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（総括・分担）研究報告書 

「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」 
研究代表者 浅原 孝之 （東海大学医学部 基盤診療学系 再生医療科学 教授） 

研究要旨：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

を目指すプロジェクトである。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する。 

本年度の大きな目標である、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再現性確

立の点においては、目標は達成された。同種同系移植実験では、マウス再生アソシエイト細胞の血管

再生・抗炎症効果は確認されつつあり、同種異系移植へと展開して、iPS 細胞移植実験に繋げていく予

定である。 

研究分担者名 

増田治史（東海大学医学部基盤診療学系 再生

医療科学 准教授） 

福嶌五月（大阪大学医学部心臓血管外科 助教） 

田中里佳（順天堂大学医学部形成外科学  

     准教授） 

 

A.研究目的 

H25 年度は、東海大学・大阪大学・順天堂大学各

施設でのヒト再生アソシエイト細胞・マウス再生

アソシエイト細胞の培養・評価法の統一化を進め

ることと、本プロジェクトでの評価実験系の確率

を中心として、各分担研究を本格化させることが

目標である。 

 

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）再生アソシエイト細胞の獲得免疫反応に対

する免疫寛容効果の in vitro 研究 

（2）再生アソシエイト細胞（同種同系）移植実

験 

上記両課題のために以下研究が進められている。 

(A)東海大学 

（A-1）マウス・ヒト再生アソシエイト細胞の培

養・評価法の確立とその技術指導：それぞれの

培養法・評価法を項目化・文章化し、他大学の

培養に対する指導を、班会議・メール・電話に

より進めた。 

（A-2）同種同系移植試験：マウス下肢虚血モデ

ルへの同種同系マウス再生アソシエイト細胞移

植実験を進めた。 

(B) 大阪大学 

（B-1）マウス・ヒト再生アソシエイト細胞の培

養・評価法の確立：東海大学からの情報を元に、

マウス・ヒト再生アソシエイト細胞の培養を試

み、その確認を進めた。免疫寛容作用の in vitro

評価法として、マウス脾臓からのリンパ球を採

取しリンパ球混合培養試験を試みた。 

（B-2）同種同系移植試験：実験系確立ために、

マウス心筋梗塞モデル作製実験を行った。 

(C) 順天堂大学 

（C-1）マウス・ヒト再生アソシエイト細胞の培

養・評価法の確立：ヒト再生アソシエイト細胞

は確立しているので、マウス再生アソシエイト

細胞の培養を試み、その確認を進めた。マウス

再生アソシエイト細胞の EPC コロニーアッセ

イ・FACS 解析を進めた。 
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（C-2）同種同系移植試験：実験系確立のため、

健常マウス(C57BL6J)と糖尿病マウス(db/db)

