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研究要旨 

我々が開発した脂肪由来幹細胞（ASC）の低血清培養法は、高血清培養法と比較

して優れた機能再生能をもつ細胞（LASC）を採取・増殖させることが示されて

いる。自己免疫疾患である強皮症に対し、LASC が免疫系の機能再生を介し、そ

の主症状を緩和することを動物実験で確認している。一方、比較的大量の ASC

を静脈内投与した後の死亡例が報告され、その安全性が大きな課題となってい

る。そこで本事業においてこの LASC の臨床応用を見据え、LASC の安全性につい

て検討を行った。細胞の静脈内投与を行った際の重要な死亡原因である肺塞栓

について、LASC はその頻度を低下させることを見出した。さらにこの細胞性質

について解析を進めたところ、細胞の接着性・凝集性が低いことが LASC の高い

安全性に寄与していることが示された。本検討で LASC の安全性が確認されたこ

とで、LASC による細胞治療法が難治性疾患に対する実用的な治療法になりえる

ことが示唆された。

 

 

A. 研究目的 

強皮症は皮膚や内臓が硬くなる変

化（硬化）を特徴とし、慢性に経過す

る疾患である。本邦での強皮症患者は

約二万人と推定されている。これらの

患者では皮膚硬化が進行し、手足の皮

膚に虚血性の皮膚潰瘍や皮膚壊疽を

きたすと、難治性となることが多い。

また、肺高血圧症や肺線維症による呼

吸不全、腎クリーゼによる腎不全、食

道蠕動低下による嚥下困難などで致 

 

死的となることもある。 

全身性強皮症の治療としては（1）

ステロイド少量内服（皮膚硬化に対し

て）、（2）シクロホスファミド（肺線

維症に対して）、（3）プロトンポンプ

阻害剤（逆流性食道炎に対して）、（4）

プロスタサイクリン（血管病変に対し

て）、（5）ACE 阻害剤（強皮症腎クリー

ゼに対して）、（6）エンドセリン受容

体拮抗剤（肺高血圧症に対して）など

が挙げられる。しかしなら、これらの

効果は限定的であり、重症の強皮症を
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改善させうる薬剤は現時点では未だ

なく、新たな治療法の開発は急務であ

る。 

近年、骨髄由来幹細胞(MSC)は免疫

抑制作用を有することが明らかとな

ってきた 1。骨髄移植後の移植片対宿

主病（GVHD）に対する治療としてすで

に臨床応用され効果を挙げている。そ

の機序のひとつにT細胞に対する増殖

抑制作用がある 2。 

我々は、ヒト皮下脂肪から分化能と

増殖能の高いMSCの選択的分離培養法

（＝低血清培養法）を世界に先駆けて

開発した 3。2％血清を含む培養液を用

いて、1g の脂肪組織から 2 週間で 109

個の LASC を得ることが可能である。

また我々は、LASC が強力に T細胞増殖

を抑制することを見出した。更に LASC

のB細胞系に対する効果についても検

討を行ったところ、LASC には T細胞制

御を介してB細胞の抗体産生を抑制す

る効果があることも見出した 4。また、

自然免疫に対する調整能や組織修復

能を有していることも示されており、

種々の疾患モデルに対して LASC が有

効であることを報告している 5–7。これ

らの結果から、LASC による細胞療法は

強皮症を始め、多くの免疫関連疾患の

治療法として非常に有望であると考

えられる。 

そこで本研究事業では全身性強皮

症に対する治療法を確立するために、

LASC の安全性の確認及びその基礎的

検討を行った。安全性に関しては細胞

の全身性投与時に最も懸念される肺

への影響を検討するために normal 

mouse に対して高濃度の細胞溶解液を

尾静注より投与し、肺塞栓による LASC

の致死量について検証を行った。また

培養容器からの細胞剥離後、時間とと

もに細胞同士が凝集することが肺塞

栓の大きな要因と考えられているた

め、細胞の凝集性についても検討を行

った。死細胞は細胞隗のコアとなるた

め、細胞懸濁液を作成する際の溶媒に

ついても細胞保護の点から検討を行

った。基礎的検討としては、マイクロ

アレイを実施し、細胞接着因子や細胞

外マトリックスなどについて LASC の

遺伝子発現量の解析を行った。 

 

