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免疫組織化学的検討や，神経堤に由来する細胞系列

を追跡できる遺伝子改変マウスを用いた検討によ

り，臍帯組織に神経堤由来未分化細胞が存在するか

検索し，さらにその細胞の形質や分化能を検討し

た。

2. 対象および方法

（1）実験動物

動物実験は日本大学医学部動物実験運営内規に

従って行った。神経堤由来細胞特異的にGFP （green 

fluorescent protein） を発現するP0-Cre/Floxed-EGFP 

ダブルトランスジェニックマウスは慶応大学医学

部　岡野栄之博士より供与を受けた。遺伝子改変マ

ウスの飼育・繁殖，実験に関しては，日本大学遺伝

子組換え実験実施規程に定める学長の確認をうけて

実施した。

（2）ヒト臍帯

ヒト臍帯は，横須賀市立市民病院，日本大学医学

部附属板橋病院および愛和病院で妊婦から予め同意

1. はじめに

臍帯血には，造血幹細胞以外にも間葉系幹細胞

（mesenchymal stem cell: MSC） や，血管内皮前駆

細胞といった幹細胞や前駆細胞が存在することが明

らかになっている。最近米国において脳性麻痺の小

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，日本でも臨床試験が開始されている。ま

た臍帯や胎盤といった胎児付属物の中に存在する幹

細胞・前駆細胞についても再生医療の細胞ソースと

して研究が進められている。たとえば臍帯の結合組

織であるWharton’s JellyにはMSCが比較的豊富に

存在し，骨，軟骨，脂肪といった間葉系に由来する

細胞の他，神経系の細胞や肝細胞などへの分化能を

有することが報告されている
1）
。その一方でこれら

胎児付属物に含まれる幹細胞・前駆細胞の種類や局

在，特異的マーカーについては不明な点が多い。そ

こで本研究では，ヒト臍帯を種々の幹細胞マーカー

を用いた免疫組織学的検討により幹細胞の局在解析

を行った。そして神経堤由来細胞マーカーである

p75 neurotrophin receptor （p75NTR） を指標にした

麦島秀雄 1），松本太郎 2），藤井里奈 1），谷ヶ崎博 1），石毛美夏 1），

小林寿美子 3），野呂知加子 4），鈴木　孝 5）

要旨

本研究では，種々の幹細胞マーカーを指標に臍帯に存在する幹細胞・前駆細胞のスクリーニング

を行い，同定した細胞の形質解析，機能解析を行った。その結果，臍帯動静脈の内皮近傍や，臍帯
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を得，妊娠36週から39週に帝王切開または経腟分

