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研究要旨：本プロジェクト事業は、再生アソシエイト細胞の免疫寛容効果を確認・最適化し、iPS

細胞由来組織移植時における再生環境治療法を開発し、iPS 細胞由来心筋細胞シート（拠点大阪大

学：澤グループ）治療への応用を目指すものである。東海大学・大阪大学・順天堂大学それぞれ

の研究進捗を調整し、製品再生アソシエイト細胞を用いた前臨床研究を目標としてきた。H26 年度

の目標は、①再生アソシエイト細胞の in vivo および in vitro での免疫寛容作用の証明、②確立

したヒト・マウス再生アソシエイト細胞培養法およびその評価法の治療実験への応用開発と、③

臨床検体での再生アソシエイト細胞培養データの集積である。同種同系移植実験から同種異系移

植実験へと移行し、再生アソシエイト細胞の血管再生・抗炎症効果とともに免疫寛容作用が確認

され、他の研究結果も合わせ、今年度の目標はほぼ達成している。来年度には、この移植実験を

同種異系 iPS 細胞由来細胞移植実験に発展させていく。 
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A.研究目的 

平成26年度は、再生アソシエイト細胞のin vivo

および in vitro での免疫寛容作用の証明、確立

したヒト・マウス再生アソシエイト細胞培養法

およびその評価法の治療実験への応用開発、同

種同系移植実験から同種異系移植実験への移行、

臨床検体における培養データの集積などが研究

目的である。 

 

B.研究方法 

1. 課題①：再生アソシエイト細胞移植の免疫寛

容研究 

【①-１】in vitro 免疫抑制効果の判定（東海

大学） 

in vitro 制御性 T細胞（Treg）抑制アッセイに

よる再生アソシエイト細胞の免疫活性化抑制効

果を検討した。Stimulator 細胞としてドナー

C57BL/6 マウスの脾臓細胞（SPCs）、Responder

細胞としてレシピエント BALB/c マウス SPCs か

ら CD4+/CD25-細胞、及びTreg (CD4+/CD25+細胞)

を採取し、同種異型細胞混合による免疫賦活に

対する Treg の免疫抑制効果を判定する。 

 

【①-２】マウス同種異系移植実験 

（A）マウス再生アソシエイト細胞培養条件の至

適化（東海大学） 

C57BL/6 及び BALB/c マウスの SPCs 及び末梢血

液単核球(MNCs)を採取し、培養期間・培養方法

などを比較するための再生アソシエイト細胞培

養(QQ 培養)を実施し、FACS 試験・EPC コロニー

試験などにより、免疫細胞分画・血管再生能・

マクロファージ型などを判定した。 

（B）骨格筋移植モデルの確立（東海大学） 

C57BL/6マウスから外側腓腹筋（GCM）を摘出し、

同部位 GCM を摘出したレシピエントの野生型

C57BL/6 マウスへ同所性に GCM を移植し、組織

生着の判定方法を確立した。さらに、C57BL/6

マウスからの培養再生アソシエイト細胞(QQ 細

胞)の投与アプローチにおける移植片生着への
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局所性貢献を確認するために、各移植アプロー

チ（尾静脈内投与、腹腔内投与、移植片近隣局

所移植）を検討した。 

（C）同種異系骨格筋移植モデル実験（東海大学） 

移植用ドナー筋肉組織片を C57BL/6 マウスから

摘出し、レシピエント BALB/c マウスの同部位に

移植し、野生型 BALB/c マウスの SPCs より培養

した再生アソシエイト細胞(QQ細胞)の同時移植

の有無で、生着移植片を定量的及び定性的に評

価した。 

（D）同種同系皮膚潰瘍移植モデル実験（順天堂

大学） 

C57BL6J マウス末梢血から MNC を採取し培養再

生アソシエイト細胞を作成。潰瘍モデル BALBC

マウスに移植し同種異系潰瘍移植実験による細

胞生着率、創傷治癒効果、血管新生を検証した。 

 

