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研究成果の概要（和文）： 

臍帯血中に、組織幹細胞のソースとなる ES様細胞（VSEL）があるのではとの推察から、臍帯

血中の ES様細胞マーカーの検討を行った。確かに SSEA3 陽性の RBC大の N/C 比の高い芽球様小

細胞を認めたが、数が非常に少なく更なる解析には至らなかった。一方、共培養のフィーダー

と考えていた臍帯由来間葉系幹細胞に、SSEA3/4 陽性細胞や遺伝子レベルで ES特異的なマーカ

ーの発現を認め、単独にても再生医療のソースとして期待された。 

 

研究成果の概要（英文）：This study is aimed to find the source cells for regenerative 

medicine, such as Very Small ES like (VSEL) cells in umbilical cord blood (UCB). We found 

the SSEA3+ very small N/C high-ratio cells, but too low incidence to do further analysis. 

On the other hand, in umbilical cord (UC)-derived mesenchymal stem cells (MSCs), we found 

the SSEA3/4+ cells with ES-specific gene markers. Not only UCB, but also UC-MSCs may be 

good candidate source for the regenerative medicine.  
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１．研究開始当初の背景 

再生医療において間葉系幹細胞

(Mesenchymal stem cells:MSCs）はその代表

的組織ソースとして注目されている。臍帯血

は、2000年以降急速な勢いで実施され、血液

疾患のみならず、代謝性疾患や神経系の疾患

にも応用され、効果を認めている。 また、

臍帯血からも同様に MSCs の存在が確認され

ているが幹細胞の樹立頻度は低いことが報

告されている。一方、近年、臍帯血中に very 

small embryonic-like (VSEL)細胞の存在が

報告された（Leukemia, 21:297,2007）。VSEL

細胞は血液幹細胞や赤血球よりも小さく血

小板よりも大きい 3-5μm程度の細胞であり、

CXCR4+AC133+ CD34+Lin-CD45-の表面形質を有

し、OCT4、Nanog、SSEA-4等の ES細胞に認め

られる分子が陽性と報告されている。我々は、

非血液疾患にても臍帯血移植が有効な理由

は、こうした VSEL 細胞が、臍帯血中に存在

し、組織幹細胞として機能するのではないか

との仮定から、臍帯血中の VSEL細胞の検出、

分離を計画した。これまでの報告から、VSEL

細胞は通常の単核球分離では得られない分

画であり、分離方法は溶血後の FACS sorting

以外は未確立であり、増幅培養の系も報告は

ない。 

 一方、我々はこれまで、臍帯を構成する

動・静脈および周囲を取り囲む Wharton’s 

jellyをソースとする MSCsの分離方法を確立

し、その増殖能や軟骨・骨・脂肪細胞への分

化能ならびに免疫抑制能について報告して

きた。また臍帯 MSCs について、単独で組織

幹細胞ソースとして機能的と期待できるこ

とから臍帯 MSCs中の同様の ES様性質をもっ

た細胞について検討することとした。 

さらに、元来 MSCs には造血細胞等の支持

能が報告されており、この同一ドナーの臍帯

由来 MSCsは VSEL細胞との共培養により VSEL

細胞の維持増幅を支持する可能性がある。 

臍帯血、臍帯はどちらも提供者のリスクが

なく、倫理的なハードルが低く入手が容易な

ことからヒト組織幹細胞研究における優れ

たソースとなりうるため今回この研究を推

進するに至った。 

 

２．研究の目的 

臍帯血から Ratajczak らの方法（溶血、FACS

ソーティング）を参考に VSEL 細胞と考えら

れる細胞を、ES特異的表面マーカーや遺伝子

発現等により同定し、この分画の存在を証明

することを、本研究の目的とする。さらに分

離に成功した場合には、臍帯由来 MSCs との

共培養を行い、臍帯由来 MSCs の増殖支持能

についても検討する。 

臍帯の 3 組織、すなわち動・静脈および周

囲を取り囲む Wharton’s jelly からの MSCs

の樹立方法は既に確立している。今回 我々

は酵素処理等にて臍帯を分離し、臍帯血と同

様に VSEL細胞または同様の ES様細胞の存在

の有無を検討する。 

 

３．研究の方法 

（１）臍帯血由来、ES 様細胞の検出 

臍帯血および臍帯は臍帯血を直接溶血また

は HES法やフィコール法にて赤血球部分を除

き、さらに CD4+細胞を除いてフローサイトメ

トリーにて SSEA3/CD45/Oct4/ SSEA4染色を

行った。一部 FACS ARIAにてソーティングし、

形態を観察した。 

（２）臍帯由来 MSCsの分離と ES様細胞の検

出 

臍帯は臍帯血採取後、清潔に採取され、ワル

トンジェリーと動脈、静脈を剥離し、各々5mm

以下に細切して explant法または酵素処理に

後、組織培養プレートにて培養を開始。

Confluent になった段階でトリプシン処理後、



 

 

細胞を回収、一旦凍結を行った。 

SSEA4+CD73+細胞のソーティング等を行い、

その長期増殖能、表現型の違いを FCMおよび

RT-PCRにて比較した。 

 

