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研究成果の概要（和文）： 

臍帯血より分離培養した血管内皮前駆細胞と臍帯ワルトンゼリーより採取した間葉系幹細
胞を使用し、フォトリソグラフィーの技術を用いて、羊膜上で毛細血管網を作成した。作
成した毛細血管付き羊膜シートをマウスの下肢虚血部位に移植したところ、血流の改善を
認めた。この生体外で作成した毛細血管付き羊膜シートはすべて胎児にとって自己由来成
分であり、新生児外科治療に有用な可能性があると考えられた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
We established amnion sheets with capillary network by use of lithographic technique 
using outgrowth endothelial progenitor cells from umbilical cord blood and 
mesenchymal stem cells from Wharton’s jelly in umbilical cord. Implantation of the 
amnion sheet with capillary network into the ischemic hind limbs of mice increased 
reperfusion compared with controls. Implantation of a capillary network engineered 
ex vivo from autologous cells may have therapeutic potential for the treatment of 
pediatric surgery. 
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１．研究開始当初の背景 

 周産期・新生児医療の進歩により新生児死
亡率が漸減する中、原因別では先天奇形によ
る新生児死亡の割合が増加している。新生児
奇形に対する手術療法において、腹壁破裂や
臍帯ヘルニアなど欠損組織が大きい場合に

は、人工材料による修復が必要であるが、異
物に対する炎症反応や血流不全による組織
虚血による合併症は未だ解決出来ていない
問題である。近年の再生医療分野における飛
躍的な進展により、虚血組織に対する再生治
療は高齢者の心血管障害で実際に臨床応用
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されているが、出世前診断で発見された先天
性疾患に対する新生児外科治療時に利用で
きる自己生体材料の開発についての検討は
あまりなされていないのが現状である。 

 

２．研究の目的 

 我々はこれまでにウシ血管内皮細胞を用
いた生体外での血管網作成について研究を
積み重ね、毛細血管を生体外にて作成するこ
とに成功しているが、この技術を先天性奇形
疾患の手術における欠損組織の修復と、切離
縫合により血流が遮断された虚血組織の血
流回復に応用しようというのがこの研究の
目的である。すなわち、人工材料に起因する
手術合併症の減少のため、新生児にとって自
己組織である羊膜と自己血である臍帯血よ
り採取した血管内皮前駆細胞を利用した自
己生体材料の開発を目的として基礎的な検
討を行うことが本研究の主眼である。 

 

３．研究の方法 

（1）ヒト臍帯血由来血管内皮前駆細胞
（Outgrowth endothelial progenitor cells: 
OEC）と胎盤付属物由来間葉系幹細胞の効率
的な分離と増幅方法の検討：臍帯血は本学大
学病院にて分娩を行った患者のうち、文書に
て本人の承諾が得られた患者の胎盤娩出後
の臍帯より採取した。得られた臍帯血より単
核球を分離し、播種細胞密度、表面抗原によ
る分離、培地の種類/添加因子、細胞凍結の
有無について比較検討を行い、より高率に
OEC を採取できる条件を探索した。また、壁
細胞として胎盤付属物由来間葉系幹細胞を
使用することとし、臍帯ワルトンゼリーと羊
膜から、酵素法、アウトグロース法を用いて、
間葉系幹細胞を採取する方法を検討した。そ
れぞれ単離したOECと間葉系幹細胞はフロー
サイトメトリー解析と免疫染色を行った。 
 
（2）毛細血管付き羊膜シートの作成：我々
は移植に耐えうる、より強固で安定した毛細
血管を得るため、胎盤付属物から分離培養し
た間葉系幹細胞と血管内皮前駆細胞の共培
養を行い、血管内皮細胞の外周に壁細胞とし
て間葉系幹細胞を付着させた形の血管網を
作成した。まず、親水・疎水性パターンのみ
で制御したガラス基板上で毛細血管パター
ンを形成し、パターン化された細胞を細胞外
マトリクスである羊膜とマトリゲルに転写
した。転写した細胞はインキュベーションの
後、羊膜またはマトリゲル上での管腔形成の
有無を、位相差顕微鏡、共焦点レーザー顕微
鏡にて確認した。間葉系幹細胞が壁細胞と同
じ性質を示しているかについての確認は、胎
盤付属物由来間葉系幹細胞のかわりに市販
ヒトペリサイトを用いてコントロール実験
を行った。 

（3）創傷モデルマウスに対する毛細血管網
付き羊膜シートの移植と治療評価：まず欠損
組織モデルマウスとして皮膚欠損マウスの
作成を試みたが、安定した欠損部位の作成に
至らなかったため、血流回復を確認するため
のモデルとして下肢虚血モデルへモデル変
更を行った。ここに羊膜シートのみ、壁細胞
を欠いた毛細血管付き羊膜シート、壁細胞付
きの毛細血管が付着した羊膜シートの三種
類を移植し、それぞれの下肢の血流回復につ
いてカラードプラー法にて評価した。また、
移植を行った下肢については病理学的評価
を行った。 
 
