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【概要】 

間葉系幹細胞 (Mesenchymal stem cell: MSC)は骨髄間質より単離された、

非造血系の未分化細胞であり、免疫制御作用を有し、免疫原性が低く、腫瘍原

性もないため、細胞治療用の細胞としてすぐれた特徴をもっている。ステロイ

ド抵抗性急性移植片対宿主病 (Acute graft versus host disease: aGVHD)をは

じめ、炎症性腸疾患、慢性関節リウマチ、1 型糖尿病、多発性硬化症などを対象

とした臨床試験が数多く行われている。従来は骨髄 MSC が移植細胞として多く

用いられてきたが、近年、母体や胎児に対し外科的侵襲を伴わず、胎盤や臍帯

から採取できる胎児付属物由来 MSC が、他家移植用の治療用細胞として注目さ

れている。中でも臍帯 Wharton’s Jerry (WJ)に由来する MSC (WJ-MSC)は、す

でに種々の疾患に対する前臨床および臨床研究成果が報告されており、安全で

有効性の高い他家移植用の細胞源として期待されている。WJ-MSC の調製法と

して酵素法と Explant 法があるが、これらの調製法の違いにより、作製された

MSC の形質や機能にどのような影響が生じるか明らかになっていない。本研究

の目的は、酵素法と Explant 法により調製された WJ-MSC の形質、増殖能、多

分化能、免疫制御関連遺伝子の発現を解析し、調製法の違いによる WJ-MSC の

治療用細胞としての性能を比較評価することである。 
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ヒト臍帯は日本大学医学部附属板橋病院倫理委員会の承認を得て、妊娠

37~39 週に予定帝王切開を施行した正期産の健康な胎児から採取した。Explant

法で派生、増殖する細胞を同定するため、Explant 法に用いる臍帯組織の組織

学的検討を行った。酵素法、Explant 法で調製した WJ-MSC を用いて DNA マ

イクロアレイ解析、細胞表面抗原プロファイル、Colony-forming unit-fibroblast  

(CFU-F)アッセイ、細胞増殖能、In vitro における多分化能、各細胞の免疫制御

関連因子の発現解析を行い、両群を比較した。 

Explant 法に使用する臍帯組織の蛍光免疫染色では、WJ を構成する細胞は、

増殖細胞マーカーKi67、間質細胞マーカーPDGFR-β陽性であった。DNA マイ

クロアレイ解析では、酵素法と Explant 法で調製した WJ-MSC は非常に近似し

た遺伝子発現プロファイルを示し、階層的クラスタリング解析でも非常に距離

が近い群として分類された。細胞表面抗原プロファイルは両者ともに MSC の

minimal criteria に一致するプロファイルであり、差を認めなかった。CFU-F 

アッセイでは第 4 継代において、Explant 法に比べ、酵素法でコロニー形成率

が低下する傾向が認められた。細胞増殖能解析では酵素法、Explant 法ともに

ほぼ同じ増殖曲線を示し、細胞倍加時間も両群で類似した値が得られた。多分

化能解析では、どちらの細胞も脂肪細胞、軟骨細胞への分化が認められたが、

骨分化誘導では、どちらの細胞もカルシウム沈着を示す成熟した骨芽細胞は認
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められなかった。免疫制御関連因子の解析では繊維芽細胞に対し、酵素法、

Explant法で調製したWJ-MSCで発現が有意に高い免疫制御関連因子を複数認

めたが、酵素法、Explant 法間での有意差を認める免疫制御関連因子は認めな

かった。 

結論として、酵素法と Explant 法により調製された WJ-MSC 遺伝子発現プ

ロファイルは非常に近似しており、それぞれの細胞の増殖能、自己複製能、多

分化能、免疫制御関連遺伝子の発現に大きな違いを認めなかった。以上の結果

よりExplant法でも酵素法と同様の多能性を有するWJ-MSCが調製できること

が明らかになった。臨床的に応用する場合、培養までの処理時間が短く、異種

動物由来物質を含む試薬を使用せず、調製コストが低いといった利点を有する

Explant 法を積極的に選択すべきと考えられた。 
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【緒言】 

１．背景 

Ⅰ．間葉系幹細胞 (Mesenchymal stem cell: MSC) 

ヒトMSCは1999年にPittengerら 1)によって骨髄間質より単離された、

非造血系の未分化細胞である。プラスチックディッシュへの接着能を有し、

高い増殖能を持つ。骨髄ストローマ細胞としての機能を有するのみならず、

脂肪細胞、骨芽細胞、軟骨細胞などの中胚葉系の様々な組織に分化する能力

を有する。MSC は組織障害部位に効率よく集積し、組織修復作用や免疫抑

制作用を示すことから細胞治療における移植用細胞として有望と考えられ

ている 2-5)。International Society for Cellular Therapy (ISCT)は、ヒトMSC

の minimal criteria として、①プラスチックディッシュに付着能を有する、

②骨芽細胞、軟骨芽細胞、脂肪細胞に分化する、③細胞表面マーカーとして

CD105、CD73、CD90 陽性、CD45、CD34、CD14、CD11b、CD79a、CD19，

HLA-DR が陰性であることを定めている 6)。 

MSC を用いた細胞治療の臨床研究はすでに多数行われており、ステロイ

ド抵抗性急性移植片対宿主病 (Acute graft versus host disease: aGVHD)を

はじめ、炎症性腸疾患、慢性関節リウマチ、1 型糖尿病、多発性硬化症など

を対象とした臨床試験が行われている 7)。55 例のステロイド抵抗性 aGVHD
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に対して Bone Marrow MSC (BM-MSC)を静脈内投与する細胞治療が行な

われ、30 例に完全寛解 (完全寛解率 55%)、9 例に改善 (有効率 71%)が認め

られたと報告 8)された。現在、非血縁のBM-MSC製剤 (ProchymalTM, Osiris

社)を用いた臨床試験も行われている 9)。 

MSC は種々の免疫細胞(T リンパ球、ナチュラルキラー細胞、樹状細胞な

ど)に直接的・間接的に作用し、その活性化や機能を制御することが報告さ

れている 10-13)。MSC の産生する免疫制御に関連する液性因子として

Prostaglandin-endoperoxide synthase 2 (PTGS2)、TNF-related 

apoptosis-inducing ligand (TRAIL)、Transforming growth factor (TGF)-

β1、Indoleamine 2,3-dioxygenase 1 (IDO1)、Nitric oxide synthase 2 

(NOS2)、Chemokine (C-C motif) ligand 2 (CCL2)などがあり、これらの因

子は炎症性サイトカインである TNFαや IFNγなどにより発現が促進する

ことが報告されている 14-18)。また、MSC は定常状態で HLA-DR や DQ な

どの classⅡ抗原や共刺激分子である CD80、CD86、CD40、CD154 を発現

せず免疫原性が低く、拒絶されにくいという特徴を持つ 19)。また腫瘍原性

もなく、移植安全性が高いことも報告されている 20)。これらの点において

も移植用細胞としてすぐれた特徴をもっている。 
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Ⅱ．胎児付属物由来 MSC 