に潰瘍を作成し、組織評価による局所 M1/M2

細胞活性・血管新生を解析した。 

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 

該当無し 

3. 課題③：再生アソシエイト細胞基盤・応用研

究 

（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 

東海大学において、再生アソシエイト細胞免疫

寛容メカニズム基盤研究の為に、ヒト再生アソ

シエイト細胞の評価法を確立し、免疫寛容の最

適化に関しての候補因子とその組み合わせなど

調査・検討を開始した。 

（２）臨床再生アソシエイト細胞培養開発 

臨床検体測定の開始が目標である。ヒト再生ア

ソシエイト細胞評価研究がほぼ終了したことで、

臨床再生アソシエイト細胞培養確立のための培

養データを蓄積するため、順天堂大学および東

海大学における糖尿病患者・動脈硬化患者検体

での解析を開始した。 

（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）再生アソシエイト細胞の獲得免疫反応に対

する免疫寛容効果の in vitro 研究 

（2）再生アソシエイト細胞（同種同系）移植実

験 

(A)東海大学 

（A-1）マウス・ヒト再生アソシエイト細胞の培

養・評価法の確立とその技術指導：東海大学増

田はマウス・ヒト再生アソシエイト細胞の培

養・評価法の標準化プロトコールを記述し、計

2 回の班会議（第一回：2013 年 10 月 15 日東海

大学、第二回：2014 年 3 月 5 日京都国際会館）

および各施設との連絡を重ね、大阪大学・順天

堂大学にて再現性のあるマウス・ヒト再生アソ

シエイト細胞の培養・評価法の標準化の向上が

確認された。 

（A-2）同種同系移植試験：マウス下肢虚血モデ

ルへの同種同系マウス再生アソシエイト細胞移

植実験を行い、毛細血管増加・末梢循環増加な

どの血管再生効果、iNOS 発現現象などの抗炎

症効果の確認が終了した。免疫寛容効果につい

て検証中である。 

(B) 大阪大学 

（B-1）マウス・ヒト再生アソシエイト細胞培

養：培養細胞群の免疫寛容作用 in vitro 評価法

としてのリンパ球混合培養試験を開始した。現

時点では実験系の調整中で、免疫寛容作用の程

度などの確認はまだできてはいない。 

（B-2）同種同系移植試験の実験系確立ために、

マウス心筋梗塞モデルを作成し移植試験を開始

した。モデルの成功率がまだ低いため、モデル

作成技術の確立に努めている。 
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(C) 順天堂大学 

（C-1）マウス再生アソシエイト細胞の培養：東

海大学からのプロトコールに従い。マウス再生

アソシエイト細胞を培養したところ、EPC コロ

ニー形成細胞の増加を確認し、培養の再現性を

確認できた。 

（C-2）同種同系移植試験の実験系確立：健常マ

ウス(C57BL6J)と糖尿病マウス(db/db)に潰瘍

を作成し、組織学的に確認したところ、健常マ

ウスでは炎症性マクロファージ（M１）は D1

に上昇してから減少し、抗炎症マクロファージ

（Ｍ２）は D7.10 で増加するが、DM マウスで

は M1 上昇が遷延化し、M2 の増加が抑制され

ていることが判明した。 

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 

該当無し。 

3. 課題③：再生アソシエイト細胞基盤・応用研

究 

（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：再生アソシエイト細胞免疫寛容メカ

ニズム基盤研究：ヒト再生アソシエイト細胞の

血管再生作用・抗炎症作用を in vitro および in 

vivo 実験で確認した。このデータは Journal of 

American Hear Association に投稿し受理され

ている。この細胞群の免疫寛容作用も制御性 T

細胞の増幅、Th2 細胞の増幅から、強く示唆さ

れるデータが出ている。 

（２）臨床再生アソシエイト細胞培養開発 

順天堂大学では、DM 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、EPC コロニーアッセイと

RT-PCR においても抗炎症効果・血管再生能を

示すデータが確認された。その細胞移植実験で

は、DM 再生アソシエイト細胞移植群において

高い創傷治癒効果と組織内血管再生効果が示さ

れた。 

東海大学では、脳血管障害患者を対象とした臨

床サンプルの再生アソシエイト細胞培養が試み

られているが、まだ進行中である。 

 

D.考察 

本年度の大きな目標である、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再

現性を全施設で確立する点において、ほとんど

が達成されたと考える。各施設での再現性達成

は、本技術の信頼性を示すもので、この細胞群

の移植実験に進めることが可能になる。 

移植実験は、同種同系実験が進行中で、東海大

学での下肢虚血モデル実験は完成し、潰瘍モデ

ル・心筋虚血モデルでの移植実験を開始すると

ころである。同種同系移植では、血管再生・抗

炎症作用しか評価が出来ないが、この実験系終

了後に進める同種異系移植にて in vivo での免

疫寛容作用を評価することになる。 

ヒト再生アソシエイト細胞培養法、および免疫

寛容作用評価法の確立に伴い、免疫寛容作用を

強化する培養法に着手し始めている。 

臨床血液での再生アソシエイト細胞培養におけ

る不安定性を危惧しているが、現時点では糖尿

病患者での培養法は効果が確認されており、さ

らに臨床研究を進める予定である。 

 

E.結論 

ヒト・マウス再生アソシエイト細胞培養法およ

びその評価法の再現性確立の点においては、目

標は達成された。同種同系移植実験では、マウ

ス再生アソシエイト細胞の血管再生・抗炎症効

果は確認されつつあり、同種異系移植へと展開

して、iPS 細胞移植実験に繋げていく予定であ

る。 

 

F.健康危険情報 

特記なし。 
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厚生労働科学研究費補助金（難病・がん等の疾患分野の医療の実用化研究事業（再生医療関係研究分野）） 

（総括・分担）研究報告書 

「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」 
研究分担者 増田 治史 （東海大学医学部 基盤診療学系 再生医療科学 准教授） 

研究要旨：ヒト、マウスの末梢血単核球を用いて、近年、本研究室で開発した血管再生培養法に

よる再生アソシエイト細胞(Regeneration Associate Cell= RAC)の作成に成功した。マウス下肢虚

血モデルへの移植実験を用いて抗炎症、血管再生能を確認した。また、同種異型のヒト末梢血単

核球と RAC の混合培養によるリンパ球混合試験において RAC の抗炎症・免疫寛容能を確認した。

次年度以降は、１）培養条件の至適化を行い、より安定した抗炎症・免疫寛容能獲得可能な RAC

培養法を確立、２）ヒト及びマウスにおける同種異型の RAC の抗炎症・免疫寛容能の in vitro 評

価系確立を目標に研究を実施する。 

A.研究目的 

近年開発した血管再生培養法の純化 EPC の生

体外機能性 EPC 増幅培養法（Quality & 

Quantity 培養法= QQc 培養）を、EPC を含有

するヒト及びマウスの末梢血液細胞群（単核球）

の QQc 培養に発展させ、その血管再生能、組織

再生を検討し、QQ 単核球の組織再生、抗炎症

能を確認し、再生アソシエイト細胞

(Regeneration Associate Cell= RAC)としての

可能性を検証、さらに、RAC の免疫寛容能評価

系を確立することを目的とした。 

 