2.課題②：iPS 組織移植のための再生アソシエイ

ト細胞免疫寛容研究（大阪大学） 

【②-1】同種異系 iPS 細胞移植実験 

蛍光色素である Luciferase を恒常的に発現す

る BL6/J マウスの線維芽細胞由来の未分化 iPS

細胞をマウス腹部皮下に移植するモデルを作成

し、再生アソシエイト細胞が移植された iPS 細

胞の生存に与える影響を経時的に観察した。レ

シピエント側として、同種同系となる BL6/J マ

ウスを Positive Control とし、同種異系である

BALB/C マウスを対象として、BALB/C マウス由来

の再生アソシエイト細胞混入の効果を検討した。 

IVISを用いて移植細胞の残存を定量的に評価す

るとともに、再生アソシエイト細胞の同時移植

が iPS 細胞の生存に与える影響を評価した。さ

らに、マウスの iPS 細胞由来心筋細胞シートの

左心室表面への移植モデルを作成し、IVIS によ

る移植細胞の生存を測定した。 

 

【②-２】[18F]-DPA714-PET による同種異系細胞

移植による免疫拒絶反応評価の確立 

臓器移植においては移植片にたいする免疫拒絶

反応は、主に移植片の機能および組織所見によ

り評価され、免疫抑制療法の適正化が図られる。

しかしながら、細胞移植においては、特に心臓

へ移植された細胞の病理診断を行うことは困難

であることから、組織診断に変わる免疫拒絶反

応の評価法の確立が重要である。ここでは、活

性型マクロファージを特異的に描出することが

証明されている[18F]-DPA714-PET 法を用いて、

細胞移植における免疫拒絶反応が経時的に評価

できるか否かを検証した。 

Luciferase発現 iPS細胞由来心筋細胞を細胞シ

ート化し、マウス左心室表面に移植するモデル

を作成して、1）シャム手術群、2）同種同系移

植群、3）同種異系移植群の 3群に分けて拒絶反

応を経時的に評価した。 

 

3. 課題③：再生アソシエイト細胞基盤・応用研

究（東海大学） 

【③-1】再生アソシエイト細胞免疫寛容メカニ

ズムの最適化研究(東海大学) 

制御性 T 細胞、マクロファージの分化増殖に必

要と考えられる増殖因子（TGF-β、IL-10、

Angiopoietin-1 、 Angiopoietine-2 、

Prostaglandin E2、Adenosine）およびホルモン

（β-Estradiol、Progesterone、Trans-Dehydro 

Androsterone、Testosterone）を加え細胞培養

を行った。培養方法の評価は、細胞の増殖率、

FACS による分化マーカー解析、更には、血管内

皮前駆細胞のコロニーアッセイなどを用い、必

要とされる細胞群の増加割合、血管内皮前駆細

胞に対する影響の有無を検証した。 

 

【③-２】糖尿病マウス再生アソシエイト細胞の

確立(順天堂大学) 

糖尿病マウスを作成し、末梢血からの培養再生

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

２



 

管再生能を EPC-colony forming assay にて解析

した。 

 

【③-３】糖尿病患者における再生アソシエイト

細胞の確立（規格の設定、培養方法の確立、安

全性検査）(順天堂大学) 

糖尿病患者の末梢血液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。臨床研究を目的

とした移植細胞の規格を決定するため FACS 解

析を行い、40 例の糖尿病患者における CD34 陽

性細胞と CD206 細胞の移植可能細胞比率を調べ

た。また、移植細胞の安全性のため造腫瘍性試

験、核型試験を実施した。 

 

（倫理面の配慮） 

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）、疫学研究に関する倫理

指針（平成１９年文部科学省・厚生労働省告示

第１号）、遺伝子治療臨床研究に関する指針（平

成１６年文部科学省・厚生労働省告示第２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）、ヒト幹細胞を用いる臨床

研究に関する指針（平成１８年厚生労働省告示

第４２５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）及び申請者が所属する研究機関で

定めた倫理規定等を遵守した。動物実験は、各

施設の実験動物委員会承認のもと動物愛護法を

遵守、臨床研究については各施設臨床研究委員

会の承認のもとに実施している。 

 

C.研究結果 

1. 課題①：再生アソシエイト細胞移植の免疫寛

容研究 

 

