
 

様式Ｃ－１９ 

 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書 

 

平成 24 年 4 月 13 日現在 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

研究成果の概要（和文）：経静脈的なヒト臍帯血細胞移植がモノクロタリン誘発肺高血圧マウス

(BALB/c Slc- nu/nu)の肺高血圧を改善するか否か検討した。臍帯血細胞を 1×107/0.25ml 濃度

に調整し、CD34+細胞を 2.57％に増幅した。臍帯血細胞移植後の細小肺動脈形態、右室/左室

心筋重量比及び肺動脈血流波形は臍帯血細胞移植群と臍帯血細胞＋血漿成分輸血群では肺高血

圧群より有意に改善したが、臍帯血血漿成分輸血群では改善しなかった。つまり、ヒト臍帯血

移植により肺高血圧が改善するがその改善には血漿成分ではなく細胞そのものが必要であった。 

研究成果の概要（英文）：Backgrounds and Objectives. The purpose of this study is to 

investigate whether human umbilical cord blood-derived mononuclear cell (hUCB-MNC) 

transplantation improves the development of pulmonary arterial hypertension (PAH) in 

monocrotaline (MCT)-treated mice. HUCB-MNC transplantation may have a new 

therapeutic potential for several congenital heart defects with primitive pulmonary 

vasculatures. Methods. MCT-induced PAH model was made using BALB/c Slc-nu 

immunodeficiency mouse. HUCB-MNCs were adjusted to 1 x 107/0.25 mL of concentration, 

and injected intravenously into those mice 4 weeks after MCT administration. The mice 

were divided into five groups: (1) vehicle-injected mice; (2) MCT-treated mice; (3) 

hUCB-MNC transplantation for PAH mice; (4) hUCB-MNC+plasma transplantation for 

PAH mice; (5) plasma transplantation for PAH mice. Assessment of PAH were performed 

by the ratio of right ventricular to ventricular septum plus left ventricular weight 

(RV/S+LV), medial thickness of small pulmonary arteries, and pulmonary acceleration 

time/ejection time (PAT/ET) of the main pulmonary artery by echocardiography.  Results. 

RV/S+LV ratio, medial thickness of small pulmonary arteries and PAT/ET were 

significantly improved by hUCB-MNC transplantation with or without plasma, 

respectively.  Conclusions. Our data shows that hUCB-MNC transplantation improves 

MCT-induced PAH and its efficacy is dependent on hUCB-MNCs themselves. 
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１・２．研究の背景と目的 

代表的低肺血流性先天性心臓病であるファ
ロー四徴症(TF)においては、修復術施行年齢
が高くなると、QOL の低下を来すとされる。
我々は、近年、QOL 改善のために、チアノ
ーゼの早期解除がもたらす重要臓器機能、と
くに高次脳神経機能と精神運動機能の健常
発達を期待して、修復術を可及的早期に行っ
てきた (Kitagawa T, et al. Technique for 

constructing the pulmonary trunk for 

tetralogy of Fallot with pulmonary atresia. 

Ann Thorac Surg 59: 1245-1248, 1995)。TF

の乳児期早期修復術の治療成績は良好であ
るが、術後管理に難渋することもあり、今後、
チアノーゼの早期解除が遠隔期の高次機能
と精神運動発達に及ぼす成果についての検
討 が待たれ ている (Kitagawa T, et al. 

Surgical management of symptomatic 

tetralogy of Fallot in early infancy. Jpn 

JTCVS 56: 237, 2008. 図 1)。また、体肺側
副血行路によって肺血流を供給される疾患
群では、可及的早期に上下・左右の肺動脈の
連続性を再建する統合手術を行うべきであ
るが、肺血管床の未熟性とサイズの問題から
くる技術的困難性がある(Kitagawa T, et al. 

Surgical management of pulmonary 

atresia with VSD and MAPCAs. Ped  

Cardiol Card Surg 24: 338, 2008)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図１ 

 一方、肺高血圧に対する血管新生療法は
1997 年に Isner らのグループにより VEGF

遺伝子の導入により開始され、その後、細胞
治療の対象として基礎的研究が進められて
いるが、その効果や血管新生機序に関しては
未だ一定の結論に至っていない。そこで、
我々はマウス monocrotaline 誘発肺高血圧モ
デルにおいて、経静脈的な同種骨髄単核球細
胞移植が肺血管床の質的、量的な改善をもた
らし、それが VEGF-VEGFR によるパラクリ

ン系を介する血管新生によって惹起され、結
果として肺高血圧が改善すること、この治療
的血管新生は肺血管床の増加によって肺循
環を改善する有効な手段となる可能性があ
ることを見出した(Yoshida H, Kitagawa T, 

et al. Syngeneic Bone Marrow 

Mononuclear Cells Improve Pulmonary 

Arterial Hypertension Through VEGF 

Upregulation. Ann Thorac Surg 2009; 88: 

418-25；図 2〜4)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 このように、肺高血圧症に対する血管新生
治療はこれまでに多方面から研究されてき
たが、その効果と移植細胞の役割や血管新生
機序については未だ明らかでない。そこで経
静脈的なヒト臍帯血細胞移植が MCT 誘発肺
高血圧モデルマウスにおいて肺高血圧を改

図 3 



 

 