B.研究方法 

１）健常人より末梢血単核球(PBMNC)を採取し、そ

の QQc 培養細胞を再生アソシエイト細胞(RAC)と

した。血液 20 mL より末梢血単核球を採取し、Stem 

line II 無血清造血幹細胞増幅培地にヒト遺伝子

組み換え VEGF, SCF, TPO, IL-6, Flt-3 ligand を

添加し、７日間培養し RAC 細胞を調整した。in 

vitro RAC 特性評価系として、EPC コロニーアッセ

イ、FACS を実施した。 

２）Balb/c ヌードマウスを用いて重症下肢虚血モ

デルを作成し、末梢血単核球、培養 EPC、G-CSF 動

員 CD34+細胞との比較において RA細胞を移植した。

血流改善能（レーザードップラー血流測定）、組織

学的血管再生能（共焦点レーザー蛍光顕微鏡を用

いた isolectin B4-FITC 染色によるマウス新生血

管密度、Alexa594 標識抗ヒト CD31 抗体を用いた

免疫組織化学染色によるヒト移植細胞分化による

形成血管密度評価）、抗炎症能（iNOS 抗体を用い

た免疫組織化学染色による陽性領域占有率評価）

の評価を実施した。 

３）ヒト RAC 細胞と同様に、雄 C57BL6/J マウスの

末梢血単核球(PBMNC)を採取し、前述のマウス遺伝

子組み換え因子を添加した Stem Line II 培地を用

いて RAC 細胞を５日間培養調整した。雄 C57BL6/J

マウスに重症下肢虚血モデルを作成し、PBMNC 及

び RAC を移植の血管再生能（isolectin B4-FITC

染色によるマウス新生血管密度）、抗炎症能 (iNOS

抗体を用いた免疫組織化学染色による陽性領域占

有率評価)を評価した。 

３）RA 細胞の抗炎症・免疫寛容能の in vitro assay 

評価系を確立することを目的として、同種異型ヒ

ト末梢血単核球の混合培養系によるin vitroリン

パ球混合試験(MLR)を実施した。異なる健常人から

採取した末梢血単核球及び RAC を調整し、

10%FBS・RPMI1640 を用いて 5日間培養し、この

cytometric bead assay（CBA）による培養上清中

の炎症生及び抗炎症生サイトカインを定量した。 

（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
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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。 

また、動物実験は、東海大学実験動物委員会承

認のもと動物愛護法を遵守した。また、ボラン

ティアからの単核球採取については東海大学臨

床研究委員会の承認のもとインフォームドコン

セントを受け実施した。 

 

