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研究成果の概要（和文）：胎児付属物に由来する幹細胞の形質および機能解析を行った。臍帯動脈内皮近傍に局在する
p75NTR陽性細胞は、神経細胞への分化能を示した。同一ドナーより臍帯Wharton’s jelly間葉系幹細胞（WJ-MSC）、胎
盤羊膜上皮幹細胞 (AEC)、胎盤羊膜間質幹細胞 (AMC)を調製し、その機能を比較した結果、WJ-MSCは、高いリンパ球増
殖抑制作用を示し、AECは高い造血幹細胞支持能を示した。これらのMSCをヒト臍帯血造血幹細胞と共にNOD-SCIDマウス
に共移植することにより、ヒト血液細胞の生着率が増加した。胎児付属物由来MSCは、臍帯血移植に伴う生着不全予防
に有用である可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We examined phenotypic and functional analysis of several stem cells isolated from
 human embryonic tissue. We found that p75NTR-positive cells, specifically localized sub endothelium of um
bilical artery, expressed several neural crest markers and differentiated into neuronal and glial cells. M
esenchymal stem cells (MSCs) derived from Wharton's jelly of umbilical cord (WJ-MSCs), epithelium of place
ntal amnion (AECs), and mesenchyme of placental amnion (AMCs) were prepared from same donors and compared 
their cellular function. WJ-MSCs characteristically suppressed peripheral blood lymphocyte proliferation, 
whereas AECs dominantly supported human hematopoietic stem cells in vitro. Co-transplantation of WJ-MSCs, 
AECs, and AMCs with human umbilical cord blood CD34-positive cells into NOD-SCID mice promoted the engraft
ment of human blood cells. These results suggest that these embryonic tissue-derived stem cells are useful
 to inhibit graft failure following cord blood transplantation.
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１．研究開始当初の背景 
臍帯血や臍帯組織中には胎児に由来する幼弱
な幹細胞が多く含まれることが知られている。
臍帯血中には造血幹細胞以外にも多能性細胞
の存在が明らかにされ、また臍帯の結合組織 
(Wharton’s jelly) や胎盤羊膜には間葉系
幹細胞 （mesenchymal stem cell: MSC）が
存在し、骨、軟骨、心筋などの間葉系組織の
みならず、神経細胞や肝細胞へ分化すること
が報告されている。さらに最近、脳性麻痺の
小児に自己臍帯血を移植して症状が改善され
たことが報告されている。これらの報告はい
ずれも非精製臍帯血単核球や臍帯血単核球を
付着培養して得られた不均一な細胞集団を用
いた検討である。このように臍帯・臍帯血に
はさまざまな機能を有する未分化細胞が複数
存在すると考えられているが、その局在や特
異的マーカーなど不明な点が多い。我々は臍
帯組織にはその局在や MSC マーカー発現プロ
ファイルが異なる何種類かの MSC 群が存在す
ることを明らかにした。これらの MSC の特性
や機能を明確にすることにより、多くの難治
性疾患に対する細胞治療に応用していくこと
が期待できる。 
 
２．研究の目的 
我々は臍帯血や臍帯組織中に神経堤に由来す
る未分化細胞や、幹細胞マーカー発現プロフ
ァイルが異なる MSC 群など、いくつかの形質
が異なる幹細胞群の存在とその局在を同定し
た。本研究ではこれらの幹細胞の単離増幅を
行い、形質解析を行うとともに神経分化能、
免疫抑制能、造血細胞維持能などの機能解析
を行う。そしてこれらを細胞ソースとする小
児難治性疾患を対象とした新しい細胞治療の
開発を目指す。 
 
３．研究の方法 
(1)臍帯組織に存在する神経堤由来細胞の形
質および機能解析 
妊婦よりインフォームドコンセントを得て提
供された臍帯組織から臍帯動脈を分離後、酵
素処理し、神経堤マーカーである p75NTR 陽性
細胞を磁気ビーズ法を用いて選別採取した。
単離した p75NTR 陽性細胞に対し、フローサイ
トメーターによる細胞表面抗原発現や、リア
ルタイム RT-PCR 法による各種神経堤マーカ
ー遺伝子の発現を評価した。また単離した細
胞をニューロスフェア法を用いて浮遊培養し、
ニューロスフェア形成能を評価した。さらに
このニューロスフェアを神経細胞分化誘導培
地やグリア細胞分化誘導培地で培養し、神経
細胞やグリア細胞への分化能を検討した。 
 
(2) 臍帯組織に存在するMSCの形質および機
能解析 
同意の得られた予定帝王切開患者から分娩
後、臍帯と胎盤を採取した。凍結切片を作成
し、各種幹細胞マーカー、造血ニッチマーカ
ーに対する抗体を用いて免疫組織染色を行

い、免疫抑制性細胞や造血ニッチ細胞として
機能しうる幹細胞の局在解析を行った。また
同一ドナーに由来する臍帯と胎盤を採取し、
Explant 法または酵素法により Wharton’s 
jelly 由来 MSC (WJ-MSC)、羊膜間質由来幹細
胞（AMC）、羊膜上皮由来幹細胞（AEC）を培
養調製した。比較対照としてヒト皮膚線維芽
細胞(FB)を用いた。それぞれの細胞に対し、
MSCの minimal criteria に基づく細胞表面抗
原発現解析を行った。また TNFαや IFNγで
刺激し、免疫原性、免疫制御に関する因子の
発現変化を遺伝子、蛋白レベルで解析した。
またこれらの細胞をヒト末梢血単核球
（PB-MNC）と共培養し、リンパ球増殖抑制能
を CFSE アッセイを用いて評価した。さらに
これらの細胞を臍帯血 CD34 陽性細胞と共培
養を行い、造血幹細胞の維持能をフローサイ
トメーターや CFU-GM アッセイなどを用いて
評価した。 
 
