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研究成果の概要（和文）：てんかん重積状態は痙攣などのてんかん発作が持続した状態で、過剰な炎症が病態を
悪化させ、不可逆的な脳傷害をきたし、高頻度に認知機能障害や難治てんかんなどの後遺症を合併するが、後遺
症を防ぐ有効な治療法は未確立である。我々は、てんかん重積状態の新しい治療として間葉系幹細胞に注目して
研究を行った。早産児由来の胎児付属物由来の間葉系幹細胞では正期産児由来と比べて高い増殖能を有すること
が明らかとなったほか、モデル動物において間葉系幹細胞により肺組織障害や炎症が抑制されることが示され
た。

研究成果の概要（英文）：Status epilepticus is a major neurological emergency that is associated with
 significant morbidity and mortality. A number of treatment strategies have been attempted to 
improve outcomes of status epilepticus, however, there is no solid evidence for the efficacy of 
treatments. Mesenchymal stem cells (MSCs) have been shown to have neuroprotective effects in adult 
animal models of many conditions such as hypoxic ischemic encephalopathy. In this research, we have 
clarified that the MSCs derived from human umbilical cord of preterm babies had high proliferative 
ability associated with WNT signaling pathways compared with those of term babies. Further, we have 
suggested that the lung damages and inflammation on rat model of bleomycin-induced injury was 
rescued by MSCs derived from human umbilical cord.

研究分野：小児科学
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１．研究開始当初の背景 
 
てんかん重積状態は痙攣などのてんかん発
作が持続した状態で、過剰な炎症が病態を悪
化させ、不可逆的な脳傷害をきたし、高頻度
に認知機能障害や難治てんかんなどの重篤
な後遺症を合併する。てんかん重積状態の後
遺症予防に有効な治療法はなく、後遺症を軽
減するための安全性と汎用性の高い新たな
治療方法が切望される。 
 
間葉系幹細胞(Mesenchymal Stem Cells、以
下 MSCs)は傷害組織への集積・分化能、サ
イトカインや栄養因子産生による抗炎症・組
織保護作用を発揮することが知られており、
成人領域での種々の難治性疾患に対して臨
床応用が試みられている。これまでの主な報
告は骨髄や脂肪組織から分離された MSCｓ
であったが、臍帯血や臍帯などの胎児付属物
にも MSCｓが豊富に存在することから、小
児医療への臨床応用が期待される。 
 
てんかん重積状態による脳傷害の病態には
炎症と興奮毒性によるアポトーシスが強く
関与しているので、MSCsは抗炎症作用と傷
害組織への集積・分化能の点において有効で
ある可能性が高い。 
 
２．研究の目的 
新生児の胎児付属物からMSCsの分離・培養
法を確立すること、胎児付属物由来のMSCs
の特徴を明らかにすること、てんかん重積動
物モデルを用いて、胎児付属物由来MSCsに
よる抗炎症効果や神経細胞死軽減効果など
の有効性を検証することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
神戸大学医学部倫理委員会の承認後、神戸大
学医学部附属病院で分娩を予定する妊婦に
おいて、文書による同意を得られた場合、分
娩時に胎児付属物（臍帯・卵膜）を採取した。	
	
（1）ヒト胎児付属物由来 MSCｓの分離・培養	
胎児付属物を物理的に粉砕し、リベラーゼを
用いて細胞を単離した。間葉系幹細胞が接着
細胞であるという性質から、接着培養による
分離培養を行った。MSCｓに特徴的な表面マ
ーカーをフローサイトメトリーで確認した。
多様な細胞になる分化能を、分化誘導特殊培
養液を用いて確認した。	
	
（2）早産児由来の MSCｓの特徴	
様々な週数由来の新生児から MSCｓを分離・
培養し、全 RNA を抽出した後、DNA マイクロ
アレイシステムで網羅的遺伝子発現解析を
行った。主要コンポーネント解析、および、
パスウェイ解析で候補とした遺伝子につい
て、定量的 RT-PCR にて遺伝子発現を確認し
た。細胞の増殖能を確認するために、Ki-67
染色による陽性細胞数の検討、MTS アッセイ

