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研究成果の概要（和文）：本研究では、継代を重ね老化したヒト脂肪由来幹細胞(hADSCs)に、self-replicating
 VEE-RNAベクターを用いて遺伝子導を行い、人工間葉系幹細胞(induced tissue-specific stem cells from 
mesencymal cells:iTS-M細胞)を作製し評価を行った。結果、もとのADSCsが老化して失った自己複製能を回復し
寿命が延命したiTS-M細胞を樹立することができた。また、樹立したiTS-M細胞は、一部の遺伝子発現を除いて、
もとのADSCsと同様の遺伝子発現および脂肪や骨への分化誘導能を保持していた。

研究成果の概要（英文）：ADSCs have attracted attention due to their potential for use in the 
treatment of various diseases. However, the self-renewal capacity of ADSCs is restricted and their 
function diminishes during passage. We generated induced tissue-specific Mesenchymal(hiTS-M)Stem 
cells from human aged ADSCs deficient in self-renewal, to use a single synthetic self-replicating 
Venezuelan Equine Encephalitis (VEE)-reprogramming factor (RF) RNA replicon (SR-RNA) expressing the 
reprogramming factors OCT4, KLF4,SOX2, and GLIS1. These hiTS-M cells transfected with the SR-RNA 
vector survived for 15 passages. The hiTS-M cells expressed cell surface markers similar to those of
 hADSCs and differentiated into fat cells and osteoblasts. Global gene expression profiling showed 
that hiTS-Mcells were transcriptionally similar to hADSCs. These data suggest that the generation of
 iTS cells has important implications for the clinical application of autologous stem cell 
transplantation.

研究分野： 医歯薬学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
脂肪由来幹細胞(ADSCs)は、脂肪・骨・軟骨などの中胚葉系細胞への分化が可能な点や多くの成長因子を分泌す
ることで臓器・組織の修復を促す点により、様々な疾患の治療に使用できる可能性を秘めた細胞として近年注
目、多くの臨床研究の報告がなされている。しかしADSCsの自己複製能は限定的で、継代数を重ねることによる
機能低下が報告されている。本研究は老化して自己複製能を失ったヒトADSCsにiPS作成技術を応用してヒト人工
間葉系幹細胞(iTS-M細胞)を樹立した点が独創的であり、臨床応用を考慮した場合、ADSCsの安定供給およびバン
ク化を目指すうえで、本研究は臨床応用の実現性の高い研究であると思われる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
骨髄間葉系幹細胞や脂肪由来間葉系幹細胞は、脂肪・骨・軟骨などの中胚葉系細胞への分化

が可能な点や、多くの成長因子を分泌することで臓器・組織の修復を促す点により、様々な疾
患の治療に使用できる可能性を秘めた細胞として近年注目されている。最近では下肢血管再生、
肝再生、軟骨再生、GVHD 治療など、多くの臨床研究の報告がなされている。しかし、臨床応
用を考慮した場合、これら間葉系幹細胞の限定的な自己複製能と、継代数を重ねるうちにその
機能も低下するという点は、細胞の安定供給およびバンク化を目指すうえで重要課題となって
いる。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では iPS 細胞作製技術を応用して、ヒト人工間葉系幹細胞(human induced tissue-specific 

stem cells from Mesenchymal cells: iTS-M 細胞)の樹立を目的とした。我々の研究室ではすでに、
山中 3 因子（Oct3/4, Sox2, Klf4）もしくは 4 因子（Oct3/4, Sox2, Klf4, cMyc）をそれぞれの組織
に一過性発現させ、組織特異的幹細胞のマーカーで細胞を選択することにより、マウス膵幹細
胞（iTS-pancreas 細胞）および、マウス肝幹細胞（iTS-Liver 細胞）を人工的に作製することに
成功している（Noguchi H et al. Cell Death Differ. IF 8.184：図１）。この細胞は、膵前駆細胞、肝
前駆細胞の特異的マーカーの発現を認め、かつ 100 継代以上の自己複製能を維持している。 
この組織特異的幹 (iTS) 細胞の特徴および利点は以下 3 点である。 
１）樹立効率が iPS 細胞よりも高い 
２）分化誘導効率が iPS 細胞より高い 
３）奇形腫形成がなく ES/iPS 細胞で懸念された未分化細胞残存による腫瘍形成の心配がない 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 1：iTS 細胞の樹立：間葉系細胞に山中因子を一過性に発現させ，組織特異的マーカーでセレ
クションを行うことにより、人工間葉系肝細胞(iTS-M 細胞)を樹立することを目的としている。
現在までに、マウス人工膵幹細胞(iTS-P 細胞)およびマウス人工肝幹細胞(iTS-L 細胞)を樹立し
ており、マウス人工腎細胞(iTS-K 細胞)と思われる細胞集団も確認している。 
 