４．研究成果 
（1）①OEC の効率的な採取法：培養皿はフィ
ブロネクチンコート 6 well プレートを使用
し、培地交換は 2-3 日に 1回行った。まず播
種細胞密度と分画分離の必要性について検
討を行ったところ、CD45 陰性単核球を播種し
た時の 1 well あたりのコロニー形成率
（OEC-Colony Forming Rate: OEC-CFR）は
0.250 colony/5 × 107 cells であり、播種
細胞密度に比例していた。一方、総単核球を
播種した時の OEC-CFR は 0.347 colony/5 × 
107 cells であった。この結果により、OEC が
含まれていることが知られている CD45 陰性
単核球の分離が必ずしも必要ではないこと
が判明した(p = 0.8095)。次に培地について
検討を行ったところ、内皮基礎培地に
Microvascular endothelial growth medium 
(EGM-2-MV) supplementsを添加することによ
り 、 EGM-2 (Endothelial growth medium)  
supplement を添加した時と比較して有意に
OEC-CFR の増加を認めた(p = 0.0018)。さら
に、総単核球分画を分離後、凍結保存した後、
解凍し OEC の培養を試みたが、OEC-CFR は新
鮮細胞からの採取率より低値ではあったも
のの、各サンプルから 1つ以上のコロニーを
得ることができた。得られた OEC についてフ
ローサイトメトリー解析と免疫染色を行っ
たところ、CD31、CD34、CD73、CD146、CD144、
および CD309 が陽性であった。 
②胎盤付属物由来間葉系幹細胞の採取：臍帯
ワルトンゼリーと羊膜より、アウトグロース
法、酵素法を使用して、間葉系幹細胞を採取
したが、経腟分娩時に採取した羊膜はコンタ
ミネーションを起こしてしまう確率が高く、
経腟・帝王切開いずれにしてもコンタミネー
ションを起こしにくい臍帯ワルトンゼリー
由来の間葉系幹細胞を使用することが臨床
応用に向けて有用であると考えられた。また、
酵素法、アウトグロース法のいずれの方法で
も細胞を得ることが出来るため、より操作が
少なく、使用薬剤の少ないアウトグロース法
のほうが、安全性が高いと判断し採用した。
培地は 10％FBS 添加αMEM を使用し、培地交



 

 

換は 2-3 日に 1回行った。以上の方法にて採
取したワルトンゼリー由来間葉系幹細胞
（ Wharton’s jelly derived mesenchymal 
stem cell: WJC）に対してフローサイトメト
リー解析と免疫染色を行ったところ、CD34 と
CD146 が陰性、CD73、CD44、NG2、CD90、CD325、
NG2 およびαSMA が陽性を示した。また、分
化誘導実験において、骨・軟骨・脂肪に分化
することが確認された。 
 
（2）基板に細胞を播種し、細胞外マトリク
ス(羊膜・マトリゲル)に基板を接着させて細
胞転写をおこなったところ（図 1）、OEC によ
って形成された管腔の周りにワルトンゼリ
ー由来間葉系細胞が付着している像が確認
された（図 2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（図 1）フォトリソグラフィー技術を利用し
た細胞転写による生体外での毛細血管作成 
 
 
 
 
 
 
 

 
（図 2）OEC とワルトンゼリー由来間葉系幹
細胞からなる毛細血管（赤：OEC 緑：ワル
トンゼリー由来間葉系細胞） 
 
 
また、図 3に示すようにワルトンゼリー由来
間葉系幹細胞をヒトペリサイトに置き換え
て行った実験においてもワルトンゼリー由
来間葉系幹細胞と同様の構造を示し、OEC に
よって形成された管腔の周りにワルトンゼ
リー由来間葉系幹細胞が付着している像が
認められた。 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
（図 3）OEC とヒトペリサイトからなる毛細
血管（赤：OEC 緑：ヒトペリサイト） 
（3）下肢虚血マウスへ、①羊膜シートのみ
②OEC のみで形成された血管網付き羊膜シー
ト③OEC とワルトンゼリー由来間葉系幹細胞
で形成された血管網つき羊膜シートの三種
類の移植を行った結果、①と比較して②③で
虚血下肢の血流が回復する傾向が認められ
た（図 4）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（図 4）移植後 14日目の虚血下肢（左側）と
虚血下肢に移植を行った下肢（右側）の血流
比の比較 
 
 
病理学的な検討においては、移植した血管網
と既存の血管の結合部位を認めるに至らな
かった。 
 
以上の結果により、臍帯血と臍帯由来の二種
類の細胞より、安定した毛細血管を得ること
ができ、なおかつ、羊膜をスキャホールドし
て使用するという、すべて新生児にとって自
己細胞・組織を用いた移植用毛細血管シート
を作成することができた。これは、新生児外
科治療に有用な可能性があると考えられる。
今回の研究においては、虚血組織の血流回復
の確認のみにとどまっているが、現在、組織
の多層化において問題となっている組織内
虚血と組織内血管導入に対して本手法が利
用できる可能性があり、今後、他組織との同
時移植による 3D 組織再生について検討して
いきたい。 
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