善するか否かについて研究し、以下の成果を
得た。 

１） 免疫欠損マウス(BALB/c Slc- nu/nu)に
おいて、monocrotaline 誘発肺血管閉塞性病
変を作製し、経静脈的なヒト臍帯血細胞移植
を行って、肺血管の新生、再生に伴って肺血
管床が改善するか否か検討した。 

２） 肺血管床改善効果が得られるならば、
その機序について検討し、その効果が移植ド
ナー細胞に依存するか否か研究した。 

３） 分娩時に患児の自己臍帯血を採取し、
分娩後の低肺血流性先天性心臓病の診断確
定後に、自発呼吸が開始され肺血流量が増加
しはじめた可及的 24 時間以内に臍帯血細胞
移植を行い、未熟肺血管床をより発育させて
低肺血流性心臓病の修復治療を有利にする
ことを最終的な目的とした。 

 

３．研究の方法 

前研究として、8 週齢 C57/BL6 マウスを用い
て monocrotaline(MCT)誘発肺高血圧病変を
作製し、4 週後に経静脈的な同種骨髄単核球
細胞移植により、VEGF の発現を介して、肺血
管床の増加によって肺高血圧を改善するこ
とを明らかにしてきた。 
 そこで、まず、8 週齢免疫欠損マウス
(BALB/c Slc- nu/nu)において、MCT 80mg/kg
を腹腔内投与し、4 週後生存率は 80％<で、
C57/BL6 マウスと同様の肺高血圧モデルを
90%-100％に作製できることを確認した。 
 同時に、本施設倫理委員会の承認を得、か
つ本研究に対する同意を得た産婦の分娩時
にヒト臍帯静脈血を採取した。同種骨髄単核
球細胞移植による前研究をふまえて、肺血管
床改善に効果的と思われる臍帯血単核球細
胞数濃度を 1×107/0.25ml に調整した。この
ヒト臍帯血細胞を免疫欠損肺高血圧マウス
の眼窩静脈より移植し、その 4 週後を end 
point として、肺高血圧病変の改善が得られ
るか否か、心エコー法を用いた肺動脈血流波
形 の 解 析 (AT/ET: acceleration time/ 
ejection time)と右室/左室心筋重量比から
検討した。それぞれシャム群（S群）、肺高血
圧コントロール群（PH 群）、臍帯血細胞移殖
群（C 群）、臍帯血血漿移殖群（P 群）、臍帯
血細胞＋血漿移殖群（A 群）の 5 群に分けて
比較検討した。図 5〜7) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
４．研究成果 
目的とする異種移植実験のため、免疫欠損マ
ウス BALB/c Sle- nu/nu (homo)、BALB/c Sle- 
nu/+ (hetero)を用いて、雌性 C57/BL6 マウ
スと同様に，monocrotaline 誘発肺血管閉塞
性病変を有する肺高血圧モデルを作製し得
た。 
 細胞移植後の肺高血圧病変の程度の評価
法として、具体的に C57/BL6 マウス肺高血圧
マウスに対する細胞移植から 4週後の 100μm
以下の細小肺動脈の中膜/外径比右室心筋重
量比による評価とともに、マウス心エコー法
で肺動脈血流波形を解析し、加速時間
acceleration time: AT (ms) と駆出時間
ejection time: ET(ms)の比 AT/ET から肺血
管床評価が可能であることをみいだした。 
 同時に、本研究に対する同意を得た産婦の
分娩時に臍帯静脈血を採取し、CD34陽性血管
内皮前駆細胞を単核球細胞層より分離して、
CD34 +細胞の豊富な medium を作製し、肺血
管の新生、再生に伴う肺血管床の改善を得ら
れるか、上記方法により検討し、肺血管床改
善に最も効率の良い細胞濃度、細胞数を 1×
107/0.25ml に調整した。臍帯血の解析では
CD34+、 CD45+、 CD133+前駆細胞は全体の
1.02％を占め、投与調整液 0.25ml 中では
2.57％に濃縮された。 
 そして、8 週齢免疫欠損マウス(BALB/c 
Slc-nu/nu (homo))肺高血圧モデルに対し
てヒト臍帯血細胞を異種移植して、肺血管床
の改善度を評価した。 
 その結果、臍帯血細胞移植 4週後の細小肺



 

 

動脈の中膜/外径比は S 群 0.084±0.035、PH
群 0.159±0.043、C 群 0.115±0.048、P 群
0.151±0.054、A群 0.117±0.047と、C群と
A 群では PH 群に対して有意に改善したが
（p<0.05）、P群では改善しなかった（図 8, 9）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
右室/左室心筋重量比は S 群 0.245±0.033、
PH群 0.341±0.036、C群 0.274±0.041、P群
0.314±0.021、A群 0.265±0.048と、C群と
A 群では PH 群に対して有意に改善したが
（p<0.05）、P群では改善しなかった（図 10）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
AT/ET は S 群 0.363±0.034、PH 群 0.277±
0.009、C 群 0.352±0.008、P 群 0.274±0.009
及び A 群 0.367±0.029 と、C 群と A 群では
PH 群に対して有意に改善したが（p<0.05）、P
群では改善しなかった（図 11, 12）。 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 つまり、臍帯血細胞投与群と臍帯血細胞＋
血漿投与群でのみ、BALB/c Slc- nu/nu(homo)
肺高血圧モデルの肺高血圧病変が改善した。
成熟肺血管床の改善には臍帯血細胞成分の
移植が必要であった。 
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