娩に伴い生じた破棄予定の胎児付属物から採取し

た。採取した臍帯は生理食塩水内で保存し，採取

24時間以内に実験に用いた。ヒト臍帯を用いたす

べての実験は，横須賀市立市民病院倫理委員会およ

び日本大学医学部附属板橋病院 臨床研究審査委員

会の承認の下に行った。ヒト臍帯の写真と模式図を

図1に示す。

（3）免疫組織学的検討

ヒト臍帯組織は，4％パラホルムアルデヒドで固

定後，OCTコンパウンドで包埋し，凍結組織切片標

本を作製した。10％ヤギ血清，1％ウシ血清アルブミ

ン（BSA）含有Tris buttered saline （TBS）を1時間

作用させ非特異的結合をブロックした後，一次抗体

としてマウス抗ヒトp75NTR （1:100），マウス抗ヒ

トCD90 （1:100），ウサギ抗ヒトCD105 （1:100），ウ

サギ抗ヒトCD146 （1:100），ウサギ抗ヒトPDGFレ

セプターβ （PDGFRβ, 1:100），ウサギ抗ヒトネス

チン（1:100），ウサギ抗ヒトvon Willebrand factor 

（vWF, 1:5000），ウサギ抗ヒトNG2 （1:100），ウサギ

抗ヒトCD34 （1:100），マウス抗ヒト平滑筋αアク

チン（ASMA, 1:100）抗体を4℃下に一晩作用させた。

二次抗体としてAlexa 488ヤギ抗マウス IgG，Alexa 

488ヤギ抗ウサギ IgG，Alexa 594ヤギ抗マウス IgG，

Alexa 594ヤギ抗ウサギ IgG（すべて1:500）を室温下

に1時間作用させた。5 µg/mlヘキスト33342を室温

下に15分間作用させ核染色を行った後，共焦点レー

ザー顕微鏡（Olympus Fluoroview FV10i）を用いて

マーカー陽性細胞の局在や発現プロファイルを評価

した。また臍帯組織から臍帯動脈を機械的に剥離

後，酵素処理（コラゲナーゼ type I : コラゲナーゼ

type II : ディスパーゼ = 5 : 5 : 2）により細胞を単離

し，サイトスピン法を用いてスライドグラスに付着

後，上記一次抗体および二次抗体を用いた蛍光免疫

染色を行い，細胞の形質解析を行った。

（4）ニューロスフェアアッセイ

臍帯動脈から酵素処理をして単離した細胞を，

ニューロスフェア培地に懸濁し，96 ウェル平底プ

レート に1 x 10
4
 / wellの細胞密度で播種し，浮遊

培養を行った。ニューロスフェア培地はB-27 sup-

plement， 20 ng/ml 上皮成長因子（EGF），10 ng/ml 

線維芽細胞増殖因子 -2 （FGF-2），10 ng/ml 白血病阻

止因子 （LIF） を添加したDMEM/F12培地を用い

た。培養7~10日目に形成されたスフェアを顕微鏡

下に観察した。また形成されたスフェアをサイトス

ピン法を用いてスライドグラスに付着させた後，ネ

スチン，p75NTRに対する免疫細胞染色を行った。

DAPIにて核染色を行った後，共焦点レーザー顕微

鏡を用いて画像解析を行った。また形成したスフェ

アのDNA合成能を調べるため，スフェアへの

5-ethynyl-2’-deoxyuridine （EdU） の取り込みを検討

した。EdUアッセイは Invitrogen社製のキットを用

い，付属のプロトコールに従って実験を行った。

（5）神経分化誘導

神経細胞への分化誘導は，臍帯動脈由来スフェア

を96 ウェル平底プレートに播種し，1 mM 2-メルカ

プトエタノール 添加Minimum Essential Medium α 

（MEMα） 培地 にて5％ CO2，37℃で24時間培養し

た。その後，10％ ウシ胎児血清（FBS）， 35 ng/ml 

オールトランスレチナール 添加MEMα培地にて3

日間培養した。そして誘導開始5日目にフィブロネ

クチンコート8ウェルチャンバースライドに培養細

胞を移し，10％ FBS，5 μM Forskoline，20 ng/ml 

EGF，10 ng/ml FGF-2，10 ng/ml ヒト脳由来神経栄

養因子 （BDNF）添加MEMα培地で7日間培養した。

4％パラホルムアルデヒドで4℃，30分固定し，一次

抗体としてマウス抗microtuble associated protein 2 

（MAP2, 1:100），マウス抗neurofilament 200 （NF200, 

1:50），マウス抗ヒトβⅢチューブリン（1:100），マ

ウス抗oligodendrocyte marker O4 （O4, 1:50），マウ

ス抗ヒトglial fibrillary acidic protein （GFAP, 1:00）抗

体を4℃で一晩作用させた。二次抗体としてAlexa 

488 ヤギ抗マウス IgG, Alexa 594ヤギ抗マウス IgG 

図1.　臍帯組織と模式図
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CD105，CD146，PDGFRβ陽性を示す細胞は臍帯動

