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研究成果の概要（和文）：新生児慢性肺疾患（CLD）は呼吸器関連障害に加え、精神運動発達遅滞などの危険因
子であり、呼吸器以外の様々な臓器に影響をもたらす可能性が指摘されている。本研究では炎症性ケモカイン
CCL2を阻害するMSC（7ND-MSC）やMultilineage-differentiating stress enduring cells (Muse細胞)の静脈内
投与の複数臓器への効果を検討した。7ND-MSC およびMuse細胞の静脈内投与は、通常の間葉系幹細胞よりも強く
全身性炎症および気道炎症を抑制し、肺組織における肺胞発達障害や心臓における肺高血圧性変化に対し治療効
果をもたらすことが確認された。

研究成果の概要（英文）：Neonatal chronic lung disease is a risk factor for not only respiratory 
disorder but also psychomotor developmental delay. And it is well known that that it may affect 
various organs other than respiratory organs. In this study, we investigated the effects of multiple
 organs to administer 7ND-MSC and Multilineage-differentiating stress enduring cells (Muse cells). 
Intravenous administration of 7ND-MSC and Muse cells suppresses systemic inflammation and airway 
inflammation more strongly than normal mesenchymal stem cells, and is effective in treating alveolar
 developmental disorders in lung tissue and pulmonary hypertensive changes in the heart. 

研究分野：胎児・新生児学

キーワード： 細胞療法　慢性肺疾患
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究から得られた結果は、新生児慢性肺疾患（CLD）児において、呼吸器疾患のみならず肺高血圧症や心機能
の長期予後改善につながる可能性がある。また、CLDモデルの中枢神経の評価において正常ラットとの差異をみ
とめ、CLD児の神経学的予後不良の基礎データをえることができた。
早産・低出生体重児の生存率が上昇しているが、CLDの罹患率は依然として高率である。幹細胞療法によりCLD児
の長期予後を改善させるという本研究の成果は、CLD児の健康のみならず医療費削減につながり大きな社会的意
義があると思われる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
新生児慢性肺疾患（chronic lung disease：CLD）は、新生児医療の重大かつ頻度の高い合併
症である。新生児医療の進歩に伴い、この 20 年間で先進諸国における出生体重 1500g 未満の
児の生存率は上昇しているが、CLD の罹患率は依然として高率である。CLD 罹患児は幼児期にお
ける呼吸器感染症の増加、青年期にまで及ぶ呼吸機能低下など、様々な呼吸器関連障害を起こ
しうる。それに加え、CLD は精神運動発達遅滞や学童期の低知能指数、注意欠陥多動性障害な
どの危険因子であり、呼吸器以外の様々な臓器に影響をもたらす可能性が指摘されている。呼
吸器管理方法の改善などで一定の治療効果は得られるが充分な治療法はないため、新生児医療
において CLD の新規治療法の開発は急務の課題である。その解決策の１つとして幹細胞治療が
注目されている。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、周産期 CLD モデルラットを確立し、従来の MSC のみならずさらに効用が期
待できる幹細胞を投与することで、複数臓器に対する治療効果を検討することである。 
 
３．研究の方法 
(1) 実験モデル動物の作成 
CLD における肺障害の主な要因が酸素毒性であることから、新生仔ラットに生直後から高酸
素負荷を行うことでモデルを作成することとした。死亡率、体重増加推移などを参考に投与酸
素濃度や酸素投与期間を変更しモデル作成を行った。次に組織評価を行い、CLD モデルとして
の有効性を確認した。肺組織については、肺胞発達障害の指標として肺組織体積密度の測定を
行った。心臓については、右室肥大の指標として右室と心室中隔+左室の乾燥重量比
（RV/LV+IVS）を測定した。また、脳組織については髄鞘を染めるミエリン塩基性蛋白質
（MBP）抗体を用いた免疫組織学的染色によって検討を行った。次に、確立した CLD モデルラッ
トに対して幹細胞を投与し、慢性肺疾患の治療効果を検討した。投与する幹細胞は、従来の間
葉系幹細胞（MSC）に加え、炎症性ケモカイン CCL2 を阻害する MSC（7ND-MSC）や、組織修復能
を持つと言われている Multilineage-differentiating stress enduring cells (Muse 細胞)と
した。 
 
