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研究成果の概要（和文）：小児脳性麻痺児を対象とした自己臍帯血幹細胞輸血治療の治療メカニズムの解明を目的とし
て、臍帯血中の幹細胞集団の同定とその出現率を解析し、治療効果の高い細胞集団の特定を行った。結果、臍帯血には
未分化マーカー（Oct3/4, Nanog, Sox2, Tra-1-60, SSEA4など）を発現する特有の幹細胞が存在することが明らかとな
った。また、未分化性維持培養を行うことで、未分化マーカー遺伝子の発現上昇を促し、造血幹細胞のみならず、臍帯
血特有の幹細胞数を増加させることが可能となった。

研究成果の概要（英文）：To reveal the therapeutic effects of human umbilical cord blood stem cell 
transplantation on cerebral palsy, we identify stem cell populations in umbilical cord blood, and analyze 
the frequencies and percentages of the stem cell populations.
We showed that unique stem cell populations expressed the stem cell markers, such as Oct3/4, Nanog, Sox2, 
Tra-1-60 and SSEA4. In addition, we demonstrated that stem cell marker genes were up-regulated and not 
only hematopoietic stem cells but also the unique stem cell populations were significantly increased 
under the culture for maintenance of undifferentiated state.

研究分野： 生殖医学
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１．研究開始当初の背景 
 出産時に採取・保管された臍帯血幹細胞は
その幼若性と多能性が高いことがよく知ら
れている。 
ラット脳梗塞モデル研究において、臍帯血

幹細胞移植によって行動学的に改善効果が
あると報告がなされた。臍帯血幹細胞から神
経前駆細胞、グリア前駆細胞が分化し、神経
の修復や再生することが確認されており
(Cell Transplant. 2009, 18: 985-998)、臍
帯血幹細胞輸血を施行することで、損傷した
側脳室周囲の神経幹細胞を賦活化すること
が期待されている。 
 また、ヒトの臨床試験でも、デューク大学
で脳性麻痺等、難治性脳障害児に関する臍帯
血幹細胞治療による臨床研究のオープンス
タディが 2004 年から開始され、2009 年 2 月
で 80 症例が実施されている。脳性麻痺の治
療効果について、臍帯血細胞投与 1年後の正
式な診察評価で 8例中 6例に改善効果がみら
れ、有害事象は見られなかったと報告があっ
た。また、メキシコの Ramirez らのグループ
は、脳性麻痺児に非自己（アロ）臍帯血を投
与することにより、8 例中 6 例（75％）に症
状の改善を認めたという報告もある。 
 小児脳性麻痺児を対象とした自己臍帯血
幹細胞輸血治療は、日本国内では高知大学が
初めて「ヒト幹細胞臨床試験」として厚生労
働省に認可を受けた（平成 23 年 10 月）。高
知大学では小児脳性麻痺の発生確率が高ま
る在胎週数 33 週未満児を治療対象としてい
るが、このような未熟児から採取された臍帯
血幹細胞についての基礎的研究は全くされ
ておらず、臨床研究に至るまでの治療メカニ
ズムは明らかにされていない。 
 
２．研究の目的 
(1)臍帯血に含まれる幹細胞としては、造血
幹細胞が一般的によく知られているが、近年、
造血幹細胞以外の幹細胞として、様々な細胞
系譜に分化し得る多能性幹細胞の存在につ
いて複数の報告がなされた。高知大学医学部
附属病院で分娩時に採取された在胎週数の
異なる臍帯血および研究用ヒト臍帯血幹細
胞を用いて、臍帯血特有の幹細胞集団の同定
とその出現率を解析し、治療効果の高い細胞
集団の特定を行う。 
 
(2)臍帯血幹細胞は、他の体性幹細胞と比較
してその幼若性と多能性が高いことが知ら
れているが、増殖性が低いために、臍帯血幹
細胞の体外増殖培養法は未だ確立されてい
ない。幹細胞の未分化性を維持したまま増殖
させる新たな培養方法を開発することで、細
胞数の少ない早産児の臍帯血であっても、安
定的に幹細胞を分離・保管することが可能と
なれば、より効果的な臍帯血幹細胞輸血治療
へ発展させることができると考えられる。 
 
(3)基礎的解析がなされた臍帯血幹細胞を用

いて、小児脳性麻痺児の自己臍帯血幹細胞輸
血治療を行うことで、臍帯血幹細胞による治
療メカニズムを解明する。 
 
３．研究の方法 
(1)高知大学医学部附属病院で採取された臍
帯血幹細胞（高知大学医学部倫理委員会承認
済）、および研究用ヒト臍帯血幹細胞（理研
Cell Bank）を用いて下記の特性解析を行っ
た。 
①未分化マーカー遺伝子の発現解析 
臍帯血幹細胞から RNA 精製を行い、未分化