静脈内皮近傍および筋層内に認められ，特にCD146

およびPDGFRβ強陽性を示す細胞が臍帯動脈内皮

直下に集族していた。またWharton’s jelly におけ

る幹細胞・前駆細胞の局在は，CD90，CD146陽性を

示す細胞が，臍帯動静脈筋層とWharton’s jellyの境

界部に偏在して検出された。一方，CD105はWhar-

ton’s jellyを構成する大部分の細胞にびまん性に発

現が認められた。臍帯組織から酵素処理により単離

した細胞の形質解析を行った結果，MSCマーカー

として知られるCD90, CD105, CD146を共発現する

細胞や，Multipotent-differentiating stress enduring 

（MUSE） 細胞のマーカーとして知られるCD105，

SSEA-3を共発現する細胞などが同定された（図3）。

以上の結果より，臍帯動静脈およびWharton’s jelly

には，異なった局在や幹細胞マーカー発現プロファ

イルを示す，数種類の幹細胞・前駆細胞が存在する

ことが示唆された。

（2）臍帯動脈p75NTR陽性細胞の形質解析

臍帯動脈内皮下に局在するp75NTR陽性細胞に注

目して，MSCマーカー （PDGFRβ , CD90, CD146） 

（すべて1:500）を室温下に1時間作用させた。DAPI

を室温下に30分間作用させ核染色を行った後，共

焦点レーザー顕微鏡を用いて画像解析を行った。

（6） P0-Cre/Floxed-EGFPマウス胎仔血と臍帯の

解析

雄性のP0-Cre/Floxed-EGFPマウスと雌性のCrlj: 