B. 研究方法 

安全投与量の検討 

C57/BL6 マウスに対して尾静脈より高

血清で培養したマウス脂肪由来間葉

系幹細胞 (HASC)あるいはLASCを 1, 2, 

3, 4×106/body の dose で投与して肺

塞栓による死亡率を比較した。具体的

な投与方法を以下に示す。 

1. PBS EDTA(+) で 培 養 皿 を 洗 浄

  

2. トリプシン 1ml で細胞を剥離 

3. 10% FBS 入り DMEM で酵素反応を止

める 

4. 70µm cell strainer に通して細胞

隗を除去してシングルセルの状態

になった細胞を回収 

5. 遠心(1200rpm, 5min)して細胞を回

収 

6. PBS EDTA(-)に希釈 

7. 細胞数のカウント 

8. 遠心 
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9. 200µL/body で投与できるように

PBS EDTA(-), 25U/ml ヘパリン(+)

で細胞を懸濁 

10.200µL をマウスの尾静脈から投与。

5sec 程度の速さで投与した。 

生存率は投与後 24 時間で評価を行っ

た。 

 

細胞凝集率の検討 

マウスの HASC（N=5）, LASC(N=4)およ

び 骨 髄 由 来 間 葉 系 幹 細 胞

(BM-MSC)(N=2) を 1 × 107/mL （ PBS 

EDTA(-), 25U/ml ヘパリン(+)）に調

整し、シリンジ内で 30 分静置させた

後ポアサイズ 70µm のフィルターに通

してフィルターを通過した細胞の数

を計測した。細胞数の計測には BioRad

社のオートセルカウンターを用いた。 

 

マイクロアレイ 

ヒトの HASC, LASC(3 ドナーより樹立。

各群 N=12)の遺伝子発現について、ア

ジレント社のマイクロアレイで解析

を行った。検体は 6cm dish で培養し

た細胞を以下の手順で処理し、作成し

た。 

1．PBS(-)で細胞を洗浄 

2．細胞溶解液を 600µL 添加 

3．細胞が溶解したのを確認してから

液 を ス ピ ン カ ラ ム に 入 れ 、

15000rpm, 2 分間遠心分離機にか

ける 

4．サンプルをチューブに移し、-80℃

で保存する 

マイクロアレイの結果は GeneSpring

を使用して解析を行った。 

 

溶媒が細胞の生存率に及ぼす影響に

ついて 

ヒトの LASC を生理食塩水、1%アルブ

ミン含有生理食塩水、ラクテック、ラ

クテック D(各群 N=3)に懸濁し、1時間

静置したのちポアサイズ 70µm のフィ

ルターに通してフィルターを通過し

た生細胞の割合を算出した。細胞数の

計測には BioRad 社のオートセルカウ

ンターを用いた。 

 

C. 研究結果 

安全投与量の検討 

細胞種にかかわらず 1×106/body の投

与では全マウスが生存し、4×106/body

の投与で全マウスが死亡した。しかし

ながら、2, 3×106/body の投与で HASC

投与群の半数以上のマウスが死亡し

たのに対し、LASC 投与群ではその死亡

率が明らかに低下していることが示

された。このことから、LASC は HASC

よりも投与安全域が広いことが示唆

された。死亡したマウスはほとんどが

投与中、少なくとも投与後 10 分以内

に死亡していることから、死亡の原因

は投与した細胞が肺に詰まったこと

による肺塞栓であると考えられた。

HASC が LASC よりも肺にトラップされ

やすい原因として、細胞の大きさある

いは細胞の接着性が関与しているの

ではないかと考えられた。 



 

 