MSC は骨髄組織のみならず、脂肪組織や歯髄など全身の間葉系組織に存

在する。また、臍帯や胎盤などの胎児付属組織にも豊富に存在している。一

般的に胎盤や臍帯、羊膜、臍帯血などの組織は胎児の分娩後に医療廃棄物と

して廃棄される。このような組織を利用することは、受精卵や中絶胎児を利

用する方法などに比べ、倫理的問題を伴わない。また、骨髄穿刺を伴う

BM-MSC に比べ、母体や胎児に対し外科的侵襲を伴わず、胎盤や臍帯から

採取できるため、他家移植用の治療用細胞として有望であると考えられてい

る。 

胎児付属物から得られる MSC には羊膜や臍帯、絨毛などから調製するこ

とができる。いずれも多分化能、免疫制御作用、抗炎症作用を示すことが知

られている 21-23)。中でも臍帯 MSC は母体由来細胞の混入がなく、無菌的に

採取できるため、細胞バンク事業や細胞治療の臨床研究が開始されている 24)。

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、その間の結合組織は Wharton’s Jerry (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 中には MSC が豊富

に存在しており 25)、容易に単離・増殖が可能である 26-27)。現在、厚生労働

科学研究として難治性疾患等克服研究事業が進行中であり、臍帯および臍帯
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血由来細胞の分離・培養・凍結・バンキングシステムの確立など臨床応用に

向けて開発がすすめられている。 

Ⅲ．臍帯 Wharton’s Jelly 由来 MSC (WJ-MSC)の調製方法 

通常、胎児付属物由来 MSC を調製する方法として酵素法が用いられる。

酵素法は機械的に細切した組織をコラゲナーゼなどの蛋白分解酵素にて一

定時間処理後に単離した細胞をプラスチックディッシュ上で付着培養する

方法である。臨床研究における WJ-MSC の調製法も主に酵素法が用いられ

ている。また WJ-MSC は、酵素法の他に Explant 法でも調製できることが

報告されている 28)。Explant 法は細切した組織をプラスチックディッシュ

に直接貼り付け培養液中で培養する方法である。細胞の組織からの遊走能と

増殖能を利用し、WJ-MSC を調製することができる。一方、現在までに酵

素法とExplant法で調製したWJ-MSCが全く同じ形質や多能性を示すのか

明確になっていない。 

酵素法と Explant 法の違いを表１に示す。酵素法で調製した場合、コラ

ゲナーゼなどの酵素液による刺激により、得られる細胞の形質や機能が影響

を受ける可能性がある。実際にウマの MSC 調製法に関する研究では、酵素

法と Explant 法の間において、初代 MSC の調製にかかる時間や腱マーカー

遺伝子発現に差を認めるという報告がある 29)。Explant 法で調製した場合
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には、その調製過程で羊膜上皮細胞や血管内皮細胞といった異種細胞が同時

に派生、増殖する可能性が危惧される。したがって Wharton’ Jelly 間質細

胞に由来する細胞のみが派生・増殖しているか検証が必要である。 

WJ-MSC を臨床応用する場合には、手技の簡便さ、調製コスト、移植安

全性なども重要視されなければならない。酵素法では Explant 法に比べ、

培養を開始するまでの処理時間が約 20 時間と長く、試薬類が多くなるため、

調製コストが高くなることが予想される。また、コラゲナーゼなど異種動物

由来物質を含む試薬を使用することによる移植安全性の問題などが危惧さ

れる。 

2. 目的 

胎児付属物由来 MSC は採取に際し母体や胎児に対し外科的侵襲を伴わ

ず、胎盤や臍帯から採取でき、臨床使用における倫理的問題も少なく、免疫

原性が低く、細胞増殖能も高いため、細胞治療用細胞源として有用であると

考えられる。WJ-MSC は、すでに種々の疾患に対する前臨床および臨床研

究成果が報告されており、安全で有効性の高い他家移植用の細胞源として期

待されている 24, 30-31)。WJ-MSC の調製法として酵素法と Explant 法がある

が、これらの調製法の違いにより、作製された MSC の形質や機能に影響が

生じるか明らかになっていない。また Explant 法では、WJ-MSC 以外の異
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種細胞の混入がないかについても検証が必要である。本研究の目的は、酵素

法と Explant 法により調製された WJ-MSC の形質、増殖能、多分化能、免

疫制御関連遺伝子の発現などをそれぞれ解析し、調製法の違いによる

WJ-MSC の治療用細胞としての性能を比較評価することである。 
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【材料と方法】 

Ⅰ．ヒト臍帯 

ヒト臍帯は日本大学医学部附属板橋病院にて、両親からインフォームド

コンセントを得たうえで、妊娠 37~39 週に予定帝王切開を施行した正期産

の健康な胎児から採取した。出産後ただちに 1%ペニシリン-ストレプトマイ

シ ン  (Pen Strep: Life Technologies; Grand Island, NY) 含 有

phosphate-buffer saline (PBS: Nissui,Tokyo, Japan)に浸し、検体採取後 2

時間以内に細胞調製を開始した。ヒト胎児付属物を用いたすべての実験は、

日本大学医学部附属板橋病院臨床研究審査委員会の承認を受け実施した 

(承認番号：RK-121214-4)。臍帯を採取した児の母体は、いずれのドナーも

血縁関係のない日本人で、帝王切開の適応は前回帝王切開であった。前期破

水および児心音低下などの胎盤機能不全を示唆する所見は認めなかった。外

観上臍帯の異常も認めなかった。 

Ⅱ．細胞調製および培養 

① 臍帯由来 MSC 

Explant 法は McElreavey らの既報 32)に従い行った。採取した臍帯を

PBS で十分に洗浄し、凝血塊を除去した。PBS を入れた滅菌ディッシュ

の上で滅菌ピンセットを用いて機械的に羊膜・臍帯動静脈を除去し、滅
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菌ハサミで 3~5mm 大に細切し、10cm プラスチックディッシュ (BD 