CD1 （ICR） マウスを交配し，妊娠15.5日 （E15.5） 

に胎仔を帝王切開で取り出した。2 mM EDTA添加

phosphate buffered saline （PBS） 1 mlが入った 12 

ウェルディシュに胎仔を入れ，臍帯を切断した。数

分後，ディシュに貯まった胎仔血をピペットで回収

した後に臍帯を採取した。胎仔血は2mM EDTA添

加PBS中に浮遊させ，溶血試薬を用いて溶血後，

有核細胞を回収し，FACSCaliburフローサイトメー

ターとCellQuestソフトウェアを用いて，GFP陽性

細胞の解析を行った。アイソタイプコントロールと

して，ウサギ IgG1を使用した。胎仔臍帯の免疫組

織学的検討は，E15.5胎仔臍帯より凍結切片標本を

作製し，抗原賦活後，1％ BSA，0.5％ Triton X-100

含有TBS にて透徹を行い，10％ヤギ血清，1％ BSA

含有TBSにてブロッキングを行った。そして一次

抗体としてウサギ抗GFP（1:1000）およびウサギ抗

ラットp75NTR （1:5000）抗体を4℃で一晩作用させ

た。二次抗体としてAlexa 594ヤギ抗ウサギ IgG 

（1:500）を室温下に1時間作用させた。ヘキスト

33342を室温下に30分間作用させ核染色を行った

後，共焦点レーザー顕微鏡を用いて画像解析を行っ

た。

3. 結果

（1）ヒト臍帯の免疫組織学的検討

ヒト臍帯組織より凍結切片を作製し，神経堤由来

細胞マーカー p75NTRや，MSCマーカー CD90，

CD105，CD146，PDGFRβの発現や局在を検討し

た。血管構造との位置関係を明確にするために，血

管内皮細胞と血管平滑筋細胞をそれぞれ抗vWF抗

体および抗ASMA抗体を用いて共染色を行った。そ

の結果，検討した幹細胞・前駆細胞マーカーが重複

して高発現する部位は，臍帯動静脈の内皮近傍およ

び臍帯動静脈筋層とWharton’s jellyの境界部であっ

た（図2）。p75NTR陽性を示す細胞は，臍帯動脈の

内皮細胞直下のみに限局して認められた。CD90，

図2.　 臍帯における幹細胞・前駆細胞マーカーの高発現
部位

図3.　 臍帯組織から単離・同定されたSSEA-3+ CD105+

細胞
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由来するニューロスフェアが神経細胞およびグリア

細胞への分化能を有することが示された。

（4） P0-Cre/Floxed-EGFPマウス胎仔を用いた神

経堤由来細胞の局在解析

神経堤に由来する細胞をトレーシングできるP0-

Cre/Floxed EGFPマウスの胎仔血を採取し，フロー

サイトメトリー解析を行った結果，胎仔血有核細胞

中の約0.05％ にGFP陽性細胞が検出された。また，

P0-Cre/Floxed EGFPマウス胎仔の臍帯から凍結組

織切片を作製し，抗GFP抗体にて免疫組織染色を

行った結果，GFP陽性細胞が臍帯動脈内皮下に局在

している所見が認められた（図4）。GFP陽性細胞の

多くは内皮細胞に隣接するように存在していたが，

内皮細胞にはGFPの発現は認められなかった。連

続切片標本を用いた検討では，GFP陽性細胞の局在

部位に一致してp75NTR陽性細胞が同定された。以

上の結果より，出生直前のマウス胎仔血および臍帯

動脈内皮下には，p75NTR陽性の神経堤に由来する

細胞が存在することが明らかになった。

4. 考察

本研究では，免疫組織化学的検討により臍帯に存

在する幹細胞・前駆細胞の形質と局在を明らかにし

た。MSCはプラスチックディッシュへの接着性と

高い増殖能を有し，骨，軟骨，脂肪など間葉系細胞

系列に分化できるという機能から定義された細胞で

ある。国際細胞治療学会が定めたminimal criteria

や血管周皮細胞マーカー （NG2） の発現を免疫組織

化学的に検討した。その結果，p75NTR陽性細胞は，

PDGFRβ，CD90，CD146，NG2いずれのマーカー

も共発現していることが明らかとなった。次に

p75NTR陽性細胞の形質をより明確にするため，機

械的に剥離した臍帯動脈から酵素処理により単離し

た細胞に対して蛍光免疫染色を行った。その結果，

p75NTR陽性細胞の中には，小型球形でp75NTR強

陽性を示す細胞と，それよりも大型で紡錘形の

p75NTR弱陽性を示す細胞が存在することが明らか

になった。いずれのp75NTR陽性細胞も，PDGFRβ，

CD90，NG2 陽性を示した。一方，これらの細胞は

血管内皮細胞マーカーvWFや造血幹細胞マーカー 

CD34は陰性であった。以上の結果より，臍帯動脈

内皮下に存在するp75NTR陽性細胞は，MSCや血管

周皮細胞の形質を有していることが明らかになっ

た。

（3） 臍帯動脈由来細胞のスフェア形成能および神

経分化能の検討

次に臍帯動脈から単離した細胞が，神経幹細胞様

の自己複製能と分化能を有するかを検討した。臍帯

動脈より酵素処理により単離した細胞をニューロス

フェア法にて浮遊培養を行った結果，培養2日目頃

より，複数のスフェアが出現し，スフェアは徐々に

増大し，培養7，8日目には直径約100μmに達した。

スフェアを構成する細胞は細胞核に一致してEdU

の取り込みが認められたことから，DNA複製能を

有することが明らかとなった。スフェアの免疫組織

染色を行った結果，スフェアを形成する大部分の細

胞が神経幹細胞マーカーであるネスチンおよび

p75NTRを発現していることが明らかになった。以

上の結果より，臍帯動脈に由来する細胞にニューロ

スフェア形成能を有する神経幹細胞様の形質をもっ

た細胞が存在することが明らかになった。形成され

たスフェアをさらに神経分化誘導培地で培養した結

果，神経細胞マーカーであるNF200，βⅢチューブ

リン，MAP2陽性を示す双極性に長い突起を伸ばし

た細胞が認められるようになった。またグリア細胞

分化誘導培地で培養を行った結果，アストロサイト

マーカーであるGFAPやオリゴデンドロサイトマー

カーであるO4陽性の紡錘型の形態を呈する付着細

胞が誘導された。以上の結果より，臍帯動脈細胞に

図4.　 臍帯動脈内皮下に同定されたGFP+神経堤由来細
胞 （UA: 臍帯動脈）
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に免疫寛容性を示す細胞
12）
や，造血幹細胞ニッチ