(3) 臍帯由来免疫抑制細胞の細胞治療への応
用 
レシピエントマウス(B6D2F1)に 11Gy 放射線
照射を行った後、ドナーマウス(C57BL/6)骨
髄単核球と脾臓 CD3 陽性細胞を移植し、急性
GVHD モデルを作成した。このモデルに上記検
討にて同定された免疫抑制能を有する細胞
を経静脈内投与し、細胞を投与しない
Control群と急性GVHDの重症度や死亡率を比
較検討した。 
 
(4) 臍帯血移植における生着促進を目的と
した細胞治療の確立 
放 射 線 照 射 (3Gy) を 行 っ た 免 疫 不 全
(NOD-SCID)マウスに、ヒト臍帯血造血幹細胞
(CD34 陽性細胞 1 x104)と共に、WJ-MSC、AEC、
AMC(5x105)をそれぞれ共移植した。移植 12 週
間後に骨髄および末梢血を採取し、ヒト型血
液細胞の生着率をフローサイトメーターで
検討した。 
 
４．研究成果 
(1)臍帯組織に存在する神経堤由来細胞の形
質および機能解析 
臍帯動脈より磁気ビーズ法で選別したp75NTR
陽性細胞の形質解析およびニューロスフェア
形成能を検討した。その結果、p75NTR 陽性細
胞は、MSC マーカーPDGFRβ, CD90 陽性、ペリ
サイトマーカーCD146, NG2 陽性で、内皮細胞
マーカーvWF 陰性、造血幹細胞マーカーCD34
陰性を示した。遺伝子発現解析において
p75NTR陽性細胞は、初期神経マーカー Nestin, 
Musashi-1 や、神経堤マーカー Twist, Slug, 
FoxD3 などの発現を認めた。また p75NTR 陽性
細胞は Nestin 陽性ニューロスフェアの形成
が高頻度に認められた。ニューロスフェアを
神経分化誘導培地で 12 日間培養すると、
NF200, MAP2 に陽性を示す神経細胞および
GFAP陽性を示すグリア細胞の誘導が確認でき
た。以上の結果より、臍帯動脈内皮近傍に



p75NTR陽性で神経細胞やグリア細胞への分化
能を有する神経堤由来幹細胞の存在が示唆さ
れた。 
 
(2) 臍帯組織に存在する MSC の形質および機
能解析 
ヒト臍帯および胎盤組織の凍結切片を作成し、
免疫組織学的に免疫抑制性細胞・造血ニッチ
細胞の局在解析を行った。その結果、造血ニ
ッチ細胞のマーカーである SDF-1 が、臍帯・
胎盤周囲の羊膜や胎盤内微小血管近傍に高発
現していることが明らかになった。次に同一
ドナーに由来する臍帯 Wharton’s ｊelly、
胎盤羊膜上皮、胎盤羊膜間質から Explant 法
または酵素法により細胞を培養調製し、特性
解析を行った。フローサイトメーターによる
細胞表面抗原解析では、WJ-MSC、AEC, AMC と
もに、CD90 陽性、CD105 陽性、CD73 陽性を示
し、MSC の minimal criteria を満たす形質を
示した。WJ-MSC は AEC、AMC, FB に比べ、IFN-
刺激後の HLA-DR 発現レベルが有意に低いこ
とが明らかになった。この結果より WJ-MSC は
免疫原性が低いことが示唆された。リンパ球
増殖抑制効果は、WJ-MSC > AEC > AMC の順に
強い傾向を認めた。免疫制御関連遺伝子
(IDO-1, PTGS2, HGF, TRAIL)の発現も WJ-MSC
で高い傾向があり、リンパ球増殖抑制効果の
結果と正の相関が認められた。以上の結果よ
り、WJ-MSC は、免疫抑制細胞としての機能が
高い可能性が示唆された。また造血ニッチマ
ーカーSDF-1 の発現は、WJ-MSC や AMC に比べ
AEC で高く、また in vitro 共培養系において
CD34陽性造血幹細胞を保持する能力が高い傾
向が認められた。これらの結果より、AEC が
造血ニッチ細胞としての機能が高い可能性が
示唆された。 
 
(3) 臍帯由来免疫抑制細胞の細胞治療への応
用 
マウス急性 GVHD モデルに対して、WJ-MSC を
経静脈内投与し、その GVHD 発症抑制効果を検
討した。その結果 WJ-MSC 投与群は、MSC 非投
与 Control 群に比べ、GVHD の臨床スコアや死
亡率に明らかな差は認められなかった。 
 
(4)臍帯血移植における生着促進を目的とし
た細胞治療の確立 
放射線照射を行った免疫不全(NOD-SCID)マウ
スに、ヒト臍帯血造血幹細胞(CD34 陽性細胞)
と共に、WJ-MSC、AEC、AMC をそれぞれ共移植
した。移植 12 週間後に骨髄および末梢血中の
ヒト型血液細胞の生着率をフローサイトメー
ターで検討した。その結果、各 MSC 共移植群
では、MSC 非投与 Control 群に比べ、ヒト型
血液細胞の生着率が有意に高くなることが明
らかになった。一方、これら 3 種類の MSC 間
の比較では、生着率や生着した各細胞分画の
比率に明らかな差は認められなかった。以上
の結果より、胎児付属物由来 MSC との共移植
により臍帯血造血幹細胞移植の生着率向上が

期待できることが明らかとなった。 
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