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研究成果の概要（和文）：　イヌにおける再生医療用の新規の多能性幹細胞の探索を行い、イヌ脂肪組織由来間
葉系幹細胞（ADSC）の中に、長時間の酵素処理に耐性があり、ヒトMultilineage-differentiating 
stress-enduring cell（Muse細胞）の特徴の一つとされている浮遊培養で胚様体に酷似したクラスターを形成す
る多能性幹細胞を見出した。本細胞は造腫瘍性が極めて低く、ADSCと比べ遊走能、分化能、免疫抑制能に優れて
いた。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study is to generate cells with high stem cell potency from 
canine adipose-derived stem cells (ADSCs) for veterinary regenerative medicine. After a long-term 
trypsin treatment, surviving cells which have similar properties as human 
multilineage-differentiating stress-enduring cells, formed cell clusters similar to embryoid bodies.
 Moreover, these cells showed little carcinogenetic potency, and significantly higher levels of 
transmigration activity and differentiation potential, and had stronger immunosuppressive activity 
than ADSCs. They are expected to be a promising tool for regenerative therapy in dogs.

研究分野： 獣医学

キーワード： 再生医療　多能性幹細胞　間葉系幹細胞　細胞ストレス　トランスレーショナルリサーチ　イヌ
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　ヒトMuse細胞は体内に存在する多能性幹細胞であり、傷害組織に遊走してその組織の修復を行う能力を持つこ
とから、ES細胞やiPS細胞と比べて臨床応用しやすいという利点を持っている。
　本研究では、ヒトと共通の生活習慣病などが自然発症するイヌのモデルを使い、イヌの脂肪組織からヒトMuse
細胞と類似する特徴を持つ細胞を見出した。本細胞を用いた獣医領域における再生治療の有効性と安全性を確認
することにより、ヒト再生医療にも有用な情報を提供するものと思われる。

※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 
イヌはヒトと共通の生活習慣病などが自然発症する唯一の動物種であることから、疾病研究、

臨床応用、実験モデル等に多くの需要がある。ヒト ES 細胞や iPS 細胞の多能性幹細胞の医療応
用に際しては、未分化細胞の混入や造腫瘍性を有することから慎重なトランスレーショナル・リ
サーチが必要とされる。そのために、ヒトに近いモデルとなる動物実験の必要性から、研究代表
者らは、これまでに、イヌ ES 細胞の分離・培養、およびイヌ iPS 細胞株の樹立を行い、両幹細
胞を用いた獣医再生医療の可能性を検討してきた。さらに、体内の骨髄や脂肪などの間葉系組織
に存在する間葉系幹細胞を用いて脊髄損傷イヌの運動機能の回復を促進させることに成功して
いる(Am J Vet Res, 72(8), 1118-23, 2011; Vet Surg, 41(4), 437-42, 2012)。しかし、間葉系幹細
胞は複数種の接着性細胞の集団であることから、細胞治療に用いるにはさらに純化した細胞が
望まれている。 

2010 年に成人ヒトの間葉系組織に多様な細胞に分化する能力を有する新たなタイプの多能性
幹細胞である Multilineage-differentiating stress-enduring cell（Muse 細胞）が発見された
(Kuroda et al., PNAS, 107(19), 8639-43, 2010)。本細胞の最大の特徴は、そもそも体内に自然
に存在する細胞であり、腫瘍化の危険性が極めて低いことが挙げられている。一方、イヌについ
てはこの種の研究は、世界的にもいまだ見られない。 
 
２．研究の目的 
本研究は、イヌのモデルを使い、未だ報告の見当たらないイヌの脂肪組織から Muse 細胞の分

離・同定、および本細胞を用いた再生治療の有効性と安全性を確認することにより、獣医領域に
おける新しい研究分野の再生医療を推し進めるとともに、ヒト再生医療の実現を早めることを
目的とするものである。 
 