 細胞凝集率の検討

肺に詰まる原因として

やすい細胞なのではないかと考え、細

胞凝集率について検討を行った。細胞

調整後（

分静置し、フィルターに通して細胞数

を計測した。凝集した細胞はフィルタ

ーにトラップされるため、フィルター

を通過した細胞が少ないほど凝集し

やすいと考えられた。検討に

HASC

ところ、

よってロスする細胞が多かった

（p-

このことから、

大きな

ップされ、肺塞栓を起こしているので

はないかと考えられた。細胞隗を形成

する

細胞凝集率の検討

肺に詰まる原因として

やすい細胞なのではないかと考え、細

胞凝集率について検討を行った。細胞

調整後（1×10

分静置し、フィルターに通して細胞数

を計測した。凝集した細胞はフィルタ

ーにトラップされるため、フィルター

を通過した細胞が少ないほど凝集し

やすいと考えられた。検討に

HASC に加え、

ところ、HASC は

よってロスする細胞が多かった

-value: 0.023

のことから、

大きな細胞隗となる

ップされ、肺塞栓を起こしているので

はないかと考えられた。細胞隗を形成

する原因としては

細胞凝集率の検討 

肺に詰まる原因として HASC

やすい細胞なのではないかと考え、細

胞凝集率について検討を行った。細胞

107/ml）、シリンジ内で

分静置し、フィルターに通して細胞数

を計測した。凝集した細胞はフィルタ

ーにトラップされるため、フィルター

を通過した細胞が少ないほど凝集し

やすいと考えられた。検討に

に加え、BM-MSC も加えて行った

は明らかにフィルターに

よってロスする細胞が多かった

value: 0.023）。 

のことから、HASC は細胞が凝集し、

細胞隗となることで肺にトラ

ップされ、肺塞栓を起こしているので

はないかと考えられた。細胞隗を形成

原因としては死細胞が多く、死細

HASC が接着し

やすい細胞なのではないかと考え、細

胞凝集率について検討を行った。細胞

）、シリンジ内で

分静置し、フィルターに通して細胞数

を計測した。凝集した細胞はフィルタ

ーにトラップされるため、フィルター

を通過した細胞が少ないほど凝集し

やすいと考えられた。検討に LASC, 

も加えて行った

明らかにフィルターに

よってロスする細胞が多かった

細胞が凝集し、

ことで肺にトラ

ップされ、肺塞栓を起こしているので

はないかと考えられた。細胞隗を形成

死細胞が多く、死細

 

が接着し

やすい細胞なのではないかと考え、細

胞凝集率について検討を行った。細胞

）、シリンジ内で 30

分静置し、フィルターに通して細胞数

を計測した。凝集した細胞はフィルタ

ーにトラップされるため、フィルター

を通過した細胞が少ないほど凝集し

LASC, 

も加えて行った

明らかにフィルターに

よってロスする細胞が多かった

 
細胞が凝集し、

ことで肺にトラ

ップされ、肺塞栓を起こしているので

はないかと考えられた。細胞隗を形成

死細胞が多く、死細

胞に生細胞が結合して細胞隗を形成

する、あるいは接着因子を多く発現し

ているということが考えられた。

で次に我々は

アレイを行い、接着因子の遺伝子発現

について網羅的に解析を行った。

 

 

マイクロアレイ

解析は

まずデータの正規化を行い、データの

信 頼 性 を あ げ る た め の

control

1. 

2. 

3. 

抽出の結果、以下の図に示す通り

と

正反対であることが示された

高発現の遺伝子は

ルは低い

胞に生細胞が結合して細胞隗を形成

する、あるいは接着因子を多く発現し

ているということが考えられた。

で次に我々は

アレイを行い、接着因子の遺伝子発現

について網羅的に解析を行った。

マイクロアレイ

解析は GeneSpring

まずデータの正規化を行い、データの

信 頼 性 を あ げ る た め の

control を行った。

 Filtered on Expression
 Row data

いものを解析から除去【発現

量 20

50739

 Filtered on Flags
 Flag

結果が安定していないもの）

を解析から除去

38076

 Filtered on Error
 同一グループ内における変動

が激しいもの（ドナー差が大

きいもの）を解析から除去

 【Standard Deviation (SD) < 

0.5 に設定】

抽出の結果、以下の図に示す通り

と LASC の遺伝子発現プロファイルは

正反対であることが示された

高発現の遺伝子は

ルは低い)。 

胞に生細胞が結合して細胞隗を形成

する、あるいは接着因子を多く発現し

ているということが考えられた。

で次に我々は LASC, HASC

アレイを行い、接着因子の遺伝子発現

について網羅的に解析を行った。

マイクロアレイ 

GeneSpring を用いて行った。

まずデータの正規化を行い、データの

信 頼 性 を あ げ る た め の

を行った。 

Filtered on Expression

ow data における発現量が低

いものを解析から除去【発現

20-100th percentile

50739→49944 

Filtered on Flags 

Flag がついているもの（測定

結果が安定していないもの）

を解析から除去

38076     

Filtered on Error 

同一グループ内における変動

が激しいもの（ドナー差が大

きいもの）を解析から除去

Standard Deviation (SD) < 

に設定】38076

抽出の結果、以下の図に示す通り

の遺伝子発現プロファイルは

正反対であることが示された

高発現の遺伝子は HASC

 