【①-１】in vitro 免疫抑制効果の判定（東海

大学） 

ア ッ セ イ 培 養 上 清 中 の TNF-alpha 及 び

INF-gamma 濃度の測定において、再生アソシエ

イト細胞由来 Treg は、非培養 SPCs の Treg と比

較して、著名に Responder 細胞免疫賦活化サイ

トカインの発現抑制効果を認めた。結果、再生

アソシエイト細胞の免疫寛容担当細胞の Treg

は、質的にも、非培養 SPCs の Treg よりも、免

疫抑制効果が強いと判定される。CSFE による

Responder 細胞の増殖抑制効果について、現在

解析中。 

 

【①-２】マウス同種異系移植実験 

（A）マウス再生アソシエイト細胞培養条件の至

適化（東海大学） 

（A-1）QQ 培養中の細胞数の変化 

SPCs 及び MNCs からの再生アソシエイト細胞の

確保について、培養期間中に採取可能な細胞数

の MNCs に対する SPCs の比率は、両系統マウス

で漸減するが３日までは５倍以上 SPCs が高値

を示した。動物実験に利用する再生アソシエイ

ト細胞の確保には、SPCs の方が有利であること

が判明した。 

（A-2）QQ 培養における細胞の経時的血管再生

能 

EPC—CFA によるコロニー産生性 EPC 数評価によ

る血管再生能評価において、両系統マウスの総

EPC コロニー産生能は、SPCs、MNCs ともに漸増

し、SPCs の方が MNCs よりも高かった。両系統

マウスともに SPCs 及び MNCs において、day3 ま

では血管再生能は漸増することが判明した。 

（A-3）QQ 培養における細胞の経時的サイトカ

イン産生能 

再生アソシエイト細胞の QQ 培養期間各時点に

おける抗炎症・免疫寛容機能サイトカイン
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(IL-10)及び炎症性・免疫賦活性サイトカイン

(TNF-alpha)の産生を CBA 法により測定したと

ころ、SPC再生アソシエイト細胞において、IL-10

発現は day3 まで培養前細胞の 30 倍以上に増加

した。 

QQ 培養においては、SPCs は、MNCs に比較して

抗炎症・免疫寛容作用を有する IL-10 の産生が

高く、day3 SPCs は MNCs よりも再生アソシエイ

ト細胞源として優れている可能性がある。 

（A-4）SPCs 由来再生アソシエイト細胞の含有

細胞群評価 

炎症性・免疫賦活性マクロファージ(M1)及び抗

炎症・免疫寛容性マクロファージ(M2) の細胞分

画を CD206-/CD11b+細胞及び CD206+/CD11b+細

胞にて分画し、培養細胞中の含有率で算出した

ところ、M2 マクロファージの含有率は、C57BL/6

マウスで培養前細胞に比較して漸増し、day3 で

17 倍に増加した。BALB/c マウスでは、day3 以

降、培養前細胞の５倍以上に増加した。制御性

T 細胞の含有率は、C57BL/6 マウスで漸増し、

BALB/c マウスでは day3、day5 では day2、day4

よりも減少したが、培養前細胞中の含有率との

比較では、2.4 倍、5.7 倍と増加した。SPCs の

再生アソシエイト細胞の抗炎症・免疫寛容機能

は day3 が高いと考えられる。 

 

（B）骨格筋移植モデルの確立（東海大学） 

同種同系マウスにおける外側腓腹筋 GCM 移植モ

デルの確立を行った。４週目において移植 GCM

組織片が肉眼的にも、組織学的にも確認された。

いずれの QQ 細胞移植方法においても、QQ 細胞

が移植片内に確認され、QQ 細胞の移植片の生着

に影響を及ぼす可能性が示唆された。本法によ

って、GCM 移植による組織移植及び QQ 細胞移植

モデルは確立され、同種異系移植実験に利用可

能となる。 

 

（C）同種異系骨格筋移植モデル実験（東海大学） 

tdTomato-GCM 移植後１週目において、移植片生

着を観察したところ、再生アソシエイト細胞と

の共移植群において、GCM 移植片単独群及び非

培養 SPCs 共移植群に比較して蛍光移植筋肉束

が多く認められた。また、画像解析ソフトで定

量的に評価したところ、tomato の蛍光陽性面積

及び蛍光陽性領域の平均輝度において、GCM 移

植片及び再生アソシエイト細胞の共移植群が、

GCM 移植片及び間葉系幹細胞共移植群とともに

高値を示した。HE 染色における GCM 移植片組織

像の観察では、GCM 移植片単独及び SPCs 共移植

群に比較して、GCM 移植片及び再生アソシエイ

ト細胞の共移植群における浸潤細胞が少なく観

察された。現在浸潤細胞の組織学的評価を進め

ている。再生アソシエイト細胞が異系マウスの

移植組織片に対する免疫拒絶を抑制し、その生

着に貢献したと考えられる。 

 