４．研究成果 

１）臍帯血中の VSEL細胞：臍帯血を全血ま

たは単核球に分離後、さらに CD4+リンパ球を

除き、SSEA-3+または SSEA-4+およびかつ CD45-

細胞を指標に検討した。全血溶血では、バッ

クグラウンドの細胞や RBCの残骸が多く、検

出が困難であった。なお、これまでの

Ratajczak らの報告から VSEL 細胞は、CD34+

細胞中存在するとのことであったが、CD45-

細胞中では CD34+SSEA3+double positive 細胞

は認めず、CD45dull分画に CD34+（=造血幹細胞）、

SSEA3+細胞を認めた。しかし、これらはお互

いに各別集団であった。確かに SSEA3+ CD45dull

細胞は SSC/FSC展開で、単核球分画よりも RBC

大の小細胞集団に多く存在し、ソーティング

した結果、円形の比較的 N/C 比の高い芽球細

胞が認められた。なお、SSEA3+CD45-細胞は単

核球分画よりは小細胞集団の方が多い傾向

(P=0.05)にあったが、0.003%程度しかなく、

OP9細胞または同一の臍帯由来 MSCs上で共培

養系では、それ以上の増殖は認めず、遺伝子

発現の検討までには至らなかった。 

 

（２）臍帯由来 MSCsと ES様細胞 

①臍帯由来 MSC は ex plant 法にて培養して

回収した。臍帯由来 MSC も骨髄由来 MSC同様

に CD73、CD105、CD90 および HLA-Class I陽

性、HLAclass II, CD45 陰性であった（図１）。

 

また P0細胞中に SSEA4+CD73+細胞は平均

±SD 41.7±23.8%、SSEA4+CD73-1.4±0.5%を

認め（n=5)、CD73+SSEA4+率は、６週まで比較

的長期に存在しその後減少した。また RT-PCR

の結果では、SSEA4 の発現いかんにかかわら

ず、Oct4/Nanog/SOX2/Klf4//REX1 の発現を長

期に認めた（図２）。一方、SSEA3+CD73+細胞

は SSEA4+細胞中に存在し、その逆に SSEA4-細

胞中には SSEA3+細胞は殆ど認めなかった。ま

た SSEA3+CD73+細胞は P0 にて全体の

8.48±7.66%と高く、その後急速に減少した。 

 

②SSEA4+細胞と SSEA4-細胞の比較 

我々は臍帯由来 MSCsが SSEA4+と-細胞に大き

く 2分されること、骨髄由来 MSCsでは SSEA4+

細胞が増殖および分化能において優位であ

るとの報告  (Blood, 2007, 109, 1743-1751)

から、SSEA4 の発現による増殖能および分化

能を検討した。 

この分画をソーティングし、長期培養を行っ

た。骨髄での報告と異なり、臍帯由来 MSC 

SSEA4+と SSEA4-間では増殖率に差は認めな

かった（図３）。また骨・脂肪細胞への分化

も特に差は認めなかった。但し、骨への分化

能は、非常に悪く、BMP2存在下でようやく認

める程度であった。この理由として、Hsieh 

Y らは臍帯由来 MSCと骨髄由来 MSCsとの網



 

 

羅的遺伝子発現解析の結果、臍帯由来 MSCs

は骨髄由来 MSCsより、ES細胞に近い遺伝発

現があり、骨髄由来 MSC は既にある程度骨分

化マーカーの発現があるとのことであった

（STEM CELLS AND DEVELOPMENT, 19,1895, 

2010）。なお、長期培養細胞(day 91)では、

脂肪、骨細胞への分化が初期培養細胞(P1)に

比べて劣っており、長期培養細胞においても

CD73+CD105+ CD90+を示すが、分化能の低下が

示唆された。現在、SSEA4+/-における肝細胞

への分化能の比較検討を行っている。 

 

図 3.SSEA4+/-における増殖(n=3) 

 

 

これまでの検討から、臍帯血中にも、非常

に頻度は少ないながら、SSEA3+CD45-が存在

した。一方で、共培養のためのフィーダー細

胞の利用を考えていた臍帯由来 MSCs から ES

様 細 胞 マ ー カ ー を 有 す 細 胞

SSEA3/4+CD73+/CD105+がより多く容易に認め

られることから、これらの細胞を用いた再生

療法への応用が期待された。 近年報告され

た MUSE細胞(SSEA3+CD105+)に似ていることか

ら性状を比較しながら、 多分化能、特に肝

細胞への分化についての検討をしていると

ころである。 

臍帯血は採取量により、臨床用のプロセス

の可否が左右されるが、臍帯は大小径あるも

100%採取可能であり、かつ MSCs への誘導増

幅も確実にできる点が利点である。特に、未

分化マーカーを多く発現している。  造血

幹細胞や免疫系の細胞が豊富な臍帯血と再

生医療を目指す臍帯由来 MSCs とを、目的に

よって使い分け、または同時移植によりさら

に有効な細胞療法が開発されることが期待

される。 
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