Falcon, Franklin Lakes, NJ)に張り付けて、10 分間静置した後、10%ウ

シ胎児血清 (FBS)含有 Minimum essential medium  (MEM) Alpha  

(Life Technologies)を組織が剥がれないように静かに注ぎ 37℃、5%CO2

条件下で培養した。初代培養 2 日後に浮遊細胞を除去し、以降は 3~4 日

おきに培地交換を行った。約 2～3 週間後に WJ 組織周囲から付着細胞が

派生・増殖したのを確認した後、WJ 組織を除去した。 

酵素法は Prasanna らの既報 33)に従い行った。Explant 法と同様に細

切したWJ組織を 500µg/ml Collagenase from Clostridium histolyticum  

(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO)含有 PBS に浸し、37℃で 20 時間、振盪

下に酵素処理した。細胞浮遊液を径 100μm のセルストレーナー (BD 

Falcon, Franclin Lakes, NJ)に通し、PBS で洗浄後、10%FBS 含有 MEM 

Alpha を培地として 10 ㎝プラスチックディッシュにて 37℃、5%CO2条

件下で培養した。初代培養 2 日後に浮遊細胞を除去し、以降は 3~4 日お

きに培地交換を行った。継代は Explant 法も酵素法も 80％コンフルエン

トに達した時点で 0.05％Trypsin-EDTA  (Life Technologies)を用いて細

胞を回収し、実験に応じて 10cm プラスチックディッシュには 2×105個

の細胞を、35mm プラスチックディッシュには 2×104個の細胞を再播種
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し、継代培養を行った。第 4 継代までの細胞を実験に使用した。Explant

法、酵素法の概略を図１に示す。 

② ヒト皮膚由来繊維芽細胞 

ヒト皮膚由来繊維芽細胞  は Clonnetics Human Fibroblast Cell 

Systems  (Lonza, Walkersville, MD, Cat No:CC-2511)から購入した初

代培養細胞 3 株を使用した。10%FBS 含有 Dalbecco’s modified Eagle 

Medium  (DMEM, Life Technologies)を用いて、10 ㎝プラスチックディ

ッシュにて37℃、5%CO2条件下で培養した。3~4日おきに培地を交換し、

80%コンフルエントに達した時点で 0.05% Trypsin-EDTA を用いて細胞

を回収し、継代した。 

Ⅲ．組織学的検討  

ヒト臍帯組織を 1 ㎝厚に横切したサンプルおよび MSC 調製に用いる血

管・羊膜を除去した WJ 組織を 3 週間 Explant 法を用いて培養した。組織

片を採取した後、10%パラホルムアルデヒドで固定し、パラフィン包埋後

4µm の厚さの切片にした。サンプルの一部は HE 染色を行い、他は蛍光免

疫染色を行った。蛍光免疫染色用のサンプルは Target retrieval solution 

concentrate (DAKO)に入れ、圧力鍋で 15 分加熱し抗原を賦活化した。0.2% 

TritonX-100 in PBS を用いて 10 分間膜透過処理を行い、10%ヤギ血清、1% 
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BSA 含有 PBS で 1 時間ブロッキングした。1 次抗体としてマウス抗ヒト

Ki67  (希釈なし, Thermo Sientific)、ウサギ抗ヒト Ki67  (1:100, Thermo 

Sientific)、ウサギ抗ヒトPlatelet-derived growth factor receptor (PDGFR)-

β (1:100, Epitomics, Burlingame, CA)、マウス抗ヒト CD31  (1:100, 

DAKO)、マウス抗ヒト Cytokeratin7 (CK7) (1:30, American Resesarch 

Products.Inc., Waltham, MA)を用い、4℃で一晩反応させた。2 次抗体とし

てそれぞれヤギ抗ウサギ IgG Alexa Fluor 594  (1:1000, Invitrogen)、ヤギ

抗マウス IgG Alexa Fluor 488  (1:1000, Invitrogen)を室温、1 時間反応さ

せた。PBS で洗浄した後、5µg/ml Hoechst 33342  (Invitrogen)を室温、30

分間反応させ、核染色した。蒸留水で洗浄後、FluoromountG  (Southern 

Biotech, Birmingham, AL)で封入し、共焦点レーザー顕微鏡   (FV10i: 

Olympus, Tokyo, Japan)で観察・撮影を行った。 

Ⅳ．DNA マイクロアレイ解析 

10 ㎝プラスチックディッシュにて培養した細胞がコンフルエントになっ

た時点で 0.05％Trypsin-EDTA を用いて細胞を回収した。RNeasy Plus 

Micro Kit を用いて totalRNA を採取し、Agilent 2100 Bioanalyzer を用い

て抽出した RNA のクオリティチェックを行った。Total RNA 250 ng から、

GeneChip® 3’ IVT PLUS Reagent Kit  (Affymetrix, Inc., Santa Clara, 
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CA)を用いて、キット添付プロトコールに従い、cDNA を合成した。

GeneChip® Hybridization Oven 645、GeneChip® Fluidics Station 450  

(Affymetrix, Inc.)を用いて、キット添付プロトコールに従い、ハイブリダイ

ゼーションを行い、GeneChip® Scanner 3000 7G  (Affymetrix, Inc.) を用

いて、蛍光イメージの測定を行った。マイクロアレイデータの正規化、主成

分分析、階層的クラスタリング、Present/absent call は統計処理ソフト R

上で BioConductor パッケージを用いて解析した。また発現差のある遺伝子

の抽出、ヒートマップの作成は TIBCO Spotfire (TIBCO software, Tokyo 

Japan）を用いて行った。リファレンスとして用いたヒト BM-MSC の遺伝

子プロファイルは、日本大学医学部附属板橋病院臨床研究審査委員会の承認 

(承認番号：RK-121012-3)を受け、測定・解析を行ったデータを使用した。 

Ⅴ．フローサイトメトリー解析 

培養細胞を 0.05％Trypsin-EDTA を用いて細胞を回収した後、0.2%ウシ

血清アルブミン   (bovine serum albmin: BSA)、EDTA 添加 PBS  

(autoMACS Running Buffer, Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, 

Germany)を用いて懸濁し、1×106 個/100μl に調製した。非特異的結合を

阻害するため、10μl 正常ウサギ血清  (Sigma-Aldrich, lot 100M8400)を添

加し、10 分間室温で静置した。autoMACS Running Buffer を用いて洗浄
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を行い、以下の抗体を 10μl 添加し、4℃で 30 分間暗所に静置した。使用し