C.研究結果 

１）RAC の血管再生能の評価； 

EPC-CFA を用いた血管再生能の in vitro 評価

において、RAC は PBMNC に比較して血管再

生能の高い EPC コロニーの産生促進（18.9 倍）

が認められた（図１※以下、別添図表一覧参照）。

未分化 EPC の増幅(6.0 倍)及び抗炎症・血管再

生性・組織再生性血液細胞群（M2 マクロファ

ージ、制御性 T 細胞の増幅：4.95 倍、5.82 倍）

が認められた（図２）。 

また、単核球及びその QQc 培養細胞の血管再生

能、抗炎症能を下肢虚血モデルへの移植による

in vivo assay 系により検討した。50 mL 末梢血

相当から獲得した細胞数相当(1x104 個/匹)を患

部に移植した。PBMNC 移植群との比較におい

て、RAC 移植群は血流改善効果、血管再生能、

抗炎症能の増強が確認された（図３）。 

さらに、従来の培養 EPC 移植群、G-CSF 動員

CD34 細胞移植群との比較においても、G-CSF

動員 CD34 細胞移植群と同等以上の効果が確認

された（図４）。 

共焦点レーザー顕微鏡による組織学的血管再生

能を評価した。血管再生能（マウス宿主の血管

新生促進能及び移植細胞に含有される EPC の

血管内皮細胞への分化による血管形成能）は、

PBMNC 移植群に比較して RAC 移植群におい

て高く（図５）、また、従来の培養 EPC 移植群、

G-CSF動員CD34細胞移植群との比較において

も、G-CSF 動員 CD34 細胞移植群と同等以上の

血管再生促進効果が確認された（図６）。 

２）抗炎症能の評価； 

iNOS 免疫組織化学染色による評価において、

RAC 移植群は、PBMNC 移植群以上の組織炎症

抑制効果が認められた（図７）。また、従来の培

養 EPC 移植群、G-CSF 動員 CD34 細胞移植群

の組織再生性血液細胞移植群との比較において

も、G-CSF 動員 CD34 細胞移植群と同等以上の

組織炎症抑制効果が認められた（図８）。 

３）免疫寛容能評価系確立に向けて； 

ヒト PBMNC 及び RAC のリンパ球混合培養試

験にいて、同種異型の PBMNC の混合培養は同

種同型の PBMNC の混合培養に比較して、炎症

性サイトカイン(IL-1、TNFの産生亢進を

認めた。一方、同種異型の PBMNC 及び RAC

の混合培養では、細胞数の増加、炎症性サイト

カイン(TNF)の低下とともに抗炎症性サイト

カイン(IL-10)の著しい上昇を認めた。これは、

同種異型のPBMNC混合培養系では免疫拒絶反

応による炎症が惹起されたこと、同種異型の

PBMNC と混合培養では、この免疫拒絶反

応による炎症が抑制されたこと、すなわち

においては抗炎症・免疫寛容能が獲得されてい

ることを意味する（図９）。 

４）マウス調整法の確立に向けて； 

ヒトと同様に、マウスにおいても 血管再生能、

抗炎症能を有する RAC の調整が可能か否かを

検討した。ヒトと同様のマウス遺伝子組み換え

サイトカインを添加したStem Line II培地を用

いてC57BL6/JマウスPBMNCを５日間培養し
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た。培養細胞を C57BL6/J マウスに移植し、血

流改善効果を評価したところ、移植細部数依存

性に血流改善効果が認められた（図 10）。また、

組織学的評価において、RAC 移植群において微

小血管密度の上昇及び壁細胞裏打ち成熟血管密

度の上昇を認め、微小血管及び成熟血管形成促

進による血管再生能促進効果が認められた（図

１１）。また、iNOS 抗体を用いた免疫組織化学

的染色においてもPBMNC移植群に比較して組

織炎症抑制効果が認められた（図１２）。 

 

D.考察 

１）QQ 培養による末梢血単核球からの RAC 調

整は簡便であり、その移植療法は、患者の身体

的負担が少ない簡便な抗炎症効果を有する血管

再生・組織再生療法として実用性に優れ、脳梗

塞、心筋梗塞などの広汎な循環器系疾患に対す

る応用が期待される。 

２）さらに、リンパ球混合試験のサイトカイン

定量結果から、同種異型の PBMNC と RAC の

反応による抗炎症及び免疫寛容担当細胞の増幅、

すなわち、RAC の免疫寛容促進効果が示唆され

た。RAC の免疫寛容能の臨床応用に向けた当該

研究課題に沿った今後の研究の基盤研究成果と

して意義がある。 

３）マウスにおいても血管・組織再生能を有す

る RAC の調整が可能であることが判明し、in 

vivo におけるマウスを用いた免疫寛容能の証明

研究の基盤研究成果として意義がある。 

 

E.結論 

ヒト及びマウスのPBMNCからQQ培養により

RAC を作成することに成功した。RAC は血管

再生、抗炎症能を獲得することを証明した。さ

らに、ヒト RAC において、免疫寛容能を獲得す

ることを示した。以上、本研究課題の基盤研究

を実施し、上述のように順調に成果が得られた。 

次年度以降、１）培養液添加因子の選別、培養

器具などの改変を行い、より安定した抗炎症・

免疫寛容能獲得可能な RAC 培養法を確立、２）

同種異型のヒト末梢血単核球、RAC 細胞の抗炎

症・免疫寛容能の in vitro 評価系を確立、３）

さらに、マウスにおいても、同様の RAC 培養法

及び抗炎症・免疫寛容能の in vitro 評価系を確

立する。４）マウス同種異型の皮膚移植モデル

を用いて、RAC の免疫寛容能を in vivo にて証

明する。 

本研究計画の成果が得られた暁には、iPS 細胞

や細胞シート移植における RAC 併用療法の効

果評価系及びこれらの併用移植治療法開発に繋

がり、iPS 細胞や細胞シート移植治療効果向上

に寄与することが期待される。今後、これらの

臨床応用の可能性を探索・発展させていく予定

である。 

 

F.研究発表 

1 論文発表 

1.Masuda H, Asahara T et al. Vasculogenic 

Conditioning of Peripheral Blood 

Mononuclear Cells Promotes Endothelial 

Progenitor Cell Expansion and Phenotype 

Transition of Anti-inflammatory Macrophage 

and T Lymphocyte to Cells with Regenerative 

Potential. Journal of American Heart 

Association. 2014.(in press) 

2. Tanaka R, Masuda H, Kato S, Imagawa K, 

Kanabuchi K, Nakashioya C, Yoshiba F, 

Fukui T, Ito R, Kobori M, Wada M, Asahara T, 

Miyasaka M. Autologous G-CSF-mobilized 

peripheral blood CD34+ cell therapy for 

diabetic patients with chronic nonhealing 

ulcer. Cell transplantation. 2014;23:167-179. 

3. Tsukada S, Kwon SM, Matsuda T, Jung SY, 

Lee JH, Lee SH, Masuda H, Asahara T. 

Identification of mouse colony-forming 
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endothelial progenitor cells for postnatal 

neovascularization: a novel insight 

highlighted by new mouse colony-forming 

assay. Stem cell research & therapy. 

2013;4:20. 

4. Tanaka R, Vaynrub M, Masuda H, Ito R, 

Kobori M, Miyasaka M, Mizuno H, Warren 

SM, Asahara T. Quality-control culture 

system restores diabetic endothelial 

progenitor cell vasculogenesis and accelerates 

wound closure. Diabetes. 2013;62:3207-3217. 