３．研究の方法 
(1) イヌ Muse 細胞の分離：ヒト Muse 細胞は骨髄や脂肪組織等から分離されているが、その存
在量は 1%以下とされている。イヌ脂肪組織由来間葉系幹細胞（ADSC）を 0.05%トリプシン溶液に
37℃で 16時間暴露して極度のストレスを与えることにより、Muse 細胞の分離を試みた。 
 
(2) イヌのストレス耐性細胞の特性解析： 
①フローサイトメーターを用いて一般的な間葉系幹細胞の表面マーカーであるCD44およびCD90
の確認、ヒト Muse 細胞マーカーである SSEA-3 の確認、および多能性幹細胞の未分化マーカーで
ある SSEA-1 の確認、および PCR 法により SSEA-1 合成酵素の遺伝子発現量を調べた。 
②多能性幹細胞の特徴となる、CFU-F コロニー形成試験により自己増殖能、アルカリホスファタ
ーゼ（ALP）活性検出用キットを用いて ALP 活性の確認、免疫染色により未分化マーカーである
SSEA-1、SSEA-3、NANOG、SOX2、OCT3/4、および TRA-1-60 の発現を確認した。 
③トリプシン処理による細胞への影響を確認するために染色体の核型解析を行った。 
④各種分化誘導培地を用いて多能性幹細胞が持つ三胚葉への分化能を検証した。 
⑤間葉系幹細胞が分化する能力の指標となる細胞糖鎖に結合するレクチンを調べた。 
⑥PCR 法により腫瘍化に関連するテロメラーゼ逆転写酵素遺伝子を測定した。 
⑦細胞遊走能を評価した。 
⑧末梢血単核球との共培養により免疫調節能を調べた。 
 
(3) 細胞培養キットの試作：獣医領域では幹細胞製品は医薬品と同じ扱いで、まだ製品として承
認されたものはないことから、細胞製剤は院内にて調整する必要がある。培養に不慣れな獣医師
でも安全で平易に培養可能であり、また高品質な細胞培養ができる
ような簡易型細胞培養キットの試作を試みた。 
 
４．研究成果 
(1) 市販のイヌ ADSC 培養キットを用いて作製したイヌ ADSC に、長
時間に及ぶ極度のストレスを与えた結果、約 9%の残存細胞（ストレ
ス耐性細胞）を得ることができた。本ストレス耐性細胞を浮遊培養
すると、ヒト Muse 細胞の特徴の一つとされている ES 細胞や iPS 細
胞が形成する胚様体に酷似したクラスターを形成した（図 1）。 
 
(2) 接着培養したストレス耐性細胞と ADSC の細胞表面マーカーを比べたところ、両者ともに間
葉系幹細胞マーカーの CD44 および CD90 に陽性を示し、一方、単球やマクロファージマーカーの
CD14 および白血球マーカーの CD45 に陰性を示した。一方、ストレス耐性細胞の SSEA-1 合成酵
素の遺伝子発現量や SSEA-1 の発現強度は ADSC のそれと比べて有意に高い値を示した。またヒ
ト Muse 細胞マーカーの SSEA-3 については、両細胞の有意な差は認められなかった（図 2）。 

図 1．クラスター形成 



 
(3) ストレス耐性細胞の自己増殖能は
ADSC のそれと比べて有意に高い値を示し
た（図 3A,B）。 
ストレス耐性細胞のクラスターの特性

を解析した結果、多能性幹細胞のもつ特徴
の一つであるアルカリホスファターゼ活
性が陽性、および未分化マーカーである
SSEA1、SSEA-3 および NANOG だけではなく、
SOX2、OCT3/4 および TRA-1-60 についても
免疫染色法にて陽性であった（図 3C,D）。 

 
 
 
 

 
 