た抗体は MSC の陽性・陰性マーカーである Phycoerythrin (PE)標識抗ヒト

CD73、CD34、CD11b、HLA-DR、Allophycocyanin (APC)標識抗ヒト CD90、

CD34、CD105、CD45、CD19 を用いた。陰性コントロールとして FITC

または PE 標識抗マウス IgGκ、IgG2a,κ抗体  (BD Biosciences)を使用し

た。抗体反応後、autoMACS Running Buffer 500μl に懸濁し、メッシュフ

ィルターを通して 5ml FACS ラウンドチューブ  (BD Falcon)に移した。死

細胞の検出のため、各チューブに 7-aminoactinomycin D  (7AAD, BD 

Biosciences)を 5μl ずつ添加した。 

細胞表面抗原の測定は、FACSCalibur フローサイトメータ―  (Becton 

Dickinson, Bedford, MA)を使用し、Forward Scatter  (FSC)-Side Scatter  

(SSC)をゲーティング後、7AAD 陰性分画をゲーティングし、生細胞のみを

解析した。解析は FlowJo ソフトウェア   (version 9, FlOWJO, LLC, 

Ashland, OR)を用いて行い、Isotype control の蛍光強度と比較し、ヒスト

グラムを作成した。 

Ⅵ．Colony-forming unit-fibroblast  (CFU-F)アッセイ 

細胞を 35mm ディッシュに 100 個ずつ播種し、2ml の StemMACS MSC 

Expansion Media supplement  (Miltenyi Biotech)で 37℃、5%CO2条件下
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で培養した。3 週間後に 4％ホルマリンで固定後、0.5%クリスタルバイオレ

ット  (Sigma-Aldrich)で 5 分間染色し、コロニー数を肉眼的に測定した。

コロニーは細胞数が 100 個以上の物をカウントした。実験は n=3 でそれぞ

れ triplicate dish で行った。CFU-F アッセイの概略を図２に示す。 

Ⅶ．細胞増殖能解析 

細胞を 35mm ディッシュに 2×104個ずつ播種し、10%FBS 含有 MEM 

Alpha を培地として、37℃、5%CO2条件下で培養した。3~4 日おきに培地

交換し、day 1, 3, 5, 7, 9 にコールターカウンター  (Beckman Coulter, 

Fullerton, CA)を用いて細胞数を測定した。それぞれ第 2 継代の細胞を使用

した。細胞増殖曲線を作成し、細胞倍加時間を算出した。 

Ⅷ．In vitro 多分化能解析 

① 脂肪分化誘導 

細胞を 35mm ディッシュに播種し、コンフルエントに到達した時点

で 1µM Dexamethasone  (Sigma-Aldrich)、0.5mM 

3-Isobutyl-1-methylxanthine  (Sigma-Aldrich)、1×Insulin- 

Transferin-Selenium-X  (GIBCO)含有 10%FBS/DMEM を分化誘導培

地として 3 日間培養した。4 日後からは 10%FBS DMEM に変更し、3

週間後に固定後、Oil-red-O (Sigma-Aldrich）染色を 20 分間室温で行っ
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た。 

② 骨分化誘導 

細胞を 35mm ディッシュに播種し、コンフルエントに到達した時点

で 100nM Dexamethasone、0.05mM L-ascorbic acid 2-phosphate  

(Sigma-Aldrich)、10mM βglycerophosphate  (Sigma-Aldrich)含有

10%FBS/DMEM を分化誘導培地として３週間培養した。固定後、1% 

Alizarin red S  (Sigma-Aldrich)で 3 分間室温で染色した。 

③ 軟骨分化誘導 

2×106個の細胞を 15ml チューブに分注し、300G、室温で 3 分間遠

心後、上清を吸引し、NIH chondroDiff MediumTM  (Miltenyi Biotec)

を 2ml 加え、37℃、5%CO2条件下で培養した。3 週間後に 4%パラホル

ムアルデヒドで固定し、形成された細胞塊を実体顕微鏡を用いて観察、

写真撮影を行った。 

Ⅸ．細胞へのサイトカイン刺激と免疫制御関連因子の解析 

細胞を未刺激   (basal)群、Tumor necrosis factor (TNF)α刺激群、

Interferon (IFN)γ刺激群に分け、それぞれ 10ng/ml TNFαもしくは

150U/ml IFNγを 6 時間または 3 日間刺激した。RNeasy Plus Micro Kit  

(QIAGEN, Hilden, Germany)を用いて totalRNA を採取し、High Capacity 
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cDNA Reverse Transcription Kit  (Applied Biosystems, Foster City, CA)

を使用し、逆転写反応を行い、cDNA を得た。リアルタイム reverse 

transcription polymerase chain reaction (RT-PCR)反応は StepOne and 

StepOnePlus Real Time PCR Systems  (Applied Biosystems)を使用し、

95℃/20 秒で加温後、95℃/1 秒と 60℃/20 秒を 40 サイクル行った。すべて

の cDNA 量は 50ng に統一し、PCR 反応液は TaqMan Fast Advanced 

Master Mix  (Applied Biosystems)を用いた。解析した遺伝子は TaqMan 

Gene Expression Assays  (Applied Biosystems) の

Prostagrandin-endoperoxide synthase 2 (PTGS2) (Hs00153133_m1)、

TNF-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL) (Hs00366278_m1) 、

Transforming growth factor- β 1 (TGF- β 1) (Hs00998133_m1) 、

Inndoleamine 2,3-dioxygenase 1 (IDO1) (Hs00984148_m1)、Nitric oxide 

synthase 2 (NOS2) (Hs01075529_m1)、Chemokine (C-C motif) ligand 2 

(CCL2) (Hs00234140_m1)である。遺伝子発現の比較解析は内部標準として

18S ribosomal RNA  (Hs99999901_s1)を使用し、相対的定量解析法  

(comparative Ct 法)によって行った。実験方法の概略を図３に示す。 

Ⅹ．統計解析 

実験データは mean±SD で示し、リアルタイム RT-PCR の遺伝子発現レ
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ベルの多群間比較は、One-way analysis of variance  (ANOVA)にて検定を

