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「再生アソシエイト細胞による iPS 細胞移植時の免疫寛容治療研究」 
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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）の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。 

分担研究者である田中里佳が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

胞の有効性を確認することと、難治性潰瘍患者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し、将来的に iPS 組織の生着・機能科のための臨床応用技術として開発する。平

成 25 年度においては、順天堂大学においても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

培養法と実験手技と評価の確立を行うことと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

認する研究計画し良好な結果が得られた。平成 26 年度は前年度に確立したマウス再生アソシエイト細

胞を用いてマウス潰瘍モデルにおけるマウス再生アソシエイト細胞の同種異系細胞移植実験における

細胞移植生着率と創傷治癒効果を検証した。同時に再生アソシエイト細胞の臨床応用を目的とした、

糖尿病患者の再生アソシエイト細胞の規格と培養方法を確立することを目的とした。  

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糖尿病マウス再生アソシエイト細胞の確立 

②マウス潰瘍モデルに同種異系マウス再生アソ

シエイト細胞移植を実施し、細胞生着率、創傷

治癒効果、血管新生、抗炎症効果を検証した。 

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） 

 

B.研究方法 

①ストレプトゾトシンを投与した糖尿病マウスを

作成し、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。 

②C57BL6J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。 

③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。臨床研究も目的とした移

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・ 
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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（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。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。（図：１） 

②GPF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。（図：２図：

３） 

③40 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 

マウス再生アソシエイト細胞の同種異系細胞移植

は同種同系細胞移植にくらべ潰瘍組織内での長期

生存は認められなかった。皮膚細胞は他の器官に

くらべ免疫反応が高いため、同種異系細胞は移植

後1週間をすぎに免疫細胞に貪食されてしまう可

能性が示唆された。しかし、無治療に比べて高い

創傷治癒効果を示すため、移植後1週間の再生アソ

シエイト細胞よるサイトカイン効果により周囲の

繊維芽細胞や血管内皮細胞の増殖を促し、血流改

善と潰瘍縮小の効果が認められると考えられる。

将来的に再生アソシエイト細胞のAllo（同種異系）

細胞移植による血管再生治療と潰瘍治療に対する

有効性が示唆された。また、ヒト再生アソシエイ

ト細胞による前臨床研究を終え、来年度より臨床

研究への移行が可能であると考える。 

 

E.結論 

我々は抗炎症効果、高い血管再生能を有するヒト

糖尿病患者末梢血再生アソシエイト細胞の確立に

成功し、ヒト同種同系再生アソシエイト細胞移植

の臨床研究を来年度から実施予定である。さらに

マウスによる同種異系再生アソシエイト細胞移植

の有効性が認められたことから今後、ヒトにおけ

る同種異系細胞移植へ発展が期待でいる。末梢血

再生アソシエイト細胞は少量の血液からを抗炎
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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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ＰＣＴ出願番号：ＰＣＴ／ＪＰ２０１３／７６６

１８ 

乙管理番号：ＦＢ１２－００８ 

丙管理番号：ＴＦ－１３０ＰＣＴ（Ｔ－１４６７） 

国際出願日：２０１３年９月３０日（基礎出願日：

２０１２年９月２８日） 

発明者：浅原孝之（所属機関：乙）、増田治史（所

属機関：丙）、田中里香（所属機関：丙及び丁） 
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