（D）同種同系皮膚潰瘍移植モデル実験（順天堂

大学） 

GPF 陽性の C57BL6J マウス再生アソシエイト細

胞を同種異系である BALBC マウス潰瘍モデルに

移植し、潰瘍作成後 Day1,Day3, Day5, Day7, 

Day10,Day14 における局所の細胞生着率と創傷

治癒効果、血管新生効果を評価した。C57BL6J

マウス再生アソシエイト細胞は移植後 7 日目ま

で潰瘍組織に生着していたが、移植後 14 日目の

潰瘍組織に移植細胞は認められなかった。しか

し、同種異系細胞の再生アソシエイト細胞を移

植した群のほうが PBS 移植のコントロールに比

べ高い潰瘍縮小率と組織再生効果を示したこと

から同種異系細胞の再生アソシエイト移植は創

傷治癒に対する効果が認められることが証明で

きた。 

 

2. 課題②：iPS 組織移植のための再生アソシエ

イト細胞免疫寛容研究（大阪大学） 
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【②-1】同種異系 iPS 細胞移植実験 

再生アソシエイト細胞が他家移植された未分化

iPS 細胞の生存を向上させた。 

IVIS での測定結果では、同種同系モデルにおけ

る蛍光信号が次第に強くなるのに対して、同種

異系モデルにおいては、7 日後以降次第に蛍光

信号が減弱することが示された。一方、同種異

系モデルに、再生アソシエイト細胞を混入させ

た群においては、同種同系ほどではないものの

蛍光信号が維持された。同種異系移植によって

生じる拒絶反応を、再生アソシエイト細胞が抑

制することが示唆された。 

 

【②-２】[18F]-DPA714-PET による同種異系細胞

移植による免疫拒絶反応評価の確立 

活性型マクロファージを特異的に描出すること

が証明されている[18F]-DPA714-PET 法を用いて、

細胞移植における免疫拒絶反応が経時的に評価

できるか、1）シャム手術群、2）同種同系移植

群、3）同種異系移植群の 3群に分けて拒絶反応

を経時的に評価した。 

結果、シャム手術群ならびに同種同系移植群が、

第 1日に比べて第 7日において、PET 法での SUV 

max に変化が見られないのに対して、同種異系

移植軍医おいては、SUV max の増強が見られた。

さらにこの SUV max は、摘出心の線量 (ARG) と

有意な相関を認めた。また、第 7 日に摘出した

心臓の病理組織標本において、同種異系移植群

に CD68 陽性マクロファージの集積が見られた。 

以上より、[18F]-DPA714-PET 法は細胞移植にお

ける拒絶反応の定量的評価に有用であることが

示唆された。 

 

3. 課題③：再生アソシエイト細胞基盤・応用研

究 

【③-1】再生アソシエイト細胞免疫寛容メカニ

ズムの最適化研究(東海大学) 

 A)増殖因子添加による効果検証 

6つの増殖因子（TGF-β、IL-10、Angiopoietin-1、

Angiopoietine-2、Prostaglandin E2、Adenosine）

において、Total の細胞増殖への効果は（図 12A）、

増殖因子無添加群と有意差は見いだせなかった。

FACS による分画別の解析を行ったところ、M2-

マクロファージ分画において、TGF-βは、増殖

抑制に働き、残りの 5因子では、添加した Dose

にもよるが増殖促進に働いていることが顕著に

判明した。ただし EPC マーカーでは TGF-は、

わずかに増殖促進に働いていた。 

 B)ホルモン添加による効果検証 

4つの性ホルモン（β-Estradiol、Progesterone、

Trans-Dehydro Androsterone、Testosterone）

において、Total の細胞増殖への効果は、10uM

のβ -Estradiol、Progesterone 添加群で細胞

増殖が抑制され、10nM のβ -Estradiol、

Progesterone添加群で細胞増殖がわずかに促進

された。また、1nM-Testosterone 添加群で細胞

増殖が促進される傾向にあり、10nMを超えると、

細胞増殖を阻害していた。一方、Trans-Dehydro 

Androsterone、添加群では、細胞増殖への顕著

な効果は確認できなかった。 

 