行った後、Post-hoc 検定として Tukey’s multiple comparison test を行い、

評価した。2 群間比較は Mann-Whitney U test を用いた。p<0.05 を有意水

準とし、統計解析は Prism5  (GraphPad software: La Jolla, CA)を用いて

行った。 
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【結果】 

Ⅰ．組織学的検討 

はじめに Explant 法によって異種細胞が混入する可能性を検証するため

に、臍帯の組織切片を作製し、組織学的検討を行った。臍帯組織の HE 染色

像を図 4 A, B に示す。臍帯は 2 本の臍帯動脈 (Umblical Artery: UA)、1

本の臍帯静脈 (Umblical Vein: UV)、それを取り囲む WJ、さらに臍帯外周

を包む羊膜 (Amniotic Membrane : AM)から構成されている。WJ を構成す

る細胞を同定するために臍帯組織の免疫組織学的検討を行った。その結果、

WJ に存在する細胞はすべて間質細胞マーカーである PDGFR-β陽性であ

り血管内皮細胞マーカーである CD31 や上皮細胞マーカーである CK7 陰性

であった (図 4 C, D)。臍帯羊膜細胞は CK7 陽性、PDGFR-β陰性であり、

臍帯動脈を構成する細胞は血管内皮細胞が CD31 陽性、PDGFR-β陰性であ

り、周囲の血管平滑筋細胞は CD31 陰性、PDGFR-β陰性であった (図 4 E, 

F)。以上の結果より WJ を構成する間質細胞は PDGFR-βをマーカーとし

て同定できることが明らかとなった。 

次に Explant 法に用いる臍帯組織の組織切片を作製し、組織学的検討を

行った。HE 染色では Explant 法に用いる臍帯組織は WJ 組織で占められて

おり、臍帯動静脈や羊膜は認められなかった (図 5 A)。免疫組織染色では
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Explant 法に用いる臍帯組織は PDGFR-β陽性細胞で占められていた (図 

5 B)。CD31 陽性の内皮細胞や CK7 陽性の羊膜上皮細胞はほとんど認めら

れなかった。増殖期の細胞を同定する Ki67 染色を行ったところ、Explant

法に用いる臍帯組織の辺縁に Ki67 陽性細胞が多数検出された (図 6 A)。

Ki67の染色性はPDGFR-β陽性細胞の核に一致して局在していた (図 6 B)。

以上の結果よりExplant法において派生・増殖する細胞はWJ中のPDGFR-

β陽性間質細胞であることが明らかになった。 

Ⅱ．DNA マイクロアレイ解析 

ヒト臍帯より酵素法およびExplant法にてMSCを調製し、両者のmRNA

発現プロファイルを DNA マイクロアレイ法にて解析した。対照としてヒト

BM-MSC を同時に解析し、比較した。各細胞のヒートマップと階層的クラ

スタリング解析の結果を図 7 に示す。WJ-MSC と BM-MSC はヒートマッ

プ上では類似した遺伝子発現プロファイルを示したが、クラスター分類では

大きく発現量の異なる2群として識別された。これに対し、酵素法とExplant

法で調製した WJ-MSC は P0、P1 ともに酷似した遺伝子発現プロファイル

を示し、階層的クラスタリング解析でも非常に距離が近い群として分類され

た。 

酵素法と Explant 法で調製した WJ-MSC 間の遺伝子発現の Scatter plot
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を継代数別に図 8 に示す。P0、P1 ともに両者の遺伝子発現プロファイルは

非常に近似性が高く、その近似値は P0では 0.980、P1では 0.987であった。 

それぞれの調製法において、特徴的に発現する遺伝子を解析した結果、酵

素法にて特徴的に発現する遺伝子として Collagen and calcium-binding 

EGF domain-containing protein 1 (CCBE1)、Explant 法で特徴的に発現す

る 遺 伝 子 と し て Collagen type XIV alpha 1 (COL14A1) と

Sparc/osteonectin cwcv and kazal-like domains proteoglycan (testican) 3 

(SPOCK3)の 3 遺伝子のみが同定された(図 9)。以上の結果より酵素法と

Explant 法で調製された WJ-MSC は P0 より非常に近似した遺伝子発現プ

ロファイルを呈することが示された。 

Ⅲ．細胞表面抗原プロファイルの評価 

酵素法、Explant 法で調製した WJ-MSC の細胞表面マーカーをフローサ

イトメトリーで解析し比較した。各マーカーのヒストグラムを図 10 に示す。

どちらの細胞も MSC マーカーである CD73、CD90、CD105 がほぼ 100%

陽性であり、血液細胞のマーカーである CD34、CD45、CD19、CD11b や

HLA-DR は陰性であった。これらの陽性・陰性マーカーの発現パターンは

MSC の minimal criteria に一致するプロファイルであった。以上の結果よ

り、酵素法、Explant 法どちらの調製法で得られた細胞もほぼ同じ MSC 様
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の細胞表面抗原発現プロファイルを示すことが明らかになった。 

Ⅳ．CFU-F アッセイ 

MSC の自己複製能を反映するとされている CFU-F コロニー形成能を比

較検討した。酵素法および Explant 法で調製した WJ-MSC はともに第 2～

第 4 継代に至るまで CFU-F コロニー形成を認め、その形成率は 4~5%であ

った (図 11 A)。酵素法と Explant 法の比較では、第 2 継代でそれぞれ 4.13

±0.69％、4.66±1.0％、第 3 継代でそれぞれ 5.11±0.70％、5.00±0.78％

であり、コロニー形成率に統計学的有意差は認められなかった。一方、第 4

継代では酵素法(2.78±0.32％)は Explant 法(5.11±0.75％)に比べ、コロニ

ー形成率が有意 (p<0.05)に低い結果が得られた。各調製法における形成さ

れたコロニーの外観を図 11 B に示す。 

Ⅴ．細胞増殖能解析 

酵素法、Explant 法で調製した WJ-MSC の細胞増殖能を測定し、比較し

た。細胞増殖曲線を図 12 に示す。酵素法、Explant 法ともにほぼ同じ増殖

曲線を示した。細胞倍加時間を算出した結果、酵素法では 31.9 時間、Explant

法では 32.2 時間と類似した値が得られた。以上の結果より酵素法、Explant

法どちらの調製法においても同様の増殖能を有することが明らかになった。 

Ⅳ．In vitro 多分化能解析 
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両調製法を用いて得られた WJ-MSC における多分化能の比較を行った 