マーカー遺伝子（Oct3/4, Nanog, Sox2）に
ついて、RT-PCR による発現解析を行った。 
 
②未分化細胞表面マーカー解析 
 未分化細胞表面マーカー（Tra-1-60, 
Tra-1-81, SSEA4）については、免疫蛍光染
色した後、Flow cytometry および共焦点顕微
鏡を用いて解析を行った。 
 
(2)新規未分化性維持培養として、フィーダ
ーフリー培養（マトリゲルをコートした培養
ディッシュ上に臍帯血幹細胞を播種）を行っ
た。培養後、7日目の臍帯血幹細胞を用いて、
特性解析を行った。 
①未分化マーカーの発現解析 
未分化マーカー遺伝子（Oct3/4, Nanog, 

Sox2 など）については、real time PCR を用
いて解析を行った。 
 

②未分化細胞表面マーカー解析 
 未分化細胞表面マーカー（Tra-1-60, 
Tra-1-81, SSEA4）および間葉系幹細胞マー
カー（CD44, CD73, CD90, CD105）について
は、免疫蛍光染色した後、Flow cytometry を
用いて解析を行った。 
 
(3)自己臍帯血幹細胞を所有する小児脳性麻
痺児に対して細胞輸血治療を実施する。医師
および理学療法士による臨床的評価と、頭部
MRI などの臨床検査により、臍帯血幹細胞輸
血治療の安全性と有効性について解析を行
う。 
 
４．研究成果 
(1)臍帯血幹細胞を用いて未分化マーカー遺
伝子の発現解析を行った結果、Oct3/4, Nanog, 
Sox2 の発現を確認することができた（図１）。
また、臍帯血幹細胞にはTra-1-60, Tra-1-81, 
SSEA4 陽性細胞が認められたが（図１）、成人
末梢血単核球には認められなかったことか
ら、臍帯血中には、特有の多能性幹細胞が存
在することが示唆された。このような臍帯血
特有の多能性幹細胞について、在胎週数が異
なることで出現率がどう変動するのか、現在
解析を進めている。 
 
 
 



 
 
(2)これまでに報告されてきた培養方法に倣
い（Blood. 2004, 103: 1669-75, Exp. Hematol. 
2006, 34: 914-25）、臍帯血幹細胞の培養を
行った。結果、幹細胞の増殖は認められず、
従来の方法では臍帯血幹細胞の培養を行う
ことはできなかった（図 1a）。 
 そこで、ヒト ES 細胞などの多能性幹細胞
で用いられているフィーダーフリー培養方
法に倣い、臍帯血幹細胞の培養を行った。結
果、多数の細胞塊の出現が認められた（図 1b）。 
 

 
また、この細胞塊を未分化細胞マーカー抗

体(SSEA-4)で染色した結果、陽性であること
が明らかとなった（図 1c、d）。 
 培養 7日目に得られた個々の細胞塊につい
て、real time PCR を用いて未分化遺伝子マ
ーカー発現解析を行った結果、7 個の細胞塊
の内 2個の細胞塊（#6, #7）で未分化マーカ
ー遺伝子の高い発現が認められた（図 3）。ま
た、一部の細胞塊（#1, #4）では造血幹細胞
マーカーであるCD34の発現が上昇していた。
以上の結果より、培養によって出現する細胞
塊は、個々でその特性が異なることが示唆さ
れた。 
 培養臍帯血幹細胞の特性について、さらに
詳細に解析するために、Flow cytometry を用 
いて各種幹細胞の出現率を解析した。結果、
臍帯血中に多く含まれることが知られてい

る造血幹細胞（CD34 陽性/CD45 弱陽性）につ
いては、培養前は 212±30.2 細胞であったの
に対し、培養後は3,579±802.4細胞（p<0.01）
に増加していた。また、より未分化性の高い
細胞群が含まれる幹細胞集団（CD45 陰性
/Lineage 陰性）の含有率については、培養前
は 1.89±0.37％であったのに対し、培養後は
11.04±3.82％（p<0.05）に増加していた（図
４）。 
さらに、幹細胞集団中の間葉系幹細胞マー

カー（CD44、CD73、CD90、CD105）や、未分
化細胞マーカー（Tra-1-60、Tra-1-81）の発
現について解析したところ、培養後、有意に
上昇していることが明らかとなった。以上の
結果より、在胎週数 33 週未満児など臍帯血
量が少ない場合であっても、フィーダーフリ
ー培養によって、造血幹細胞のみならず、未
分化性の高い有用な幹細胞群も増殖させる
ことで、より効果的な臍帯血幹細胞治療へ発
展させることが可能と考えられた。 

 

 
(3)臨床研究としては、小児脳性麻痺の発症
が疑われる小児からの自己臍帯血幹細胞の
採取およびその基礎的解析については順調
に行われたが、現在のところ細胞治療には至
っていない。 
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図3　培養臍帯血幹細胞の未分化マーカー遺伝子発現  
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