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研究要旨：本提案課題では、血液単核球細胞を再生シグナル環境で培養することで、血管再生・

抗炎症・免疫寛容作用を有する「再生アソシエイト細胞」に誘導する技術を研究し、iPS 組織の

生着・機能化のための臨床応用技術として開発し、心筋細胞シート（拠点大阪大学：澤グループ）、

網膜色素上皮シート（拠点理化学研究所：代表笹井：高橋グループ）産業化を前提とした臨床応

用まで進めることを目的とする。田中里佳率いる順天堂大学グループにおいては、糖尿病患者の再生

アソシエイト細胞有効性の確認、糖尿病疾患に対する再生アソシエイト細胞の血管再生・抗炎症・免

疫寛容作用を確認、将来的に iPS 組織の生着・機能化のための臨床応用技術を開発する。平成 25 年度

は、マウス再生アソシエイト異種移植実験を実施するための培養法と実験手技、評価確立を行い、糖

尿病疾患における再生アソシエイト細胞の有効性を確認する研究計画を予定した。 

A．研究目的 

順天堂大学において平成 25 年度は下記を目的

に実験を実施した。 

①マウス再生アソシエイト細胞培養法の確立 

②糖尿病患者における再生アソシエイト細胞の

血管新生、抗炎症効果 

③マウス再生アソシエイト細胞の同種同系潰瘍

移植実験による血管新生、抗炎症反応の組織評

価指標確立。 

 

B.研究方法 

①マウス末梢血から単核球を採取し、単核球を

再生アソシエイト細胞培養カクテルにて 5 日間

培養を行い培養後に再生アソシエイト細胞の血

管再生と抗炎症効果の指標となる細胞表面マー

カーを FACS 解析にて、血管再生能を

EPC-colony forming assay にて解析した。 

②糖尿病患者末梢血単核球から再生アソシエイ

ト細胞を作成し、血管再生と抗炎症効果の指標

となる細胞表面マーカーを FACS 解析にて、血

管再生能を EPC-colony forming assay, EPC 

Culture Assay にて解析をおこなった。糖尿病

患者再生アソシエイト細胞をヌード潰瘍モデル

マウスに移植し、組織における血管新生、抗炎

症、創傷治癒効果を解析した。 

③マウス再生アソシエイト細胞の同種同系潰瘍

移植実験による血管新生、抗炎症反応の組織評

価指標を確立するため、健常マウス(C57BL6J) 

と糖尿病マウス(db/db)に潰瘍を作成し潰瘍作

成後 Day1,Day3, Day5, Day7, Day10 における

局所の M1/M2 細胞活性を評価した。 

（倫理面への配慮） 

ヒトゲノム・遺伝子解析研究に関する倫理指針

（平成２５年文部科学省・厚生労働省・ 

経済産業省告示第１号）、臨床研究に関する倫理

指針（平成２０年厚生労働省告示第４１５号）

厚生労働省の所管する実施機関における動物実

験等の実施に関する基本指針（平成１８年６月

１日付厚生労働省大臣官房厚生科学課長通知）

及び順天堂大学でで定めた医学部倫理員会の規

定を遵守した。動物実験は、順天堂大学実験動

物委員会と学長の承認のもと動物愛護法を遵守、

臨床研究については順天堂大学病院倫理委員会

の承認のもとに実施している。 

 

C.研究結果 

①マウス末梢血再生アソシエイト細胞は培養前

に比べ培養後に細胞数は減少する（5.0±0.0 vs. 

1.0±0.2）が EPC の数は増加する傾向にある。

EPC colony forming assay の結果、再生アソシ
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エイト細胞は、primitive, definitive, および

total-CFUs 全てにおいて Colony 数は優位に増

加し高い血管再生能を有する細胞であることが

わかった。 

②DM 患者において再生アソシエイト細胞は

EPC、M2マクロファージ数を約10倍に増幅し、

上記に示した血管再生能を検証するアッセイ法

とRT-PCRにおいてもDM再生アソシエイト細

胞は健常人以上の抗炎症効果と血管再生能を示

した。ヌードマウス移植効果は In vitro の結果

同様、DM 再生アソシエイト細胞植群において

高い創傷治癒効果と組織内血管再生効果を示し

た。 

③健常マウス(C57BL6J)と糖尿病マウス

(db/db)に潰瘍を作成し潰瘍作成後 Day1,Day3, 

Day5, Day7, Day10 における局所の M1/M2 細

胞活性を評価した。健常マウス潰瘍において

M1 細胞は Day1 に上昇しその後減少する。M2

は Day７をピークに上昇し、その後 Day10 まで

潰瘍内部に存在する。一方糖尿病マウス潰瘍に

おいて M2 細胞は Day１における上昇なすくな

く、Day7 においても M1 細胞が遷延して潰瘍な

いに存在する。M2 の発現は Day10 に軽度の発

現が認められるにとどまる。 

 

D.考察 

今年度の研究結果においてマウスと糖尿病患者

の末梢血再生アソシエイト細胞は高い抗炎症・

免疫寛容・血管再生能を有することが示された。

また、今後の動物実験において組織抗炎症効

果・免疫反応を解析するための潰瘍モデルの有

効性と解析プロトコールの作成準備が整ったた

め今年度の実験データをもとに来年度の実験を

スムーズに進められると考える。 

E.結論 

我々は抗炎症効果、高い血管再生能を有するマ

ウス末梢血再生アソシエイト細胞の確立に成功

した。来年度は同種同系再生アソシエイト細胞

移植実験、同種異種再生アソシエイト細胞移植

実験を実施し、免疫寛容効果と抗炎症効果、血

管・組織再生効果を検証する。末梢血再生アソ

シエイト細胞は少量の血液からを抗炎症・免疫

寛容細胞の移植することが可能となり、iPS 組

織の生着・機能化のための臨床応用技術として

高い可能性を有する。 
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