(図 13)。脂肪分化誘導培地にて、3 週間脂肪分化誘導を行った結果、どちら

の細胞も Oil-red-O 陽性の脂肪滴を有する脂肪細胞の出現が認められた。骨

分化誘導培地にて 3 週間骨分化誘導を行った結果、どちらの細胞も Alizarin 

red S 陽性のカルシウム沈着を示す細胞の出現は認められなかった。軟骨分

化誘導培地で 3 週間軟骨分化誘導を行った結果、どちらの細胞も軟骨様細胞

凝集塊の形成を認めた。以上の結果より、酵素法、Explant 法どちらの調製

法においてもほぼ同様の脂肪、軟骨への分化能を示すことが明らかとなった。 

Ⅶ．細胞へのサイトカイン刺激と免疫制御関連因子の解析 

酵素法、Explant 法で調製した WJ-MSC の免疫制御関連因子の発現をリ

アルタイム RT-PCR を用いて比較した。プロスタグランジン生合成に重要

な役割を担う PTGS2 は、繊維芽細胞に比べ両 WJ-MSC で有意に基礎発現

が高く、これらの発現は TNFα刺激により増強した (図 14)。酵素法(basal 

2.23±0.83×10-5)と Explant 法(basal 3.67±0.94×10-5)の間には統計学的

有意差は認められなかった。TRAILの発現は、繊維芽細胞に比べ両WJ-MSC

で基礎発現および TNFα刺激による発現が有意に高く、酵素法(basal 5.73

±1.75×10-5)と Explant 法(basal 5.12±1.0×10-5)の間には統計学的有意差

は認められなかった (図 15)。TGF-β1 の発現は、繊維芽細胞に比べ両
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WJ-MSC で基礎発現が有意に高く、酵素法(basal 6.33±0.87×10-5)と

Explant 法(basal 6.69±2.84×10-5)の間には統計学的有意差は認められな

かった (図 16)。IDO1 の発現は、いずれの細胞も基礎発現はほとんど認め

られず、IFNγ刺激により発現の亢進が認められた。両 WJ-MSC は繊維芽

細胞に比べ IFNγ刺激による発現が高い傾向にあった。酵素法(IFNγ1.42

±0.75×10-3)と Explant 法(IFNγ9.22±7.72×10-4)の間には統計学的有意

差は認められなかった (図 17)。NOS2 の発現は、いずれの細胞も IFNγ刺

激により亢進し、酵素法(basal 1.58±1.44×10-9)と Explant 法(basal 2.12

±0.77×10-9)の間に統計学的有意差は認められなかった (図 18)。CCL2 の

発現は、いずれの細胞も TNFα刺激と IFNγ刺激により発現が亢進したが、

酵素法(basal 1.18±0.44×10-5)と Explant 法(basal 8.78±3.03×10-6)の間

に統計学的有意差は認められなかった (図 19)。以上の結果より WJ-MSC

は PTGS2、TRAIL、TGF-β1 といった免疫制御にかかわる多くの遺伝子発

現が認められ、その発現は酵素法と Explant 法の間には有意差がないこと

が明らかとなった。 
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【考察】 

組織学的検討の結果では血管と羊膜を除去したサンプルから派生・増殖する細

胞は WJ 由来の PDGFR-β陽性細胞であった。このことから Explant 法によっ

て派生・増殖する細胞は WJ 間質細胞であり、羊膜上皮細胞や血管内皮細胞な

どを含まないことが示唆された。 

マイクロアレイ解析では酵素法と Explant 法によって調製された細胞の遺伝

子発現プロファイルは継代数に関わらず非常に近似していた。この結果は今ま

で報告はなく新規性の高いデータである。このことは Explant 法でも初代培養

において他の細胞の混入を認めないことを示唆している。これらの所見は

Explant 法でも他細胞の混入・派生・増殖がほとんどなかったことを示してい

る。今回、検体処理の際に羊膜と血管の除去を確実に行ったことで、他細胞の

混入を防ぎ、その結果、Explant 法でも均質な WJ-MSC が得られたと考えられ

た。ヒートマップでは BM-MSC と WJ-MSC の遺伝子発現は視覚的に類似して

いるものの異なる部分も認めた。これは既報 33)と一致した結果であった。

BM-MSC は WJ-MSC に比べ、脂肪分化能や骨分化能が高いことが知られてい

るが、このような mRNA 発現の差異から両者の多分化能の違いを説明できるか

もしれない。調製法間で CCBE1、COL14A1、SPOCK3 遺伝子の発現に差が認

められた。これらはいずれもコラーゲンに関連するものであり、コラゲナーゼ
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処理による細胞への影響を反映した可能性がある。これらが機能的にどのよう

に影響するか、今後の検討が必要と考えられた。 

細胞増殖能の結果は、両調製法による WJ-MSC の細胞倍加時間は約 32 時間

であり、報告されているBM-MSCやAdipose-derived stromal/stem cells (ASC) 

の細胞倍加時間に比べ短く、この所見は、WJ-MSC が BM-MSC、ASC に比べ

細胞増殖能が高いという既報 33)に一致する。多分化能に関しては脂肪細胞や軟

骨への分化能は認めたが、石灰沈着を伴う成熟度の高い骨芽細胞への分化能は

認められなかった。この結果も既報 33)に一致している。細胞増殖能や多分化能

に両者で明らかな差はなかった。一方 CFU-F コロニー形成能は第 4 継代におい

て Explant 法と比較して酵素法で低下する傾向が認められた。これらのことか

らコラゲナーゼ処理は継代後期の MSC の自己複製能に影響している可能性が

ある。一方、継代を繰り返すことにより MSC の細胞増殖能が低下し、これに伴

い自己複製能が低下している可能性も否定できない。今後細胞増殖能に関して

も継代数を重ねて検討する必要がある。 

免疫制御関連遺伝子の発現は両調製法間で有意差を認めなかった。WJ-MSC

は種々の液性因子を産生し、炎症性サイトカイン産生の抑制、抑制性サイトカ

インの促進、Th1 細胞の抑制や Th2 細胞へのシフト、制御性 T 細胞 (regulatory 

T cell: Treg)の誘導を促進するなど、様々な免疫制御作用があることが in vitro
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の実験で明らかにされている 14-16)。また、in vivo においても GVHD や慢性炎