(2) ７ND-MSC 投与と治療効果確認 
出生後 24時間以内に高酸素負荷を開始し、日齢 4に 7ND-MSC、通常の MSC（各 1×105cells/
個体）、または酢酸リンゲル液(0.1ml)を
右外頚静脈から投与した。その後も高酸
素負荷を継続し日齢 15に各種評価を行
った。評価は各 CLD ラットを 7ND 群、
MSC 群、vehicle 群の 3群に分類し、室
内大気で飼育したラットを sham 群とし
て、4群について行った。評価について
は、前項と同様に肺組織体積密度と
RV/LV+IVS の測定し、組織学的評価を行
った。さらに日齢 15に採取した血液と
肺胞洗浄液を用いて細胞学的評価を行
い、全身性炎症および気道炎症について
検討を行った。また qPCR により IL-6、
CCL2 などの炎症性サイトカインの mRNA
発現量を測定し、肺組織の生化学的評価
を行った（図 1）。 
 
(3) Muse 細胞投与と治療効果確認 
出生後 24時間以内に高酸素負荷を開始し、日齢 4に Muse 細胞、Muse 細胞を除外した残りの
MSC（non Muse 細胞）（各 1×104cells/個体）、またはハンクス平衡塩溶液（0.1ml）を静脈内投
与した。治療効果確認について、Muse 細胞には再生、組織修復効果が期待できることから、一
部はこれまでと同様の日齢 15 で行い、残りはさらに 2週間室内酸素で飼育し日齢 29 で評価し
た。評価は、組織学的評価として肺組織体積密度と RV/LV+IVS の測定を行い、さらに肺胞洗浄
液を用いて細胞学的評価を行った。次に、Muse 細胞、non Muse 細胞の体内分布確認を行うため
に、日齢 29 に各種臓器（右側肺・左側肺・肝臓・脾臓・脳）を採取した。ヒトゲノムに特異的
な Alu 配列の定量的 PCR を行い、各臓器におけるヒト細胞を検出することで、投与後の体内分
布を確認した。なお、Muse 細胞は、ヒト骨髄由来 MSC のうち、FACS で SSEA-3 と CD105 が共に
陽性であった細胞とし、non Muse 細胞は Muse 細胞を分離した後の残りの細胞とした。 
 



４．研究成果 
(1) 実験モデル動物の確立 
酸素濃度を 95%、90%、80％、60％の 4群に設定し 2週間負荷を行った。その結果生存率はそ
れぞれ 10％、20％、40％、90％であっ
た。次に 80%酸素濃度下で負荷期間を 7
日、14日、28日とし負荷を行った。そ
の結果生存率はそれぞれ 100％、60％、
10％であった。以上の結果から、安定し
たモデル作成のための酸素負荷条件を酸
素濃度 80％、負荷期間 14日とした。次
に高酸素負荷 14日後に屠殺したラット
の各種臓器を用い組織評価を行った。肺
組織について、CLD 群では肺組織体積密
度の減少がみられ（p < 0.01 : CLD 群 vs.
対照群）、肺胞発達障害が確認された（図
２）。また心臓では CLD 群で RV/LV+IVS の
上昇を認め（p < 0.01 : CLD 群 vs.対照
群）、右室肥大の進行すなわち心臓の肺高
血圧性変化を確認することができた。さら
に MBP 抗体を用いた脳切片の免疫組織学的
染色では、CLD モデルにおいて明らかに染
色部位が減少していた（図３）。 
 