5. Masuda H, Asahara T. Clonogenic assay of 

endothelial progenitor cells. Trends in 

cardiovascular medicine. 2013;23:99-103. 

２ 学会発表 

１．第７８回日本循環器学会（2014 年 3 月 21-23

日、東京）；Vasculogenic Culture of Blood 

Mononuclear Cell Enhances Regenerative  

and Anti-inflammatory Potential 

２．第１３回日本再生医療学会（2014 年 3 月

4-6 日,京都）；Vasculogenic Culture of Blood 

Mononuclear Cell Enhances Regenerative  

and Anti-inflammatory Potential 

３．第 11 回回国際幹細胞学会(ISSCR) （2013

年 6 月 12-15 日,ボストン）；Establishment of 

Serum-Free Culture System of Peripheral 

Blood Mononuclear Cells to Potentiate 

Vascular Regeneration. 
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厚生労働科学研究費補助金（難病・がん等の疾患分野の医療の実用化研究事業（再生医療関係研究分野）） 
（総括・分担）研究報告書 

「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」 
研究分担者 福嶌五月（大阪大学医学部心臓血管外科 助教） 

研究要旨：本分担研究においては、まず再生アソシエイト細胞の獲得免疫反応に対する免疫寛容効

果を in vitro の実験系を用いて明らかにすることを目的とする。このために、マウスの末梢血より

再生アソシエイト細胞の作成を行い、これがヒト再生アソシエイト細胞に類似していることを示し

た。さらに本研究に必須の実験手技であるリンパ球混合培養試験をマウス由来の細胞（樹状細胞や

iPS 細胞由来心筋細胞）を用いて実施することに成功し、条件検討を行いつつ研究を進めている。

また、本分担研究では、再生アソシエイト細胞の抗炎症・血管再生効果を探索することを目的に、

マウス急性心筋梗塞モデルを用いて再生アソシエイト細胞の同種同系移植実験を行う。本研究期間

においては、マウス急性心筋梗塞モデルを作成し、心機能を経胸壁心エコー法にて検討することに

成功し、例数を増やしながら条件を最適化している。 

A 研究目的 

再生アソシエイト細胞の免疫寛容効果を研究し、

同種･異種移植実験によって病変部での免疫寛

容効果および抗炎症･血管再生効果を探索し、再

生アソシエイト細胞移植治療の基盤メカニズム

を明らかにする。 

 

B 研究方法 

(1)再生アソシエイト細胞の獲得免疫反応に対

する免疫寛容効果の in vitro 研究 

1-1 マウス由来再生アソシエイト細胞の培養 

BALB/CN および C57BL/6J マウス雄、８週齢

より末梢血を採取し、主任研究者の浅原らがヒ

ト末梢血により開発した手法を用いて、単核球

の単離および QQ 培養を行い、再生アソシエイ

ト細胞を作成した (n=5)。 

1-2C57BL/6J マウス末梢血由来単核球から樹

状細胞への分化誘導 

上記手法にて単離された C57BL/6J マウス末梢

血由来単核球に、GM-CSF および IL-4 の刺激

を加えることにより、樹状細胞への分化を誘導

した。 

1-3C57BL/6Jマウス由来 iPS細胞株(959A)から

心筋細胞への分化誘導 

C57BL/6J マウス由来 iPS 細胞株(959A)から当

実験室が開発した手法にて、心筋細胞への分化

を誘導した。 

1-4BALB/CN マウスの脾臓からのリンパ球の

単離と CFSE 染色 

BALB/CN マウス雄、８週齢を犠牲死させ、脾

臓を摘出し、脾臓からリンパ球を単離した。そ

してこのリンパ球に CFSE 色素を取り込ませた。 

1-5 リンパ球混合培養試験 

上述の C57BL/6J マウスの単核球由来樹状細胞

あるいは iPS 細胞由来心筋細胞を Stimulator

細胞とし、また BALB/CN マウス脾臓由来リン

パ球を Responder 細胞として、これらを５日間

共培養した。CFSE の蛍光強度をフローサイト

メトリーを用いて定量化することにより、

Responder 細胞の増殖の程度を定量化した。ま

た、同時に蛍光標識された CD4 あるいは CD8

にて染色しフローサイトメトリーにて解析した。

これら混合培養の際に、BALB/CN マウス由来

の再生アソシエイト細胞を混合することにより、

再生アソシエイト細胞が他家抗原に対する免疫

応答に与える影響を検討した。 

 

(2)再生アソシエイト細胞（同種同系）移植実験 

2-1 マウス急性心筋梗塞モデルの作成 
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BALB/CN 雄、８週齢に対して、5%イソフルレ

