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研究成果の概要（和文）：　新生児慢性肺疾患は早産児に高率に発症する重篤な疾患であるが、有効な治療法は存在し
ない。原因として周生期の炎症やそれに対する免疫反応の異常が指摘されている。間葉系幹細胞は多能性の細胞で、傷
害組織の修復、炎症や免疫反応を調節する物質を分泌することが報告されている。
 本研究の目的は早産児の胎児付属物から間葉系幹細胞を分離・培養し、患児の肺内に移植するという新生児慢性肺疾
患に対する新しい治療法を開発することである。我々は早産児の臍帯から間葉系幹細胞を簡便かつ効率的に分離・培養
する方法を確立した。さらに、得られた間葉系幹細胞の有効性を検討するための、ブレオマイシン気管内投与肺傷害動
物モデルを確立した。

研究成果の概要（英文）： Chronic lung disease (CLD) of prematurity is a common and serious complication 
in preterm infants. To date, there is no effective treatment for CLD. Perinatal inflammation and 
regulation of the immune responses have been reported to play a crucial role in the development of CLD. 
Mesenchymal stem cells (MSCs) are multipotent stromal cells that can differentiate into a variety of cell 
types, including osteocytes, adipocytes and chondrocytes. Recently, MSCs have been reported to secrete a 
variety of factors that promote tissue repair and decrease inflammatory and immune reactions.
 The objective of study was to develop new therapy for CLD using MSCs isolated from fetal appendages in 
premature infants. In this study, we successfully established a simple and efficient method isolating 
MSCs from umbilical cord. Furthermore, to determine the effectiveness of MSCs for CLD, we developed an 
experimental animal model of intra-tracheal bleomycin-induced lung injury.

研究分野：新生児学
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１．研究開始当初の背景 

新生児慢性肺疾患（Chronic Lung Disease、以下

CLD）は、超低出生体重児の約40％に合併し、生命

及び神経学的予後に影響する重篤な疾患である。

CLDの危険因子として，早産による肺の未熟性に加

え、絨毛羊膜炎などの胎内感染や炎症、人工呼吸

管理や高濃度酸素投与による肺損傷などが知られ

ている。CLD の発症には、気道内の炎症や血管透

過性に影響を及ぼす種々のサイトカインや成長因子

など多くの因子が関与すると考えられ、そのメカニズ

ムの全貌は依然として明らかでない。また、CLD の

予防や治療として、①抗炎症、②抗酸化、③成長促

進などの観点から、種々の治療が試みられているが、

依然として有効な治療法は確立していない。 

 間葉系幹細胞（Mesenchymal Stem Cells、以下

MSCs）は、種々の傷害組織に集積・適応する能力を

持ち、種々のサイトカインや栄養因子を産生すること

により、抗炎症・組織保護作用を発揮することが知ら

れている。前述のように、CLD は多因子疾患である

ため、従来の単剤療法では十分な効果が得られな

かったが、新しいCLDの治療法としてMSCs を肺内

に移植すれば、肺組織の病態に応じた種々の因子

が産生されるという点において、有効性が期待され

る。MSCs のなかでも臍帯血由来 MSCs などの胎児

由来のMSCs は、ES 細胞や iPS 細胞に比べて腫瘍

原性・免疫原性が低いとされ、臨床応用が積極的に

進められている。胎児由来の MSCs は、臍帯血中だ

けでなく、臍帯や卵膜などの胎児付属物にも豊富に

含まれ、分離可能とされる。このことから、早産児の

分娩時に得られる臍帯血や胎児付属物からの

MSCs を有効に分離・保存することができれば、CLD

発症時に自己の MSCs を投与することによって、

CLDの改善が期待される。 

 

２．研究の目的 

本研究では、早産児の臍帯血及び胎児付属物から

間葉系幹細胞を分離・培養し、患児の肺内に移植

するという新生児慢性肺疾患に対する新しい治療法

の開発を目指す。 

 

３．研究の方法 

(1) ヒト臍帯血及び胎児付属物からの MSCs の分

離・培養法を確立する。 

(2) ヒト臍帯血及び胎児付属物からの得られた

MSCs の特徴の解析を行う。 

(3) 新生仔ラットの新生児慢性肺疾患モデルを用い

て、MSCs の肺内移植の方法と有効性の検討を行

う。 

(4) 人工呼吸管理を要する早産児に対して、分離し

た間葉系幹細胞を気管内投与する新規治療法に関

する第 1・2 相臨床試験を実施する。 

 