(4) トリプシンによる細胞への影響を確認するためにストレス耐性細胞の核型解析を行ったと
ころ、2n=78 （XX 雌型）の正常染色体を示した（図 4）。 

図 2．ADSC とストレス耐性細胞の特性比較 

(A) ADSC, (B)ストレス耐性細胞, (C)FUT9: SSEA-1 合成酵素の遺伝子 

図 3．自己増殖能と多能性の評価 

(A) コロニー形成試験, (B) 形成コロニ

ー数, (C) アルカリホスファターゼ活

性, (D) 未分化マーカー 

図 4．染色体の核型解析 



(5) ストレス耐性細胞を用いて、三胚葉へ
の分化能の検証を行った。誘導培地を用い
て分化誘導後の細胞は、脂肪・骨芽細胞（中
胚葉）、肝細胞マーカーであるアルブミン
およびα-フェトプロテイン（内胚葉）、神
経 幹 細 胞 マ ー カ ー で あ る NESTIN 、 
Musashi-1、NeuroD2、および神経細胞マー
カーである MAP-2（外胚葉）に陽性を示し
た（図 5）。これらの結果から、ストレス耐
性細胞は多能性幹細胞の持つ三胚葉への
分化能を有していることが確認された。 
 

 
(6)α2-6 シアル酸結合性レクチンを用い
て分化能力を検証したところ、ストレス耐
性細胞の分化能力は ADSC のそれよりも有
意に高値を示した（図 6A,B）。さらに、ス
トレス耐性細胞の骨分化能および脂肪分
化能は ADSC のそれらよりも高いことが示
された（図 6C）。 
 

 
(7) ストレス耐性細胞における造腫瘍性と
関連するテロメラーゼ逆転写酵素遺伝子発
現量はイヌ甲状腺がん細胞（CTAC）では高く、
一方、ストレス耐性細胞および ADSC では有
意に低値を示した（図 7）。 
 

 
 

図 5．三胚葉への分化能 

(A) 骨芽細胞, (B) 脂肪細胞, (C)～(E) 

分化誘後の免疫染色 

図 6．レクチン結合による分化能力の評価と骨・脂肪分化 

(A) レクチン結合細胞, (B) レクチン結合強度, (C) 骨分化と脂肪分化 

図 7．テロメラーゼ逆転写酵素遺伝子発

現量 



(8) 遊走性因子として知られる S1P や SDF-1βに対して、ストレス耐性細胞の遊走能力は、ADSC
のそれと比較して濃度依存的に有意に高値を示した（図 8A）。さらに遊走関連レセプターである
S1PR2 や CXCR-4 の遺伝子発現量について調べたところ、ストレス耐性細胞は ADSC のそれと比べ
て有意に高値を示し、腫瘍壊死因子（TNF-α）による刺激後も同様に高値を示した（図 8B）。 

 
(9) 末梢血単核球（PBMCs）との共培養によりリンパ球の増減割合を調べた結果、ストレス耐性
細胞は ADSC よりもマイトジェン（PHA）で刺激されたリンパ球の増殖を有意に抑制した（図 9）。 

 
(10) 長時間トリプシン処理を施したイヌ脂肪組織から、市販のイヌ ADSC 培養キットを用いて
ストレス耐性細胞を簡易に分離培養できることがわかった。 
 
以上、本研究では、市販の細胞培養キットを用いて分離培養したイヌ ADSC を、長時間トリプ

シンに暴露して極度のストレスを与えることにより、ヒト Muse 細胞の特徴の一つとされている
浮遊培養で ES細胞や iPS 細胞が形成する胚様体に酷似したクラスターを形成する細胞を見出し
た。本細胞は、in vitro において造腫瘍性が極めて低く、ADSC と比べ遊走能、分化能、免疫抑
制能に優れていた。今後、本細胞を用いてイヌの重度脊髄損傷および慢性腎臓病など難治性疾患
に対する臨床研究を推し進めていきたい。 

図 8．遊走能 (A) 遊走性因子, (B) 遊走関連レセプター 

図 9．リンパ球刺激試験 
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