ン吸入により全身麻酔を施し、２４ゲージプラ

スチックチューブを経口的に気道内に留置し、

人工呼吸器を装着した(n=10)。胸部をアルコー

ルにて十分消毒した上で、左第５肋間開胸にて

左胸腔内に到達、さらに心膜を縦切開して心臓

を露出した。左前下行枝を注意深く観察し、左

心耳下縁直下にて、これを８－０プロリン糸に

て結紮した。結紮部位より末梢の心筋が、白色

から暗赤色に色調変化を来すことを確認した上

で、胸壁および皮膚を縫合閉鎖し、イソフルレ

ン吸入を中止し、人工呼吸器からの離脱を図っ

た。 

2-2 マウス急性心筋梗塞モデルの機能評価 

心筋梗塞を作成し、人工呼吸器から離脱できた

マウスの生存を観察した。生存したマウスに対

して、再度 5%イソフルレン吸入により全身麻酔

を施し、経胸壁心エコー法による心機能評価を

試みた。 

（倫理面への配慮） 

本研究の動物実験に於いては、大阪大学の動物

実験の規則に従い、愛護的に行うとともに、動

物実験計画所を大阪大学動物実験委員会に送付

し、本実験の承認を得ることとする。また、ヒ

ト由来のサンプルを用いた実験に於いては、採

血あるいは手術時に得られたサンプルの解析を

行うが、患者本人と患者の家族の同意を得るべ

く所定の書類を作成し、サンプル提供の申し出

を行っている。また、サンプルを提供された患

者の個人情報の取り扱いには十分な配慮を払う。 

 

C 研究結果 

(1)再生アソシエイト細胞の獲得免疫反応に対

する免疫寛容効果の in vitro 研究 

1-1 マウス由来再生アソシエイト細胞の作成 

BALB/CN および C57BL/6J マウスの末梢血よ

り、ヒト末梢血にて開発した手法と同様の手法

で、再生アソシエイト細胞を作成した（図１※

別添図表一覧参照）。マウス由来再生アソシエイ

ト細胞は、培養前の単核球に比べて細胞径が大

きく、紡錘形を呈していた。 

1-1 再生アソシエイト細胞が他家抗原（他家樹

状細胞）に対する免疫応答に与える影響 

C57BL/6J マウスの単核球由来樹状細胞を

Stimulator 細胞、BALB/CN マウス脾臓由来リ

ンパ球を Responder 細胞として、BALB/CN マ

ウス再生アソシエイト細胞の有無下にてリンパ

球混合培養試験を実施した。さらに、蛍光標識

された CD3 あるいは CD4 にて染色することに

より、増殖反応を示した Responder 細胞の種類

を特定し、免疫応答の質的評価を行った（図２）。 

本検討では、再生アソシエイト細胞(As)による、

他家樹状細胞刺激による CD3 および CD4 陽性

細胞の増殖への影響は明らかとは言えなかった。 

1-1 再生アソシエイト細胞が他家抗原（他家 iPS

細胞由来心筋細胞）に対する免疫応答に与える

影響 

同様に、C57BL/6J マウスの iPS 細胞由来心筋

細胞を Stimulator 細胞、BALB/CN マウス脾臓

由来リンパ球を Responder 細胞として、

BALB/CN マウス再生アソシエイト細胞の有無

下にてリンパ球混合培養試験を実施した。さら

に、蛍光標識された CD3 あるいは CD4 にて染

色することにより、増殖反応を示した

Responder 細胞の種類を特定し、免疫応答の質

的評価を行った（図３）。 

本検討では、再生アソシエイト細胞(As)による、

他家 iPS細胞由来心筋細胞刺激によるCD3およ

び CD4 陽性細胞の増殖への影響は明かとは言

えなかった。 

(1)再生アソシエイト細胞（同種同系）移植実験 

2-1 マウス心筋梗塞モデル 

BALB/CN 雄、８週齢に対して、気管挿管、左

開胸下に左前下行枝の結紮による前壁心筋梗塞

の作成を行った(n=10)。いずれのマウスにおい

ても前壁の色調の変化と壁運動の顕著な低下が
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見られた。内、9 匹においては心機能の低下・

心室性不整脈の出現から心停止に陥った。1 匹

は生存し、経胸壁心エコー検査上、著明な前壁

の運動の低下と、心拡大が見られた。 

 

D 考察 

(1)再生アソシエイト細胞の獲得免疫反応に対

する免疫寛容効果の in vitro 研究 

マウスよりヒトと同様の方法をもって作成した

再生アソシエイト細胞は、ヒト再生アソシエイ

ト細胞と類似した形態を呈しており、本作成手

法の有用性が示唆された。今後、このマウス由

来の再生アソシエイト細胞の表現型を同定し、

ヒト再生アソシエイト細胞との相同性を検討し

つつ、培養条件を最適化する必要がある。 

(2)再生アソシエイト細胞（同種同系）移植実験 

本 in vitro 研究の中心的な実験手技となる混合

リンパ球培養試験の実施に成功した。今回の検

討では、再生アソシエイト細胞の、他家細胞に

対する免疫寛容効果は明かではなかった。この

原因として、レシピエントマウスが有する他家

抗原に対する獲得免疫が十分でないことが考え

られ、今後の実験では脾臓を摘出する前に、レ

シピエントマウスに抗原刺激を加えることを考

慮する必要がある。また手技的な問題も考えら

れ、実験を繰り返すことにより、実験技術に習

熟する必要がある。 

 