４．研究成果 

(1) ヒト臍帯血及び胎児付属物からの MSCs の分

離・培養法の確立 

 MSCs は接着細胞であることから、接着培養による

分離・培養を行った。臍帯血については、モノ・ポリ

分離溶液を用いて有核細胞を分離して、接着培養

を行った。約 1 週間後に紡錘状の接着細胞の増加

を確認し、細胞増殖をまった約2週間後に凍結保存



とした。臍帯については、組織を物理的に粉砕したう

えで、タンパク分解酵素であるリベラーゼを用いて細

胞を単離し、臍帯血と同様に接着培養を行った。約

5 日後に紡錘状の接着細胞の増加を確認し、細胞

増殖をまって約

臍帯血および臍帯からの接着細胞の分離・培養方

法を確立できた。

 

(2) ヒト臍帯血及び

MSCs の特徴の解析

① 細胞

 分離・培養した接着細胞が

どうかを表面マーカー解析で確認

徴とされる

体で標識し、フローサイトメトリーで陽性細胞の割合

を解析した。臍帯血・臍帯、いずれから分離・培養し

た細胞においても、

陽性であった。一方、他の細胞で発現が知られる

CD11b・CD14

ついては、陽性細胞が

臍帯血および臍帯から分離・培養した接着細胞が

純度の高い

② 多分化能

とした。臍帯については、組織を物理的に粉砕したう

えで、タンパク分解酵素であるリベラーゼを用いて細

胞を単離し、臍帯血と同様に接着培養を行った。約

日後に紡錘状の接着細胞の増加を確認し、細胞

増殖をまって約2週間後に凍結保存とした。

臍帯血および臍帯からの接着細胞の分離・培養方

法を確立できた。 

臍帯血及び胎児付属物からの得られた

の特徴の解析 

細胞表面マーカー

分離・培養した接着細胞が

どうかを表面マーカー解析で確認

徴とされる CD105・CD73

体で標識し、フローサイトメトリーで陽性細胞の割合

を解析した。臍帯血・臍帯、いずれから分離・培養し

た細胞においても、CD105

陽性であった。一方、他の細胞で発現が知られる

CD14・CD19・

ついては、陽性細胞が

臍帯血および臍帯から分離・培養した接着細胞が

純度の高いMSCs であることを証明した。

分化能の解析 

とした。臍帯については、組織を物理的に粉砕したう

えで、タンパク分解酵素であるリベラーゼを用いて細

胞を単離し、臍帯血と同様に接着培養を行った。約

日後に紡錘状の接着細胞の増加を確認し、細胞

週間後に凍結保存とした。

臍帯血および臍帯からの接着細胞の分離・培養方

胎児付属物からの得られた

 

表面マーカーの解析 

分離・培養した接着細胞がMSCs

どうかを表面マーカー解析で確認した。

CD73・CD90 について、蛍光抗

体で標識し、フローサイトメトリーで陽性細胞の割合

を解析した。臍帯血・臍帯、いずれから分離・培養し

CD105・CD73・

陽性であった。一方、他の細胞で発現が知られる

・CD34・CD79α

ついては、陽性細胞が 5%未満であった。

臍帯血および臍帯から分離・培養した接着細胞が

であることを証明した。

 

とした。臍帯については、組織を物理的に粉砕したう

えで、タンパク分解酵素であるリベラーゼを用いて細

胞を単離し、臍帯血と同様に接着培養を行った。約

日後に紡錘状の接着細胞の増加を確認し、細胞

週間後に凍結保存とした。以上より、

臍帯血および臍帯からの接着細胞の分離・培養方

胎児付属物からの得られた

MSCsとして合致するか

した。MSCs の

について、蛍光抗

体で標識し、フローサイトメトリーで陽性細胞の割合

を解析した。臍帯血・臍帯、いずれから分離・培養し

CD90は95%以上

陽性であった。一方、他の細胞で発現が知られる

CD79α・HLA-DR

未満であった。以上より、

臍帯血および臍帯から分離・培養した接着細胞が

であることを証明した。 

とした。臍帯については、組織を物理的に粉砕したう

えで、タンパク分解酵素であるリベラーゼを用いて細

胞を単離し、臍帯血と同様に接着培養を行った。約

日後に紡錘状の接着細胞の増加を確認し、細胞

以上より、

臍帯血および臍帯からの接着細胞の分離・培養方

胎児付属物からの得られた

として合致するか

の特

について、蛍光抗

体で標識し、フローサイトメトリーで陽性細胞の割合

を解析した。臍帯血・臍帯、いずれから分離・培養し

以上

陽性であった。一方、他の細胞で発現が知られる

DR に

以上より、

臍帯血および臍帯から分離・培養した接着細胞が

 

