
山口大学・医学部・講師（寄附講座等）

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１５５０１

若手研究

2020～2018

再生医療に用いる新規高品質間葉系幹細胞の開発

Development of novel high quality mesenchymal stem cells for regenerative 
medicine

００４４８２８４研究者番号：

藤澤　浩一（Fujisawa, Koichi）

研究期間：

１８Ｋ１５８１５

年 月 日現在  ３   ６ １０

円     3,200,000

研究成果の概要（和文）：MSCは再生医療に用いられており、培養環境の違いにより細胞の未分化能、治療効果
に違いがでることが考えられる。そこで、低酸素環境になくても幹細胞を同様の代謝状態に保つために有用な低
酸素模倣剤DFOにより起こる代謝変化ついて低酸素処理した細胞のそれと比較検討した。 
　比較的低濃度のDFO投与により増殖抑制が認められたもののミトコンドリア活性の低下、アポトーシス抑制効
果が認められ、MSCのプレコンディショニングに有用である可能性が示唆された。本研究では、BMSCにおけるDFO
投与による各種代謝産物に及ぼす影響を網羅的に評価し、BMSCにDFOを添加することで低酸素培養の代わりにな
る可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：Mesenchymal stem cells (MSC) are used in regenerative medicine applications.
　We conducted a comparative assessment of metabolic changes in MSCs induced by deferoxamine (DFO), 
an iron chelator that can be used as a mimetic hypoxia reagent useful for maintaining cells in the 
same metabolic state even in low-oxygen environments, and MSCs that underwent low-oxygen treatment.
Although inhibition of cell division was observed after administering DFO at a relatively low 
concentration, both decreased mitochondrial activity and an inhibitory effect on apoptosis were also
 observed, suggesting the possibility that DFO at low concentrations may be useful for MSC 
preconditioning. In this study, we comprehensively evaluated the effect of DFO on various 
metabolites in cultured human mesenchymal stem cells (BMSC) as well as the feasibility possibility 
of replacing the hypoxic culturing technique by treating BMSCs with DFO.

研究分野： 再生医療

キーワード： 再生医療　肝幹細胞
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研究成果の学術的意義や社会的意義
鉄キレート剤 (DFO) 投与により細胞増殖抑制は現れるものの、アポトーシス抑制効果を示し、低酸素誘導性タ
ンパクの発現上昇と、ミトコンドリア機能低下を起こすDFO の濃度での培養を行うことが有用であることを解明
した。また代謝解析により、低酸素培養の代替えにDFO投与が有用であることがわかった。本研究のデータは今
後MSCを用いた再生医療を行う際に必要なMSCの調製に重要な知見になることが示された。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
肝不全患者に対する治療法として生体肝移植が施行されているが、本邦における生体肝移植

症例数は 400 例/年程度であり、ドナー不足や侵襲が大きいことが問題となっている。この問題
の解決のため幹細胞を用いた新たな再生療法が期待されていたが臨床に結びついたものは少な
い。これまでに肝硬変症に対する自己骨髄細胞投与療法を開発し、精力的に臨床研究を実施して
きた。今後更により多くの患者の方々に自己骨髄投与(ABMi) 療法を享受・適用して頂く為に、
患者の方々の精神的、肉体的負担の少ない低侵襲な方法として局所麻酔で採取した少量の骨髄
液（約 30cc 程度）から間葉系細胞（MSC）を採取し、体外細胞培養装置で無菌的に培養し、MSC
を精製分離後、当該患者に投与する治療法を確立すべく、その研究開発に取り組んでいる。しか
し現在の治療法が効くメカニズムは解っていないことが多く、治療効果のばらつきも見られる
ことが問題である。また培養時の酸素濃度や細胞の継代数などの様々な要因により細胞の機能
が低下するという指摘もある。細胞機能の低下は MSC の未分化能や細胞の代謝は密接に関係し
ている可能性が高く、特に ATP を作り、アポトーシスに関与するミトコンドリアが重要である
と考えられる。今後更に高い治療効果を得るために未分化能の維持やミトコンドリア活性など
を改変した治療効果が高い MSC を供給することが重要である。 
 
２．研究の目的 
研究代表者はこれまでに肝硬変症の患者に対する自己骨髄由来間葉系幹細胞投与療法に携わっ

てきた。この療法では使用する幹細胞の状態によって効果がほとんど見られなくなる可能性が
あり問題であった。そこでより安定して高品質である MSC の培養法について検討することが必
要である。近年の研究でミトコンドリアとエネルギー代謝は生活習慣病とも密接な関係がある
だけでなく、老化やステムネス維持などにも関与していることが分かってきている。これまでに
代表者は細胞におけるエネルギー代謝の重要性に着目しミトコンドリアタンパクの研究を行っ
てきたことよりミトコンドリアの活性と代謝に着目し、より高品質である MSC の作製法の開発
の研究を行うことを目的とした 。 
 
３．研究の方法 
細胞と細胞培養 
BMSC は Bone marrow cell を Allcells 社（Alameda, CA、USA）より購入したのち、培養を継続
し、BMSC を増殖させ Passage 4 と Passage 16 で使用した。BMSC はフローサイトメーターで
CD45(-), CD11b(-), CD90(+), CD73(+), CD105(+)であることを確認した。 
増殖アッセイ 
９６ウエルプレートに各ウエル 3000 個の BMSC を播種したのち、各濃度の DFO を添加して、The 
Incucyte HD imaging system (Essen BioScience)を用いて細胞の面積を評価することで増殖を
測定した。DFO はノバルティスファーマ社（Japan）より購入した。 
アポトーシスアッセイ 
96well プレートに 3X103 個/ well の細胞を播種した翌日に、DFO を添加し、2 日間培養を行っ
た。その後 Dox を投与し 24 時間後、CyQuant アッセイで細胞数を測定したのち、Caspase3 アッ
セイキット(promega)を用いて測定し、細胞あたりの Caspase3 活性を計算し評価した。N=6、
Triplicate で確認した。 
 
