺激し、免疫不全マウスの皮下
へ移植した。その結果、副甲状腺ホルモンで
刺激しないヒト間葉系幹細胞を皮下移植し
た場合と比較して、誘導される造血が亢進し



ていた。つまり、副甲状腺ホルモンは間葉系
幹細胞の造血支持能を増強する事が確認さ
れた（次図）。 
	 以上、培養増幅した間葉系幹細胞を薬物的
に刺激することで造血支持能が増強する結
果を得た。 

（2）CFU-F（colony forming unit-fibroblast）
は間葉系幹細胞の数を示す指標である（次

図）。臍帯血から単核球を分離し、単核球か

ら間葉系幹細胞を分離するために通常用い

られる接着法では臍帯血 1ユニットあたりの
CFU-F（コロニー数）は約 1 個（平均値、以
下同じ）であった（図、Culture 1）。一方、浮
遊細胞の培養を継続していくと 2週目の培養
からは約 10個（図、 Culture 2）、3週目の培
養からは約 20個（図 1 、Culture 3）の CFU-F
が得られた。つまり Culture1のみから分離す
る標準的方法と比較して、より多くのコロニ

ー数が得られた。これらの方法で得られた間

葉系幹細胞は標準的な方法で得られる細胞

と同様の多分化能を示した。また、間葉系幹

細胞に特徴的とされる表面マーカーの発現

も同等であった。 
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