(3)再生アソシエイト細胞（同種同系）移植実験 

マウスの急性心筋梗塞の作成に成功し、さらに

マウスの心機能を経胸壁心エコー法にて評価す

ることに成功した。今回の検討ではまだ死亡率

が高く、心機能低下が一定でないことから、実

験を繰り返し技術的に習熟することにより、一

定の心機能低下を有するモデルを作成する必要

がある。 

 

E 結論 

マウス由来の再生アソシエイト細胞の作成に成

功した。再生アソシエイト細胞の獲得免疫反応

に対する免疫寛容効果の in vitro 研究に必要な

実験手技の実施に成功し、また再生アソシエイ

ト細胞（同種同系）移植実験に必要なマウス急

性心筋梗塞モデルの作成及び心機能の評価に成

功した。今後、これらの基盤となる実験手技を

用いて、本研究仮説を検証していく。 

 

F 研究発表 

1．論文発表 

1.Ishimaru K, Miyagawa S, Fukushima S, Ide 

H, Hoashi T, Shibuya T, Ueno T, Sawa Y. 

Functional and pathological characteristics of 

reversible remodeling in a canine right 

ventricle in response to volume overloading 

and volume unloading. Surg Today. 2014 Feb 

13. [Epub ahead of print] 

2.Ishimaru K, Miyagawa S, Fukushima S, 

Saito A, Sakai Y, Ueno T, Sawa Y. Synthetic 

prostacyclin agonist, ONO1301, enhances 

endogenous myocardial repair in a hamster 

model of dilated cardiomyopathy: A promising 

regenerative therapy for the failing heart. J 

Thorac Cardiovasc Surg. 2013; 146:1516-25.  

3.Kaneko M, Shintani Y, Narita T, Ikebe C, 

Tano N, Yamahara K, Fukushima S, Coppen 

SR, Suzuki K. Extracellular high mobility 

group box 1 plays a role in the effect of bone 

marrow mononuclear cell transplantation for 

heart failure. PLoS One. 2013; 8:e76908. 

4.Shudo Y, Miyagawa S, Ohkura H, 

Fukushima S, Saito A, Shiozaki M, 

Kawaguchi N, Matsuura N, Shimizu T, 

Okano T, Matsuyama A, Sawa Y. Addition of 

mesenchymal stem cells enhances the 

therapeutic effects of skeletal myoblast 

cell-sheet transplantation in a rat ischemic 

17



 

cardiomyopathy model. Tissue Eng Part A. 

2013; 20:728-39. 

5.Kubota Y, Miyagawa S, Fukushima S, Saito 

A, Watabe H, Daimon T, Sakai Y, Akita T, 

Sawa Y. Impact of cardiac support device 

combined with slow-release prostacyclin 

agonist in a canine ischemic cardiomyopathy 

model. J Thorac Cardiovasc Surg. 2013; 

147:1081-7.  

6.Matsuda T, Miyagawa S, Fukushima S, 

Kitagawa-Sakakida S, Akimaru H, 

Horii-Komatsu M, Kawamoto A, Saito A, 

Asahara T, Sawa Y. Human cardiac stem 

cells with reduced Notch signaling show 

enhanced therapeutic potential in a rat acute 

infarction model. Circ J. 2013; 78:222-31. 

7.Nishi H, Sakaguchi T, Miyagawa S, 

Yoshikawa Y, Fukushima S, Saito S, Ueno T, 

Kuratani T, Sawa Y. Impact of microRNA 

expression in human atrial tissue in patients 

with atrial fibrillation undergoing cardiac 

surgery. PLoS One. 2013; 8:e73397.  

8.Kawamura M, Miyagawa S, Fukushima S, 

Saito A, Miki K, Ito E, Sougawa N, 

Kawamura T, Daimon T, Shimizu T, Okano T, 

Toda K, Sawa Y. Enhanced survival of 

transplanted human induced pluripotent 

stem cell-derived cardiomyocytes by the 

combination of cell sheets with the pedicled 

omental flap technique in a porcine heart. 

Circulation. 2013; 128:S87-94. 

9.Imanishi Y, Miyagawa S, Fukushima S, 

Ishimaru K, Sougawa N, Saito A, Sakai Y, 

Sawa Y. Sustained-release delivery of 

prostacyclin analogue enhances bone 

marrow-cell recruitment and yields 

functional benefits for acute myocardial 

infarction in mice. PLoS One. 2013; 8:e69302.  