胞に生細胞が結合して細胞隗を形成

する、あるいは接着因子を多く発現し

ているということが考えられた。

LASC, HASC のマイクロ

アレイを行い、接着因子の遺伝子発現

について網羅的に解析を行った。

を用いて行った。

まずデータの正規化を行い、データの

信 頼 性 を あ げ る た め の quality 

Filtered on Expression 

における発現量が低

いものを解析から除去【発現

percentile に設定】

 

 

がついているもの（測定

結果が安定していないもの）

を解析から除去 49944

 

 

同一グループ内における変動

が激しいもの（ドナー差が大

きいもの）を解析から除去

Standard Deviation (SD) < 

38076→28275

抽出の結果、以下の図に示す通り

の遺伝子発現プロファイルは

正反対であることが示された(LASC

HASC での発現レベ

78 

胞に生細胞が結合して細胞隗を形成

する、あるいは接着因子を多く発現し

ているということが考えられた。そこ

のマイクロ

アレイを行い、接着因子の遺伝子発現

について網羅的に解析を行った。 

を用いて行った。

まずデータの正規化を行い、データの

quality 

における発現量が低

いものを解析から除去【発現

に設定】

がついているもの（測定

結果が安定していないもの）

49944→

同一グループ内における変動

が激しいもの（ドナー差が大

きいもの）を解析から除去 

Standard Deviation (SD) < 

28275 

抽出の結果、以下の図に示す通り HASC

の遺伝子発現プロファイルは

LASC で

での発現レベ



 

の遺伝子に対して

P<0.05

を抽出し、さらに発現量に

差がある

抽出した。これらの遺伝子に対して、

細胞接着に関与していると考えられ

る 【

【ex

ーワードで変動

抽出された遺伝子が

性に関与していると考え、現在解析を

進めている。

 

の遺伝子に対して

P<0.05 で発現頻度に差がある遺伝子

を抽出し、さらに発現量に

差がある(Fold Change

抽出した。これらの遺伝子に対して、

細胞接着に関与していると考えられ

る 【 adhesion

xtracellular

ーワードで変動

抽出された遺伝子が

性に関与していると考え、現在解析を

進めている。 

抽出された

の遺伝子に対して T 検定を行い、

で発現頻度に差がある遺伝子

を抽出し、さらに発現量に

Fold Change>=

抽出した。これらの遺伝子に対して、

細胞接着に関与していると考えられ

adhesion 】、【

tracellular matrix

ーワードで変動遺伝子を抽出した。

抽出された遺伝子が LASC

性に関与していると考え、現在解析を

 

抽出された 28275

検定を行い、

で発現頻度に差がある遺伝子

を抽出し、さらに発現量に 2倍以上の

2.0)遺伝子を

抽出した。これらの遺伝子に対して、

細胞接着に関与していると考えられ

】、【 collagen

】の 3つのキ

遺伝子を抽出した。

LASC の高い安全

性に関与していると考え、現在解析を

28275

検定を行い、

で発現頻度に差がある遺伝子

倍以上の

遺伝子を

抽出した。これらの遺伝子に対して、

細胞接着に関与していると考えられ

collagen 】、

つのキ

遺伝子を抽出した。

 

の高い安全

性に関与していると考え、現在解析を

溶媒が細胞の生存率に及ぼす影響に

ついて

最後に実際の臨床応用を想定し、ヒト

LASC

媒について検討を行った。細胞剥離か

ら投与まで

想されるため、懸濁液の状態で細胞

保護できる溶媒がふさわしいと考え

られる。そこで、

し、

討した。

ラクテック

半数近くが死滅（トリパン

してしまったが、他の溶媒については
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D. 
本研究において、

れる間葉系幹細胞よりも高い安全性

を持つ細胞であることが示唆された。

細胞の経静脈的投与による治療法は

全身への有効性を期待できる一方、肺

への影響が懸念される。本検討におい

て、我々が臨床応用を目指す
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伝子解析では接着因子の中でも LASC

で発現頻度が減少しているものと増

加しているものの双方が確認された。

今後はこれらの遺伝子がどのような

細胞性質に関与しているのか、個別の

解析を行っていく必要がある。 

 

E. 結論 

今回我々は LASC の臨床応用を目指

し、LASC の安全性に関して検討を行っ

た。LASC は HASC に対して肺塞栓によ

るマウスの死亡率を低下させ、細胞凝

集能も低いことが示された。また、こ

れらの性質に関与していると考えら

れる因子についても網羅的に解析を

行い、候補となる遺伝子を抽出するこ

とができた。実際の臨床応用を想定し

た検討を行うことで、最適な細胞懸濁

液の作成方法を示すことができた。 
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