 MSCs

れている。

着細胞について、分化誘導用特殊培養液を用いて

培養したところ、骨組織、軟骨組織、脂肪組織への

分化が確認された

養した接着細胞が

された。

③ 

 多様な週数の新生児から臍帯由来

RNA

ら全

ジレント社）を用いて、網羅的遺伝子発現解析を行

った。結果、

産児で高発現していることが明らかとなり、この結果

はリアルタイム

現在は、これら

続中である

 

(3) 

移植の方

① 

 新生仔ラットの

て、成体ラットの薬剤性肺傷害モデルでの検討を行

MSCs は軟骨・骨・脂肪組織に分化することが知ら

れている。臍帯血および臍帯から分離・培養した接

着細胞について、分化誘導用特殊培養液を用いて

培養したところ、骨組織、軟骨組織、脂肪組織への

分化が確認された

養した接着細胞が

された。 

 在胎週数による遺伝子発現

多様な週数の新生児から臍帯由来

RNA発現の網羅的解析を行った。

全 RNA を抽出し

ジレント社）を用いて、網羅的遺伝子発現解析を行

った。結果、WNT

産児で高発現していることが明らかとなり、この結果

はリアルタイム PCR

現在は、これらWNT

続中である。 

(3) 新生仔ラット

移植の方法と有効性の検討

 成体ラットの薬剤性肺傷害モデルでの検討

新生仔ラットの

て、成体ラットの薬剤性肺傷害モデルでの検討を行

は軟骨・骨・脂肪組織に分化することが知ら

臍帯血および臍帯から分離・培養した接

着細胞について、分化誘導用特殊培養液を用いて

培養したところ、骨組織、軟骨組織、脂肪組織への

分化が確認された。臍帯血および臍帯から分離・培

養した接着細胞が MSCs の分化能を有することが示

在胎週数による遺伝子発現

多様な週数の新生児から臍帯由来

発現の網羅的解析を行った。

を抽出し、DNA マイクロアレイシステム（ア

ジレント社）を用いて、網羅的遺伝子発現解析を行

WNT関連遺伝子群が正期産児よりも早

産児で高発現していることが明らかとなり、この結果

PCR 法により再現性が確認された。

WNT関連遺伝子群の機能解析を

新生仔ラット CLDモデルを用いた

法と有効性の検討 

成体ラットの薬剤性肺傷害モデルでの検討

新生仔ラットの CLD モデルにおける検討に先立っ

て、成体ラットの薬剤性肺傷害モデルでの検討を行

は軟骨・骨・脂肪組織に分化することが知ら

臍帯血および臍帯から分離・培養した接

着細胞について、分化誘導用特殊培養液を用いて

培養したところ、骨組織、軟骨組織、脂肪組織への

臍帯血および臍帯から分離・培

の分化能を有することが示

在胎週数による遺伝子発現の比較解析

多様な週数の新生児から臍帯由来MSCs

発現の網羅的解析を行った。得られた

マイクロアレイシステム（ア

ジレント社）を用いて、網羅的遺伝子発現解析を行

関連遺伝子群が正期産児よりも早

産児で高発現していることが明らかとなり、この結果

法により再現性が確認された。

関連遺伝子群の機能解析を

モデルを用いたMSCs

 

成体ラットの薬剤性肺傷害モデルでの検討

における検討に先立っ

て、成体ラットの薬剤性肺傷害モデルでの検討を行

は軟骨・骨・脂肪組織に分化することが知ら

臍帯血および臍帯から分離・培養した接

着細胞について、分化誘導用特殊培養液を用いて

培養したところ、骨組織、軟骨組織、脂肪組織への

臍帯血および臍帯から分離・培

の分化能を有することが示

 

の比較解析 

MSCsを分離し、

得られたMSCsか

マイクロアレイシステム（ア

ジレント社）を用いて、網羅的遺伝子発現解析を行

関連遺伝子群が正期産児よりも早

産児で高発現していることが明らかとなり、この結果

法により再現性が確認された。

関連遺伝子群の機能解析を継

MSCs の肺内

成体ラットの薬剤性肺傷害モデルでの検討 

における検討に先立っ

て、成体ラットの薬剤性肺傷害モデルでの検討を行



う方針とした。薬剤性肺障害をきたすことで知られる

ブレオマイシンを用いて、気管内投与することで肺

障害をきたすかどうか検証した。8 週齢の SD ラット

（200g程度）に対して、ブレオマイシン（3mg/kg）を気

管内投与したところ、コントロール群（生理食塩水を

気管内投与）に比して、投与後の体重減少が明らか

で、3 週間後の肺組織像を確認したところ、肺胞間

距離の開大や肺胞壁の肥厚など急性肺障害後の線

維化として矛盾しない所見を得た。以上より、成体ラ

ットの薬剤性肺傷害モデルが確立されたため、臍帯

由来 MSCs の肺内移植を行い、その有効性の検証

を行う予定である。 
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