2．学会発表 

1.福嶌五月、宮川 繁、澤 芳樹 同種他家 iPS 

細胞を用いた心筋再生療法の開発 第 41 回日

本臓器保存生物医学会総会シンポジウム 

2014 年 11 月東京 

2.Fukushima S, Miyagawa Y, Higuchi T, 

Sawa Y. In depth evaluation of transplanted 

cardiac myocytes derived from induced 

pluripotent stem cells on the chronic infarct 

heart in vivo in rat. American Heart 

Association Scientific Meeting 2014 Poster 

Presentation Nov2014 Dallas 

 

G 知的財産権の出願・登録状況 

特記すべきことなし 
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厚生労働科学研究費補助金（難病・がん等の疾患分野の医療の実用化研究事業（再生医療関係研究分野）） 
（総括・分担）研究報告書 

「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」 
研究分担者 田中里佳（順天堂大学医学部 形成外科学 准教授） 

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。 

 

F.研究発表 

1 論文発表 

1.Tanaka R .Adoptive Autologous Vascular 

Stem Cell Therapy for Diabetic Foot Patients. 

J Vasc Med Surg 1:2013. e108. doi: 

10.4172/2329-6925.1000e108 

2.Tanaka Rica , Hisako Ishihara, Kayo Arita, 

Sachie Jitsukawa, Rie Hirano, Kayoko Okada, 

Hiroshi Mizuno.Keratinocyte contact plays a 

role in keratinocyte differentiation of Quality 

and Quantity Cultured Peripheral Blood 

Human EPC. Plastic Surgery and 

Reconstructive Surgery 131:55 p155 2013 

3.Rica Tanaka, Kayo Arita, Sachie Jitsukawa, 

Hisako Ishihara, Rie Hirano, Kayoko Okada, 

Hiroshi Mizuno.Novel methodology using 

diabetic peripheral blood stem cells for 

effective tissue regeneration. Plastic Surgery 

and Reconstructive Surgery 132. p506.2013 

4.Tanaka R, Vaynrub M, Masuda H, Ito R, 

Kobori M, Miyasaka M, Mizuno H, Warren 

SM, Asahara T: Quality Control Culture 

System Restores Diabetic Endothelial 

Progenitor Cell Vasculogenesis and 

Accelerates Wound Closure. Diabetes 2013; 

May 13 [Epub ahead of print] 

PMID:23670975 

5.Ervinna N, Mita T, Yasunari E, Azuma K, 

Tanaka R, Fujimura S, Sukmawati D, 

Nomiyama T, Kanazawa A, Kawamori R, 
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Fujitani Y, Watada H: Anagliptin, a DPP-4 

Inhibitor, Suppresses Proliferation of 

Vascular Smooth Muscles and Monocyte 

Inflammatory Reaction and Attenuates 

Atherosclerosis in Male apo E-Deficient Mice. 

Endocrinology 2013;154:1260-1270 

6.Naoki Sawada1,2,4,5,*,§, Aihua Jiang4,16,§, 

Fumihiko Takizawa1,2,3, Adeel Safdar4, 

Andre Manika6,7, Yevgenia Tesmenitsky6, 

Kyu-Tae Kang8,9, Joyce Bischoff8, Hermann 

Kalwa6, Juliano L. Sartoretto6, Yasutomi 

Kamei1,10, Laura E. Benjamin4, Hirotaka 

Watada11, Yoshihiro Ogawa1,2, Yasutomi 

Higashikuni12, Chase W. Kessinger13, 

Farouc A. Jaffer13, Thomas Michel6, 

Masataka Sata14, Kevin Croce6, Rica 

Tanaka15, Zolt Arany4,* Endothelial PGC-1

α mediates vascular dysfunction in diabetes 

Cell Metabolism 2013 In press 

①糖尿病患者に対する新しい血管再生の開発 

Author：田中 里佳(順天堂大学 医学部形成外科

学), 増田 治史, 有田 佳代, 実川 佐智恵, 平野 

理恵, Dewi Sukmawati, 藤村 聡, 三田 智也, 

綿田 裕孝, 浅原 孝之, 水野 博司 

Source：糖尿病(0021-437X)56 巻 Suppl.1 

PageS-253(2013.04) 

2 学会発表 

1.Tanaka R, Arita K, Jitsukawa S, Ishihara R. 

Hirano R, Tago N, Okada K, Mizuno H 

Keratinocyte contact plays a role in 

keratinocyte differentiation of Quality and 

Quantity Cultured Peripheral Blood Human 

EPC the 58th Annual Meeting of the Plastic 

Surgery Research Council（Los Angeles, USA, 

2013） 

2.Tanaka R, Ishihara H, Arita K, Jitsukawa S, 

Hirano R, Okada K, Mizuno H Keratinocyte 

Differentiation of Quality and Quantity 

Cultured Peripheral Blood Human CD34 

positive cells ISSCR（Boston, USA, 2013） 

3.Tanaka R, Ando E, Komoto M, Mizuno H 

Challenges and future perspective of 

autologous peripheral blood vascular 

progenitor cell therapy for diabetic patients 

with chronic non-healing ulcer DIABETIC 

LIMB SALVAGE（Washington D.C, USA, 

2013） 

4.Tanaka R, Masuda H, Arita K, Dewi S, 

Jistukawa S, Fujimura S, Asahara T, Mizuno 

Simple, easy, and effective vascular and tissue 
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