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【背景】臍帯血移植はドナーの負担が少ないなど利点が多く、日本でも公的バ

ンクの整備に伴い、症例数が急激に増加している。臍帯血移植の利点として、

ドナーへの負担がない事、臍帯血がその免疫学的寛容により	
 HLA	
 2	
 座不一致ま

での移植が可能であること［1］、迅速なコーディネートが可能で、緊急移植に対

応できる事などが挙げられる。治療成績においても非血縁者間骨髄移植と同等

の成績が報告されている［2］。しかし、臍帯血移植の最大の問題点として、生着

不全発生率が 10-20%と骨髄移植と比較して有意に高い［3］。臍帯血移植後の生着

不全の一因として、骨髄破壊的前処置による骨髄微小環境やストローマ細胞の

破壊や臍帯血中の細胞数の問題などが考えられているが、その詳細は不明であ

る。骨髄移植に用いられる骨髄単核細胞中にはストローマ細胞が含まれるので

造血能回復の一端を担うが、臍帯血移植に用いられる臍帯血細胞中には、スト

ローマ細胞がほとんど含まれないことが知られている。これも臍帯血移植にお

ける生着不全が多い要因の一つになっている。生着不全を回避する方法として、

造血幹細胞とともに間葉系幹細胞(mesenchymal	
 stem	
 cell:MSC)を同時に移植し

成功したとの報告がある［4-6］。一方で、胎盤や臍帯、および臍帯血など胎児付

属物にも MSC が存在している事が知られている［7］。胎盤や臍帯は分娩後、医療

廃棄物として扱われる組織であるため、採取に対して倫理的な問題が少ない。

胎盤には数種類の幹細胞が存在していると考えられている［8］が、なかでも胎盤

羊膜は上皮細胞と間質細胞に分けられ、2種類の MSC 様細胞すなわち、羊膜間質

由来幹細胞(amnion	
 mesenchymal	
 stem	
 cell:	
 AMC)と羊膜上皮由来幹細胞(amnion	
 

epithelial	
 stem	
 cell:	
 AEC)が存在し、様々な作用を示す事が分かっている［9］。



臍帯は、表面を羊膜からなる羊膜鞘で覆われ、内部に 2本の臍帯動脈と 1本の

臍帯静脈を有し、間質は Wharton’s	
 jelly(WJ)と呼ばれる白色のムコ多糖から

なる基質で満たされている。この WJ には MSC(WJ-MSC)が豊富に存在し、骨、軟

骨、神経などへの多分化能を示す事が知られている［10］。これらの細胞は、細胞

治療への臨床応用が期待されている［11］。	
 

【目的】胎盤や臍帯などの胎児付属物には、MSCが豊富に含まれ、数種類のMSC

が単離・増殖できることが報告されている。一方、これら胎児付属物由来MSCの

造血幹細胞生着促進作用に違いがあるかについて明確になっていない。	
 

	
 そこで本研究では、胎児付属物に由来する 3種類の MSCとして、①AMC、②AEC、

③WJ-MSC を調製し、臍帯血生着不全モデルマウスにヒト造血幹細胞と共にこれ

らの細胞を共移植し、その生着促進作用を比較検討した。これらの検討から、

造血幹細胞生着促進を目的として細胞治療のソースとして適切な細胞の同定を

試みた。	
 

【方法】免疫不全(nonobese	
 diabetic/severe	
 combined	
 immunodeficiency:	
 