４．研究成果 
DFO はミトコンドリアの酸素消費を抑制し、細胞あたりの ATP 量を減少させる 
DFO の増殖への影響を調べるため、DFO
を各種濃度で投与したところ、0.1µM
までは増殖抑制は見られず、1µM で増
殖抑制が認められはじめ、10µM で 70%
程度の増殖抑制が認められた(Figure 
1A)。次に細胞あたりの ATP 量を測定し
たところ、10µM と 30µM で有意な ATP
量の低下が認められた(Figure 1B)。
ATP 量の低下の原因を調べるためフラ
ックスアナライザーで OCR（oxygen 
consumption rate）を測定したところ、
basal respiration と maximum 
respiration ともに 3µM から低下し始
め、 10µM と 30µM で大きく低下した
(Figure 1C)。 
DFO は Dox (Doxorubisin)で誘導されるアポトーシスを抑制する 



次に DFO の抗アポトーシス効果を評価した。効率よくアポトーシスを起こす Dox を投与し 24時
間後の Caspase3/7 活性を測定した。0µM、1µM 、3µM、10µM、30µM の DFO を投与した BMSC に 10µM
の Dox 投与を行ったところ、Capase3/7 活性の低下が認められ、BMSC における抗アポトーシス作
用が確認された (Figure 1D)。 
低酸素下培養は DFO 添加で起こる増殖抑制を阻害する 
DFO 添加で起こる細胞増殖抑制についてさらに解析するため、BMSC を 21%,5%,1%の各酸素濃度で
DFO の増殖に及ぼす影響を比較した。21%酸素下では DFO10µM の増殖抑制能は 70%程度であった
が、1%では 40%程度の増殖抑制を示すなど、酸素濃度低下に伴い DFO の細胞増殖抑制効果が低減
された(Figure 1E)。 
遺伝子発現解析（SAGE）で DFO は Cell survival に関わる遺伝子発現亢進と HIF1α下流遺伝子
発現増加による代謝変化を誘導する 
IPA ソフトウェアを用いて遺伝子の機能分類を行ったところ、cell viability, cell survival
などの細胞生存に関わる機能に関わる遺伝子の発現増加や、metabolism of carbohydrate に関
わる遺伝子の発現の増加が認めら
れた(tableS1)。既知のパスウェイ
ランキングでは Mitotic Roles of 
Polo-like kinase や Cell cycle に
関わる pathway が挙げられた
(Fig2A)。また DFO による低酸素模
倣を調べるため Glycolysis パスウ
ェイについて調べたところ 6-
phosphofructokinase, fructose-
bisphosphate aldolase, 
phosphoglycerate kinase などの酵
素の発現の増加が認められた
(Fig2B)。また各遺伝子発現では、ピ
ルビン酸からアセチル CoA を作る
PDH を抑制する PDK1、ミトコンドリ
ア品質管理に関わる BNIP3、ピルビ
ン酸を乳酸に変換する酵素 LDHA な
ど解糖系に関わる遺伝子、血管新生に関わる VEGF の増加を認めた(Fig2C)。 
DFO はミトコンドリアに局在するタンパクの発現を抑制する 
ミトコンドリア代謝に関わるタンパク発現について DFO 各種濃度と低酸素の比較を詳しく行う
ため、ウェスタンブロッティングで評価した(Fig3)。低酸素により誘導される adenylate kinase 
4 (AK4), hexokinase 2 (HK2)の上昇が認め
られた。ミトコンドリア外膜に存在する
voltage-dependent anion channel（VDAC）は
DFO３uM から低酸素より多く発現していた。
ま たミ トコ ンド リア膜 タン パク で は
cyclophilinDは低酸素とDFOでは濃度依存性
に発現が低下していた。一方VDACは DFO 3µM、
10µMで発現上昇が認められたが、低酸素では
発現上昇は認められなかった。酸化的リン酸
化に関わるタンパクのうちComplex2,4はDFO
濃度依存性に発現が低下し 10uM では低酸素
より著明に低下していた。低酸素により誘導
されミトコンドリア品質管理に関わる Bnip3
は低酸素と DFOでは濃度依存性に発現が低下
していたのに対し、Parkin は DFO3µM までほ
とんど発現が認められなかったが、10µMで低
酸素より高い発現が認められた。また細胞増
殖に関わる plk1、老化に関わる p16 は低酸素
と DFO では濃度依存性に発現が低下していた。 
DFO は著明なグルタミノリシスを誘導する 
DFO 群と低酸素群を比較するとアミノ酸代謝、クレアチン代謝、尿酸代謝などに関わる多くの代
謝産物の変化は同様の傾向が見られたが、興味深いことに TCA 回路に関わる metabolites に著
明な変化が認められた。DFO 群でクエン酸、aconitate, alpha-KG の有意な上昇、フマル酸、リ
ンゴ酸の有意な低下が認められた(Fig4)。SAGE 解析によりイソクエン酸と alpha-KG とを相互変
換する酸化還元酵素である idh1 の発現上昇が認められた。一方低酸素群では alpha-KG の増加
が認められたもののクエン酸、aconitate など TCA 回路に関わるその他の代謝産物は DFO 群に比
べ量が少なかった(Fig5)。 
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