(2) ７ND-MSC 投与と治療効果確認 
①死亡率、体重増加推移 
死亡率について、CLD 群のうち 3群間で差は認めなかった。高酸素負荷終了時（日齢 15）の体
重について、CLD 群のうち７ND群は MSC 群、vehicle 群と比較して増加傾向を認めた（p < 
0.01: 7ND 群 vs. vehicle 群、p = 0.06: 7ND 群 vs. MSC 群）。 
②組織学的評価 
肺組織について、7ND 群では MSC 群、vehicle 群と比較して肺組織体積密度の有意な改善を認
め、7ND-MSC の肺胞発達障害抑制効果が確認された（ p < 0.01: 7ND 群 vs. vehicle 群および
MSC 群）。心臓についても、７ND群では MSC 群、vehicle 群と比較して RV/LV+IVS の有意な改善
を認め、右室肥大の改善すなわち心臓の肺高血圧抑制効果を確認した（p < 0.01:  7ND 群 vs. 
vehicle 群、p < 0.05: 7ND 群 vs. MSC 群）。 
③細胞学的評価 
血液検査において、vehicle 群は白血球数、特にリンパ球数の増加がみられ、高酸素負荷によ
る全身性非特異的炎症が生じていると考えられた。それに対し、７ND 群では有意な細胞数の減
少を認め、非特異的炎症の改善効果が確認された。一方 MSC 群では、細胞数の低下は認めたも
のの、有意差は見られなかった (p < 0.01: 7ND 群 vs. vehicle 群)。また肺胞洗浄液を用いた
評価では、白血球、特に肺胞マクロファージの数が高酸素負荷により増加していたが、MSC 群
では改善が見られ、さらに 7ND 群ではその改善効果が顕著であった (p < 0.01: 7ND 群 vs. 
vehicle 群および MSC 群、MSC 群 vs. vehicle 群)。 
④生化学的評価 
肺組織を用いた生化学的評価について、高酸素負荷により IL-6、CCL2 など炎症性サイトカイン
の mRNA 発現量が増加していた。さらに７ND群でのみ有意な改善がみられ、7ND-MSC による炎症
性サイトカイン抑制効果を確認した(p < 0.01: 7ND 群 vs. vehicle 群)。 
 
(3) Muse 細胞投与と治療効果確認 
①死亡率、体重増加推移 
死亡率、体重増加推移について、CLD 群のうち 3群間で差は認めなかった。 
②組織学的評価 
高酸素負荷により肺組織体積密度は低下していたが、細胞投与により改善がみられた。さらに
vehicle 群と比較して、non Muse 群では肺組織体積密度の改善効果は見られたものの有意では
なかった。一方、Muse 群は日齢 15、日齢 29いずれにおいても有意な改善を認めた（p < 0.05: 
Muse 群 vs. vehicle 群：日齢 15、p < 0.01: Muse 群 vs. vehicle 群：日齢 29)。以上のこと
から、Muse 細胞の方が non Muse 細胞よりも肺胞発達障害に対する強い治療効果を有すること
が確認できた。また心臓について、Muse 群では vehicle 群と比較して RV/LV+IVS の有意な改善
を認め、右室肥大の改善効果を確認した（p < 0.01: Muse 群 vs. vehicle 群および non Muse
群：日齢 29)。 
③細胞学的評価 



肺胞洗浄液を用いた細胞学的評価について、CLD 群では白血球、特にマクロファージやリンパ
球などの炎症性細胞が増加していた。さらに vehicle 群と比較して、Muse 群では炎症性細胞の
増加が有意に抑制されていた（p < 0.05：Muse 群 vs. vehicle 群）が、non Muse 群では Muse
群と同様な傾向があったものの、抑制効果は有意ではなかった。 
④Muse 細胞、non Muse 細胞の体内分布確認 
Alu 配列の定量的 PCR による評価では、いずれの臓器でも Muse 細胞、non Muse 細胞は検出され
た。さらに肺組織では、non Muse 細胞と比較して Muse 細胞がより多く検出され、Muse 細胞の
方が肺組織に多く生着することが確認できた。 
 
これらの結果から、CLD モデルラットに対する７ND-MSC や Muse 細胞の静脈内投与は、通常の
MSC よりも強く全身性炎症および気道炎症を抑制し、肺組織における肺胞発達障害や心臓にお
ける肺高血圧性変化に対し治療効果をもたらすことが確認された。 
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