NOD/SCID)マウスに対して、ヒト臍帯血 CD34+細胞と胎児付属物由来 MSC(AMC、AEC

および WJ-MSC)を経静脈的に共移植し、CD34+細胞の生着促進効果があるか 3種

類の細胞間で比較を行った。移植するヒト臍帯血 CD34+細胞は磁気ビーズ法にて

単離し、純度が 98〜100%である事を確認した。NOD/SCID マウスに放射線照射	
 (3	
 

Gy)を行った後、ヒト臍帯血 CD34+細胞単独(コントロール群)、ヒト臍帯血 CD34+

細胞と AMC(AMC 群)、ヒト臍帯血 CD34+細胞と AEC(AEC 群)、ヒト臍帯血 CD34+細

胞と WJ-MSC(WJ-MSC 群)を尾静脈より投与した。	
 移植 12 週後に骨髄細胞を採取



し、ヒト血液細胞の各分画について解析した。また、投与した MSC が体内でど

のような動態を経ているのかを検討するため、NOD/SCID	
 マウスに放射線照射(3	
 

Gy)を行った後、24 時間後に Qtracker®	
 にて蛍光標識した WJ-MSC(5	
 x	
 105)を尾

静脈より投与した。投与24時間後にマウスを安楽死させ、肺と大腿骨を摘出し、

それぞれの組織における移植細胞の局在解析を行った。蛍光標識した WJ-MSC は

投与前に蛍光顕微鏡で 100%の細胞が Qtacker 陽性であることを確認した。さら

に、胎児付属物由来 MSC の臍帯血生着促進作用メカニズムを明らかにする目的

で、AMC、AEC、WJ-MSC の培養上清を採取し、造血幹細胞生着に関わることが報

告されている SDF-1 および HGF のタンパク質濃度を Enzyme	
 Linked	
 

Immunosolvent	
 Assay(ELISA)法にて測定した。	
 

【結果】ヒト臍帯血生着不全モデルマウスによる MSC 共移植実験での解析結果

を図 1に示す。白血球共通分画である CD45+細胞、造血前駆細胞分画である CD34+

細胞、Bリンパ球分画である CD45+/CD19+細胞では、WJ-MSC 群で有意に生着が促

進していた(p	
 <	
 0.05)。骨髄球分画である CD45+/CD13+細胞、単球・マクロファ

ージ分画である CD45+/CD11b+細胞、巨核球分画である CD45+/CD41a+細胞では、

WJ-MSC 群と AMC 群において、Control 群に比べ高い傾向があったが、統計学的

有意差は認められなかった。骨髄中の CD45+細胞、CD34+細胞、CD45+/CD19+細胞、

CD45+/CD13+細胞、CD45+/CD11b+細胞、CD45+/CD41a+細胞は、コントロール群では

全例でほとんど検出されなかった。以上の結果より、ヒト臍帯血と WJ-MSC の共

移植はヒト臍帯血 CD34+細胞の生着を促進し、造血機能が早期に回復する事が明

らかになった。移植した MSC の体内動態実験では、肺の切片標本で、Qtracker



陽性の WJ-MSC が検出された。一方、骨髄細胞のフローサイトメトリーによる解

析では一頭のマウスにつき骨髄細胞 10 万個を解析したが Qtracker 陽性細胞は

検出されなかった。合計 8頭のマウスを用いて検討を行ったが、すべてのマウ

スで、Qtracker 陽性細胞を検出することはできなかった。以上の結果より、静

脈内投与した WJ-MSC は骨髄内には移行せず、一部は肺にトラップされている事

が明らかになった。それぞれの MSC の分泌するサイトカインを測定するため、

ELISA 法を用いて検討したが、SDF-1 の培養上清中の濃度は、各群間に有意差は

認められなかった。HGF の培養上清中の濃度は、WJ-MSC で AMC や AEC に比べて

有意に高いことが明らかとなった(p＜0.05)。以上の結果より、WJ-MSC は AMC や

AEC に比べて HGF を高発現することが明らかになった。	
 

【考察】今回、同一ドナーから３種類の胎児付属物由来 MSC	
 (AMC、AEC、WJ-MSC)

を調製した。フローサイトメーターによる細胞表面抗原解析においても、AMC、

AEC、WJ-MSC ともに MSC の minimal	
 criteria［12］を満たすプロファイルを呈して

いた。これらの所見は、以前報告された胎児付属物由来 MSC の形質解析の結果

に一致している［13-15］。以上の結果より調製した AMC、AEC、WJ-MSC はいずれも

MSC の形質を有していることが示唆された。	
 

生着不全モデルマウスでのヒト臍帯血CD34+細胞と胎児付属物由来MSC共移植実

験を行った結果、WJ-MSC 共移植により、ヒト血液細胞の生着が促進されること

が明らかになった。一方 AEC 群と AMC 群では個体差があり明らかな生着促進効

果は認められなかった。WJ-MSC により、造血前駆細胞分画や B細胞分画は、有

意な発現増加が認められたが、単球、骨髄球、巨核球分画の増加は、統計学的



に有意ではなかった。これは臍帯血移植後に、Bリンパ球の出現に遅れて、骨髄

球や巨核球が増加する所見に一致する。免疫不全マウスを用いて WJ-MSC が臍帯

血生着促進作用を示すことはすでに報告がある［16,17］。一方、同一ドナーから調

製した３種類の胎児付属物由来 MSC の生着促進効果を直接比較した報告は今ま

でにない。今回、WJ-MSC 以外の MSC とくに AEC では生着促進効果が弱いことが

明らかになった。今後、多くの臨床研究が行われている骨髄 MSC との比較や、

同一ドナーに由来する WJ-MSC と異なるドナーに由来する WJ-MSC の効果比較な

どの検討が必要と思われる。	
 

蛍光標識した WJ-MSC 移植実験の結果、肺には WJ-MSC の局在が認められたが、

骨髄内には検出されなかった。同様の結果は Carrancio ら［18］によっても報告さ

れている。造血幹細胞移植では、通常 48 時間以内に造血幹細胞が骨髄にホーミ

ングすることが知られている。今回、移植 24 時間後に WJ-MSC が骨髄内に検出

できなかったという結果は、共移植した WJ-MSC は造血幹細胞ニッチとして機能

していない可能性を示唆している。MSC を経静脈投与した場合、その多くが肺に

トラップされ、ここで免疫細胞との相互作用により様々な液性因子が全身性に

分泌され、抗炎症作用や免疫抑制作用を発揮することが報告されている［19,20］。

今回 WJ-MSC の経静脈移植により、生着が促進された理由として、肺にトラップ

された WJ-MS から生着を促進する因子が全身性に分泌された可能性がある。今

回培養上清の SDF-1 濃度を検討した結果、3細胞間に明らかな差はなかった。一

方、HGF は WJ-MSC で AEC や AMC より有意に高値を示した。HGF は、造血微小環

境を修復・再生する機能が知られており、造血幹細胞のホーミングを促進する



可能性が指摘されている［21］。今回の検討にて、WJ-MSC 移植による生着促進効

果が認められたメカニズムの一つとして HGF の関与が示唆された。今後、同様

の共移植実験系を用いて、造血幹細胞のホーミングに対する HGF シグナルの関

与を明らかにしていく必要がある。またWJ-MSCからはHGF以外にもHLA-G、IDO、

PGE2、VEGF などの免疫制御因子や血管新生因子を分泌しているため、HGF 以外

の因子に関しても今後検討する余地があると考える。	
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