【③-２】糖尿病マウス再生アソシエイト細胞の

確立(順天堂大学) 

糖尿病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判明した。糖

尿病マウス末梢血単核球は培養を行うことで培

養前の健常マウスに比べ有意に血管再生能の回

復を示した。 

 

【③-３】糖尿病患者における再生アソシエイト

細胞の確立（規格の設定、培養方法の確立、安

５ 



 

全性検査）(順天堂大学) 

40 例の DM 患者において再生アソシエイト細胞

の組成を調べた結果、CD34 陽性細胞が平均

1.85%、CD206 細胞が平均 13.9%、であった。こ

れらの値は健常人比べ低下していたが、培養前

と比べ有意に高くなっていた。臨床研究におけ

る細胞移植の規格として、CD34 陽性細胞は 0.1%

以上、CD206 陽性細胞は 1%以上とした。Hera 細

胞と比較した造腫瘍性試験と実施したが、ヒト

再生アソシエイトによる造腫瘍性試験は陰性で

あり、核型試験においても染色体異常を示す結

果は得られなかった。昨年度実施した、ヒト再

生アソシエイト細胞のヌードマウス潰瘍モデル

に対する創傷治癒効果の結果を踏まえると、ヒ

ト同種再生アソシエイト細胞移植は安全であり、

高い創傷治癒効果を示すことが明らかになった。 

 

D.考察 

本年度の成果は、【別添図】にまとめた。 

その中で次の３点は、本プロジェクトを完成さ

せるために大変重要である。 

①in vivo 同種異系（アロ）移植において、再

生アソシエイト細胞の免疫寛容効果を確認でき

た。②iPS 細胞組織移植における再生アソシエ

イト細胞移植効果の実験方法を確立出来た。③

糖尿病患者でも、再生アソシエイト細胞培養に

より血管再生能力を確保できる。 

特に、①の in vivo 同種異系（アロ）移植にお

いて、再生アソシエイト細胞の免疫寛容効果を

確認できたことは、本プロジェクトの中で最も

証明が求められていた治療効果に直結する所見

を得られたことになる。当然次年度は同種異系

iPS 細胞由来心筋シート移植における再生アソ

シエイト細胞移植の効果判定を行う予定であり、

このために②の移植実験技術の確立は重要であ

る。 

また、再生アソシエイト細胞の移植方法につい

ても検討したが、骨格筋移植の例では、局所・

全身投与ともに同等の効果が確認された。しか

し治療方法によって、再生アソシエイト細胞の

移植方法は精密に検討が必要と思われ、心筋シ

ートの場合の投与法について、大阪大学チーム

と検討中である。 

もう一点大切なことは、③の糖尿病患者でも本

培養法が安定して効果を発揮できることにある。

少なくとも動物の糖尿病モデルでの再生アソシ

エイト細胞、あるいは糖尿病患者再生アソシエ

イト細胞で血管再生効果が確認できた。順天堂

大学では、細胞培養センターで本細胞群の培養

を開始し、血管再生作用を利用した難治性潰瘍

への臨床移植研究が開始された。しかし本プロ

ジェクトにとっては、臨床検体での免疫寛容作

用を示せたわけではないので、今後の臨床実験

でのデータでの証明が必要で、来年度の課題と

なる。 

成果はこれだけでなく、in vitro 免疫寛容効果

も確認できるようになった点も重要である。再

生アソシエイト細胞のin vitro実験系の確立は

予想外に難航していたが、移植時の免疫賦活作

用を抑制する効果を、定量的及び定性的に評価

できる目処がたち、次年度には必要なデータを

揃えることが可能である。 

 

E.結論 

in vivo 同種異系（アロ）移植における再生ア

ソシエイト細胞の免疫寛容効果、iPS 細胞組織

移植における再生アソシエイト細胞移植効果の

実験方法の確立、糖尿病患者での再生アソシエ

イト細胞培養の確認、in vitro 免疫寛容判定が

進められ、目標は達成された。同種異系移植実

験の成果を iPS 細胞由来心筋シート移植実験に

繋げていく予定である。 
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