キットを用いた解析を行った。	
	
（3）モデル動物での脳内炎症の解析	
社会挫折ストレスモデルは 10 日間連続の攻
撃による社会ストレスを受けたマウスを用
いた。定量的 RT-PCR により炎症に関連した
遺伝子発現を確認した。遺伝子発現の脳局在
を解析するために、10um にスライスした脳切
片を用いて in	situ ハイブリダイゼーション
を行った。	
	
（4）モデル動物に対する MSCｓ投与の効果	
カイニン酸投与によるてんかん重積モデル
ラット、ブレオマイシンによる急性肺障害モ
デルラットを用いた。MSCｓの投与方法とし
て、MSCｓ細胞 1.0×106 個の静脈内投与を行
った。	
	
４．研究成果	
(1)	ヒト胎児付属物由来 MSCs の分離・培養	

接着培養により、ヒトの臍帯血および臍帯由
来の接着細胞の分離・培養を行った。約 1週
間後に紡錘状の接着細胞が増加したことを
確認した。分離・培養された紡錘状の接着細
胞に関して、CD105・CD73・CD90 が 95％以上
陽性であり、CD11b・CD14・CD19・CD34・CD79
α・HLA-DR の陽性細胞が 5%未満であるとい
うことをフローサイトメトリーによる解析
で確認した（図 1）。さらに、分化誘導用特殊
培養液を用いて培養することで、脂肪組織、
軟骨組織、骨組織への分化を確認した（図 2）。
以上により臍帯血および臍帯から分化能を
有する間葉系幹細胞を得る手技が確立した。	
	

	
図 1	フローサイトメトリー	 	 	 図 2	分化後の細胞	

	
	
(2)	早産児由来の MSCｓの特徴	

より高い治療効果の期待できる MSCs を得る
ため胎児付属物由来 MSCｓの特徴を解析した。	
胎児付属物由来 MSCｓ全 RNA を抽出し、DNA
マイクロアレイシステムにより網羅的遺伝
子発現解析を行った。主要コンポーネント解
析およびパスウェイ解析の結果、早産由来
MSCｓでは正期産由来と比べて、WNT 関連遺伝
子群の発現亢進が示唆された（図 3）。定量的
RT-PCR においても早産由来 MSCｓの WNT 関連
遺伝子群の発現亢進を確認した。また、WNT2B
と在胎週数との逆相関も示された（図 5）。さ



らに、早産児由来の MSCｓでは細胞増殖のマ
ーカーである Ki-67 陽性細胞が増加すること
（図 4）、培養中の細胞数増加が約 1.5 倍であ
ったことともあわせて、早産由来 MSCｓでは
WNT シグナル亢進に関連して高い増殖能を有
することが明らかとなった。	
	

	
(3)	モデル動物での脳内炎症の解析	

てんかん重積モデル作成に難渋したため、脳
内炎症が関連する他のモデル動物を用いて

炎症性サイトカインの解析を行った。 
反復ストレスによる社会挫折ストレスモデ
ルマウスおよび Lipopolysaccharide(LPS)投
与マウスを対象として、炎症性サイトカイン
の遺伝子発現を定量的 RT-PCR や in	situ	ハ
イブリダイゼーションを用いて検討した。	

脳内炎症との関連が報告されるミクログリ
アにおいて、IL1a,	IL6,	TNFa などの炎症性
サイトカインの遺伝子発現亢進が確認され
たものの、組織特異的な RNA の発現亢進を確
認するには至らなかった。（図 6）	
	
(4)	モデル動物に対する MSCｓ投与の効果	

急性肺障害モデル動物に対して MSCｓを投与
し、炎症抑制効果を検討した。	
8 週齢の SD ラットにブレオマイシン(BLM)気
管内投与を行い、肺障害を誘導した。3 日後
に MSCs または PBS を投与して、21 日後の肺
組織像を検討した。	

BLM により惹起された線維化や炎症性細胞浸
潤は、MSCs 投与により抑制されることが明ら
かとなった。（図 7,8）	
	



以上のように、研究期間に、ヒト胎児付属物
由来 MSCｓの分離・培養法の確立、早産児由
来 MSCｓの特徴、モデル動物を用いた脳内炎
症の病態の解析、モデル動物を用いた MSCｓ
投与の有効性の検討を行った。炎症病態のさ
らなる解析、種々のモデル動物および実際の
臨床における MSCｓ投与効果の検証が今後の
課題である。	
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