 
３．研究の方法 
本研究期間において、iPS 細胞作製技術を応用して、ヒト間葉系細胞（ヒト脂肪由来幹細; 

hADSCs）より人工間葉系幹細胞(ヒト iTS-M 細胞)を樹立した。効率的に iTS-M 細胞を樹立す
るためのセレクションマーカーの検討および決定を行う。また、iTS-M 細胞の培養条件の検討
を行い、iTS-M 細胞の樹立およびセレクションマーカーの決定を行う。さらに iTS-M 細胞が安
定して樹立できるような培養条件設定を行い、iTS-M 細胞の安全性試験および分化誘導効率の
検討を行う。 



４．研究成果 
（1）iTS-M 細胞の樹立およびセレクションマーカーの決定 
本研究では、iPS 細胞作成技術を応用して、継代を重ね老化して自己不正能を失った hADSCs

に、self-replicating VEE-RNA ベクターを用いて山中 4 因子 Oct3/4、Sox2、Klf4、Glis1 を遺伝子
導入し、人工間葉系幹細胞:iTS-M 細胞を作製した。樹立した iTS-M 細胞は、ベクターの戦傷対
への残存も確認されず、NANOG、OCT、SOX などの未分化マーカーや、TERT 遺伝子も発現
していなかった。樹立した iTS-M 細胞は、自己複製能を回復し、樹立後１５継代まで寿命を延
長することが出来た。よって、明らかにもとの老化して自己複製能を失った ADSCs を若返ら
せ寿命を延命したことがわかった。 

iTS-M 細胞を効率的に樹立するためのセレクションマーカーの検討をフローサイトメーター、
免疫染色および遺伝子発現を q-PCR で行った。セレクションマーカーの候補としては、hADSCs
のマーカーである CD29、CD44、CD55、CD59、CD71、CD73、CD90、CD105、CD166 をセレ
クトして行った。結果、樹立した iTS-M 細胞は ADSCs と同様にセレクションマーカーを発現
していた。 
 
（2） iTS-M 細胞の培養条件の検討 
マウス人工膵幹細胞は ES 細胞培養条件で培養が可能であったが、ヒト人工膵幹細胞の検討で
は、ヒトES細胞培養条件ではうまく培養できないことがわれわれの予備実験で明らかとなり、
iTS-M 細胞に関しては検討する必要があった。まずはヒト ES 細胞培養条件で樹立を行ってみ
た。結果、iTS-M 細胞の樹立後の培養条件は ADSCs と同じ条件で培養することができた。 
 
（3）分化誘導効率の検討 
iTS-M 細胞の分化誘導効率を、遺伝子導入のない ADSCs と比較検討した。具体的には、iTS-M
細胞を in vitro 条件下で脂肪や骨に分化誘導し比較した。その結果、iTS-M 細胞はもとの ADSCs
と同様、脂肪や骨芽細胞へと分化誘導能を保持していることがわかった。また、骨芽細胞への
分化誘導効率を RUNX2 遺伝子の発現で確認した結果、ADSCs と同様に RUNX2 遺伝子を発現
していた。 
 
（4）iTS-M 細胞の遺伝子発現およびメチレーション解析 
IGF1、HGF、 FGF2、 VEGFA、EGF 遺伝子発現を q-PCR にて確認した結果、iTS-M 細胞は HGF、
FGF2 においては ADSCs より遺伝発現が有意に高く、VEGFA および EGF より低かった。樹立
した iTS-M 細胞はマイクロアレイによる網羅的遺伝子発現を hADSC および iPS 細胞と比較解
析した。その結果、iTS-M 細胞は、iPS 細胞とは異なる遺伝子発現をし、hADSC と非常に近い
遺伝子発現をしていることがわかった。また未分化マーカーOCT および NANOG に関しても樹
立した iTS-M 細胞、hADSC および iPS 細胞とをメチレーション解析で比較検討を行った結果、 
iPS 細胞は OCT、NANOG ともにメチル化の影響はなかったが、iTS-M 細胞および hADSC に関
してはメチル化の影響を強く受けていることがわかった。 
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