症性腸疾患などの自己免疫疾患に対して、有効性が示されている 7)。今回の結果

から調製法の違いに関わらず、同様の免疫制御効果が期待できると考えられる。 

WJ-MSC を臨床応用する場合、酵素法はコラゲナーゼ処理が必要なため、培

養までの処理時間が約 20 時間と長く、異種動物由来試薬を使用することによる

安全性の問題が危惧される。さらに、酵素法は Explant 法に比べ、試薬類が多

くなるため、調製コストが高くなることが予想される。さらに Explant 法では

MSC 以外の細胞の混入の可能性が指摘されていたが、今回の組織学的検討、マ

イクロアレイ解析により、純度の高い MSC の増殖が可能であると明らかとなっ

た。以上より WJ-MSC を臨床応用する場合、現在は酵素法による調製が主流で

あるが、今後 Explant 法による調製も積極的に考慮されるべきであると思われ

る。 
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【まとめ】 

今回、酵素法と Explant 法により調製された WJ-MSC の形質、増殖能、多分

化能、免疫制御関連遺伝子の発現などをそれぞれ解析し、調製法の違いによる

WJ-MSC の治療用細胞としての性能を比較評価した。その結果、両調製法によ

り得られた細胞の遺伝子発現プロファイルは非常に近似しており、それぞれの

細胞の増殖能、自己複製能、多分化能、免疫制御関連遺伝子の発現に大きな違

いを認めなかった。以上の結果より Explant 法でも酵素法でも同様の形質と機

能を有する WJ-MSC が調製できることが明らかとなった。臨床的に応用する場

合、培養までの処理時間が短く、異種動物由来物質を含む試薬を使用せず、調

製コストが低いといった利点を有する Explant 法を積極的に選択すべきと考え

られた。 
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表１．酵素法、Explant 法の比較 
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図１．WJ-MSC の調製方法 
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図２. CFU-F アッセイ法 
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図 

３．免疫制御関連遺伝子解析法 
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図 4．ヒト臍帯の組織学的検討 

ヒト臍帯パラフィン切片標本を作成し組織学的検討を行った。（A, B）HE 染

色像 Scale bar: 1 mm (A), 300 m (B)。（Ｃ−Ｆ）蛍光免疫染色像。Wharton’s Jelly 

(WJ) の組織像（Ｃ）、強拡大像（D）、羊膜 (AM)付近の組織像 (E)、臍帯動脈 (UA)

付近の組織像 (F) Scale bar: 20 m (C, E, F), 10 m(D)。 

WJ に存在する細胞は PDGFR-β陽性、CD31･CK7 陰性 (C, D)。臍帯羊膜細

胞は CK7 陽性、PDGFR-β陰性 (E)。血管内皮細胞は CD31 陽性、PDGFR-β

陰性、血管平滑筋細胞は CD31 陰性、PDGFR-β陰性 (F)であった。 
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図 5．Explant 法に用いる臍帯組織の組織像 

Explant 法に用いる臍帯組織のパラフィン組織切片を作製し、組織学的検討

を行った。(A)HE 染色像。Scale bar 300 m。(B)蛍光免疫染色像。Scale bar 100 

m。 

HE 染色では、臍帯動静脈や羊膜の混入は認められなかった (A)。免疫組織染

色では PDGFR-β陽性細胞で占められていた (B)。CD31 陽性細胞や CK7 陽性

細胞はほとんど認められなかった。 
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図 6．Explant 法における臍帯組織中の増殖細胞の解析 

Explant 法にて 3 週間培養したヒト臍帯組織の蛍光免疫染色像。(A)弱拡像、

Scale bar 100m。(B)強拡像、Scale bar 10m。 

Explant 法に用いた臍帯組織の辺縁に Ki67 陽性細胞が多数検出された (A)。

Ki67 の染色性は PDGFR-β陽性細胞の核に一致して局在していた (B)。 
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図 7．Wharton’s Jerry 由来 MSC (WJ-MSC)の調製法の違いによる 

網羅的遺伝子解析 

ヒト臍帯より酵素法および Explant 法にて MSC を調製し、両者の mRNA 発

現プロファイルを DNA マイクロアレイ法にて解析した。対照として骨髄 MSC

を同時に解析し、比較した。各細胞のヒートマップと階層的クラスタリング解

析の結果を示す。WJ-MSC-C：酵素法、WJ-MSC-E：Explant 法、BM-MSC

は 2 ドナーを用いた。P は継代数を示す。 

両調製法で得られたWJ-MSCはP0、P1のいずれも遺伝子発現プロファイル、

階層的クラスタリングはともに非常に距離が近い群として識別された。 
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図 8．WJ-MSC の調製法の違いによる網羅的遺伝子解析 

ヒト臍帯より酵素法および Explant 法にて MSC を調製し、両者の mRNA 発

現プロファイルを DNA マイクロアレイ法にて解析した。両細胞の Scatter plot

を継代数別に示す。WJ-MSC-C：酵素法、WJ-MSC-E：Explant 法。 

P0、P1 ともに両者の遺伝子発現プロファイルは非常に近似性が高く、その近

似値は P0 では 0.980、P1 では 0.987 であった。 
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図 9．WJ-MSC の調製法の違いによる網羅的遺伝子解析 

ヒト臍帯より酵素法および Explant 法にて MSC を調製し、両者の mRNA 発

現プロファイルを DNA マイクロアレイ法にて解析した。両細胞の Passage 0-1

を平均した Scatter plot を示す。WJ-MSC-C：酵素法、WJ-MSC-E：Explant

法。黄色は酵素法で Explant 法の 2 倍以上発現している遺伝子、赤は黄色の中

で Explant 法で発現していない遺伝子、緑は Explant 法で酵素法の 2 倍以上発

現している遺伝子、青は緑の中で酵素法で発現していない遺伝子を示す。 

酵素法にて特徴的に発現する遺伝子として CCBE1、Explant 法で特徴的に発

現する遺伝子として COL14A1 と SPOCK3 の 3 遺伝子が同定された。 
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図 10．WJ-MSC の調製法の違いによる細胞表面抗原の解析 

ヒト臍帯より酵素法および Explant 法にて MSC を調製し、細胞表面マーカ

ーをフローサイトメトリーで解析した。青のヒストグラムはサンプルを示し、

赤のヒストグラムは isotype control を示す。 

酵素法、Explant 法どちらの調製法で得られた細胞も MSC の minimal 

criteria に合致する表面抗原発現プロファイルを示した。 
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図 11．Colony-forming unit-fibroblast (CFU-F)形成能の比較 