としての機能を持つ細胞
1）
の存在も報告されてい

る。今後，幹細胞マーカーの発現プロファイルを指

標にこれらの幹細胞群を選別，増殖させ，その特性

や機能を明確にすることにより，様々な疾患を対象

とした細胞治療に応用していくことが期待できる

（表1）。近年，MSCの一部には，ストレス耐性で

ES細胞に類似した多能性細胞 （MUSE細胞） が存在

することも明らかになっている
13）
。本研究におい

て，臍帯動脈内皮下にMUSE細胞のマーカーとし

て知られているSSEA-3，CD105二重陽性細胞が少

数ながら同定された。この所見は，臍帯組織にも

ES細胞様の多能性を有した幹細胞が存在する可能

性を示唆している。

臍帯組織の免疫組織化学的検討により，臍帯動脈

内皮下に限局してp75NTR陽性細胞が検出された。

p75NTRは神経堤由来細胞のマーカーとして知られ

ており，この細胞が胎生期の神経堤に由来する未分

化細胞であれば，神経疾患などに対する治療用細胞

ソースとしての臨床応用が期待できる。本研究によ

り，p75NTR陽性細胞は，PDGFRβ，CD90，CD146，

NG2といったマーカーを発現しており，MSCや血

管周皮細胞の形質を有していることが明らかになっ

た。Crisanら
3）
は骨格筋，膵臓，脂肪組織，胎盤な

ど多くの組織で，血管内皮下にMSC活性を持つ細

胞が存在し，この細胞の特徴としてCD146, PDGFR

β, NG2を発現していることを報告している。p75NTR

はcolony-forming unit fibroblast （CFU-F） 活性が高

い生体内骨髄MSCのマーカーとしても知られてい

では，MSCの陽性マーカーとしてCD105，CD73，

CD90をあげている。この基準は培養MSCに当ては

まるものであり，生体内に存在するMSCにこれら

のマーカーがすべて発現しているとは限らない。今

回の検討でも，各種幹細胞マーカーの局在部位は一

致せず，それぞれ異なった分布を示した。このこと

から，臍帯組織には，その形質や発現マーカーが異

なる複数の幹細胞・前駆細胞が存在することが示唆

された。生体内におけるMSCマーカーとして

CD146
2）
やPDGFRβ

3）
が報告されている。PDGFRβ

はMSCの機能性マーカーとして有用であることも

報告されている
4）
。p75NTRは神経堤由来細胞のマー

カーとして知られているが，近年，生体内MSCマー

カーとして有用であることも報告されている
5）
。今

回の検討においてにおいて，p75NTR, CD90，

CD105，CD146，PDGFRβといった複数のマーカー

が陽性を示す細胞が観察された部位は，臍帯動静脈

内皮近傍と臍帯動静脈筋層とWharton’s jellyの境界

部であった。臍帯動静脈筋層とWharton’s jellyの境

界部ではCD90，CD105，CD146陽性の細胞が集族

していたが，その部位はhuman umbilical cord peri-

vascular cell （HUCPVC） として同定されている細胞

の局在部位に一致した。HUCPVCは，骨髄MSCと

類似した形質を示すが，骨髄MSCより増殖活性が

高く，免疫原性が低いことが報告されている
6）
。既

報によると，ヒト臍帯には骨，軟骨，脂肪といった

MSCに特徴的な分化能を示す細胞のみならず，皮

膚
7）
や， 血管内皮

8）
，神経系

9-10）
，肝細胞

11）
などに分

化する細胞が存在することが報告されている。さら

表1.　臍帯由来幹細胞・前駆細胞を用いた細胞治療の可能性
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療への応用が期待される。一方，成体組織中に存在

するNCSCは非常に少なく，また採取が可能な組織

も骨髄や皮膚に限られている。今回，臍帯組織に神

経堤由来未分化細胞を同定したことは，胎児付属物

由来幹細胞を用いた再生医療を目指す上で非常に意

義深いと思われる。臍帯は，分娩後は不必要な組織

であり，検体の採取に侵襲や倫理的な問題はほとん

ど生じない。母体由来細胞の混入がなく，免疫寛容

性が高い。成体組織よりも未分化で増殖活性の高い

NCSCが採取できる可能性が高いため，増幅培養が

容易であると思われる。今後，効率的な細胞単離法

や，至適培養条件を確立することにより，体外増幅

法が確立すれば，神経再生医療の強力な新規戦略と

なる可能がある。

5. 結語

ヒト臍帯組織の免疫組織化学的検討により，ヒト

臍帯組織には異なった形質を有するMSCが存在す

ることが明らかになった。また神経堤由来細胞を系

譜追跡できる遺伝子改変マウスを用いた検討などに

より，臍帯動脈内皮下にp75NTR陽性を示す神経堤

由来未分化細胞の存在が明らかになった。臍帯組織

はその採取に際し，侵襲や倫理的な問題がほとんど

ないため，難治性神経疾患など様々な疾患を対象と

した再生医療や細胞治療に応用していくことが期待

できる。
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