ヒト臍帯より酵素法および Explant 法にて MSC を調製し、それぞれ 100 個

/35mm ディッシュで播種し、3 週間後にクリスタルバイオレット染色を行い、

形成されたコロニーを測定した。P2-P4 の細胞を解析した。(A)コロニー形成率

(%)の定量グラフを示す。Bar: Mean±SD、triplicate dish (n=3)。(B)代表的な

コロニーの外観を示す。*p<0.05 (Mann Whitney U test) 

両調製法で得られたWJ-MSCはP2～4に至るまでCFU-Fコロニー形成を認

め、その形成率は 4~5%であった。P4 では酵素法で Explant 法に比べ、コロニ

ー形成率が有意に低かった。 
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図 12．細胞増殖能の比較 

ヒト臍帯より酵素法および Explant 法にて MSC を調製し、それぞれ 2×104

個/10cm ディッシュで播種し、継時的に細胞数を計測した。各細胞の細胞増殖

曲線を示す。 

酵素法、Explant 法ともにほぼ同じ増殖曲線を示した。細胞倍加時間は、酵

素法では 31.9 時間、Explant 法では 32.2 時間であった。 
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図 13．in vitro における多分化能の比較 

ヒト臍帯より酵素法および Explant 法にて MSC を調製し、それぞれ 1×105個

/35mm ディッシュで播種し、脂肪分化誘導培地、骨分化誘導培地で 3 週間培養

し、それぞれ、Oil-red-O 染色、Alizarin red S 染色を行った。光学顕微鏡像を

示す。Scale bar: 20 m。また、それぞれの細胞を 2×106個/15ml チューブ内に

て軟骨分化誘導培地で 3 週間ペレット培養した。誘導された細胞凝集塊の実態

顕微鏡像を示す。Scale bar: 500 m 

各調製法で得られた細胞はどちらも脂肪、軟骨への分化誘導を認めたが、骨分

化誘導ではカルシウム沈着を示す骨芽細胞の出現は認めなかった。  
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図 14．免疫制御関連遺伝子の mRNA 発現の比較 (PTGS2) 

ヒト臍帯より酵素法および Explant 法にて MSC を調製し、未刺激 (basal)、

TNFα (10ng/ml)、IFNγ (150U/ml)で 6 時間刺激し、total RNA を抽出した。

PTGS2 の発現を TaqMan プローブを用いたリアルタイム RT-PCR 法で解析し

た。各サンプルは triplicate で解析した (n=3)。(A)ドナーごとの比較、(B)刺激

方法別の比較。*:p<0.05、**:p<0.01(One way ANOVA, Turkey’s multiple 

comparison analysis)、Bar: mean±SD 

繊維芽細胞に比べ両 WJ-MSC で有意に基礎発現が高く、これらの発現は TNF

α刺激により増強した。両調製法間では有意差は認められなかった。 
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図 15．免疫制御関連遺伝子の mRNA 発現の比較 (TRAIL) 

ヒト臍帯より酵素法および Explant 法にて MSC を調製し、未刺激 (basal)、

TNFα (10ng/ml)、IFNγ (150U/ml)で 3 日間刺激し、total RNA を抽出した。

TRAIL の発現を TaqMan プローブを用いたリアルタイム RT-PCR 法で解析し

た。各サンプルは triplicate で解析した (n=3)。(A)ドナーごとの比較、(B)刺激

方法別の比較。*:p<0.05 (One way ANOVA, Turkey’s multiple comparison 

analysis)、Bar: mean±SD 

繊維芽細胞に比べ両WJ-MSCで基礎発現およびTNFα刺激による発現が有意

に高く、酵素法と Explant 法の間には有意差は認められなかった。 
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図 16．免疫制御関連遺伝子の mRNA 発現の比較 (TGF-β1) 

ヒト臍帯より酵素法および Explant 法にて MSC を調製し、未刺激 (basal)、

TNFα (10ng/ml)、IFNγ (150U/ml)で 3日間刺激し、total RNAを抽出した。TGF-

β1 の発現を TaqMan プローブを用いたリアルタイム RT-PCR 法で解析した。

各サンプルは triplicate で解析した (n=3)。(A)ドナーごとの比較、(B)刺激方法

別の比較。*:p<0.05 (One way ANOVA, Turkey’s multiple comparison analysis)、

Bar: mean±SD 

繊維芽細胞に比べ両 WJ-MSC で基礎発現が有意に高く、酵素法と Explant 法の

間には有意差は認められなかった。 
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図 17．免疫制御関連遺伝子の mRNA 発現の比較 (IDO1) 

ヒト臍帯より酵素法および Explant 法にて MSC を調製し、未刺激 (basal)、

TNFα (10ng/ml)、IFNγ (150U/ml)で 3日間刺激し、total RNAを抽出した。IDO1

の発現を TaqMan プローブを用いたリアルタイム RT-PCR 法で解析した。各サ

ンプルは triplicate で解析した (n=3)。(A)ドナーごとの比較、(B)刺激方法別の

比較。*:p<0.05 (One way ANOVA, Turkey’s multiple comparison analysis)、

Bar: mean±SD 

いずれの細胞も基礎発現はほとんど認められず、IFNγ刺激により発現の亢進

が認められた。酵素法と Explant 法の間には有意差は認められなかった。 
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図 18．免疫制御関連遺伝子の mRNA 発現の比較 (NOS2) 

ヒト臍帯より酵素法および Explant 法にて MSC を調製し、未刺激 (basal)、

TNFα (10ng/ml)、IFNγ (150U/ml)で 3 日間刺激し、total RNA を抽出した。

NOS2 の発現を TaqMan プローブを用いたリアルタイム RT-PCR法で解析した。

各サンプルは triplicate で解析した(n=3)。(A)ドナーごとの比較、(B)刺激方法

別の比較。Bar: mean±SD 

いずれの細胞も IFNγ刺激により亢進し、細胞間に有意差は認められなかった。 
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図 19．免疫制御関連遺伝子の mRNA 発現の比較 (CCL2) 

ヒト臍帯より酵素法および Explant 法にて MSC を調製し、未刺激 (basal)、

TNFα (10ng/ml)、IFNγ (150U/ml)で 6 時間刺激し、total RNA を抽出した。

CCL2の発現をTaqManプローブを用いたリアルタイムRT-PCR法で解析した。

各サンプルは triplicate で解析した (n=3)。(A)ドナーごとの比較、(B)刺激方法

別の比較。Bar: mean±SD 

いずれの細胞も TNFα刺激と IFNγ刺激により発現が亢進したが、細胞間に

有意差は認められなかった。 
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