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研究成果の概要（和文）：本研究により、血管再生が得意な生体外増幅単核球(RE-01細胞)と脂肪再生が得意な
脂肪由来間葉系幹細胞(ASC)を共培養することで、ASCの脂肪分可能や血管形成能が向上することを示した。ま
た、ヌードマウス背部脂肪移植実験にて、RE-01共培養ASCが従来のASCと比較し、移植脂肪組織中の血管新生を
促進させ、移植脂肪組織の生着率を向上することが明らかとなった。本研究により、RE01細胞と共培養したASC
の脂肪移植における有効性が示された。

研究成果の概要（英文）：This study demonstrated that co-culturing ex vivo expanded mononuclear cells
 (RE-01 cells), which specialize in vascular regeneration, with adipose-derived mesenchymal stem 
cells (ASCs), which specialize in adipose regeneration, enhances the adipogenic and angiogenic 
potential of ASCs. Furthermore, in a nude mouse dorsal fat transplantation experiment, it was 
revealed that ASCs co-cultured with RE-01 cells promoted angiogenesis and improved the engraftment 
rate of the transplanted adipose tissue compared to conventional ASCs. This study thus demonstrated 
the efficacy of ASCs co-cultured with RE-01 cells in fat transplantation.

研究分野： 再生医療
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研究成果の学術的意義や社会的意義
RE-01細胞は、本研究室で開発された少量の末梢血から短期間で製造可能な、高い抗炎症作用･免疫寛容･抗線維
化･血管再生能を有する細胞集団である。膠原病およびバージャー病の難治性潰瘍患者に対する医師主導治験を
実施している。ASCは、世界中で多くの製品が開発され、安全性の高さも認知されている。本研究では、乳がん
患者の乳房再建術における脂肪移植を対象としたが、RE-01細胞と共培養したASCは脂肪に限らず様々な細胞・組
織・臓器移植の生着率を向上する細胞となりうる。将来的な展望として、これまで間葉系幹細胞移植では効果が
不十分であった疾患にこの合剤を用いることで治療可能となる疾患が増える可能性がある。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
乳がん患者は年々増加傾向にあり、2019 年における罹患数は 9 万件を超えた。そのうち、乳房
切除を受ける患者は約 40％にものぼる(O’Halloran et al. Breast Cancer 2017)。乳房は女性の象徴で
あり、乳房切除によって受けるダメージは body image の低下･性機能の低下など精神的苦痛が多
く認められる。乳房切除術後の患者を対象とするアンケート調査が世界中で多数実施されてお
り、乳房再建により患者の QOL が向上するという報告がされている(Archangelo et al. Clinics(San 
Paulo) 2019)。現在、我が国において保険適応となっている乳房再建術には人工インプラントと
皮弁移植があるが、様々な改善すべき点があり理想とは遠い現状である。自然な乳房を低侵襲に
作成できる方法としては自家脂肪移植がある。 
しかし、吸引した脂肪を移植するだけでは、大血管の不足から移植組織の酸素・栄養不足により、
生着率が低く、移植組織の壊死や線維化が問題となっている。乳がん患者の QOL 向上のための
理想的な乳房再建術とは、低侵襲･低コストでより自然な乳房を長期間維持可能な方法であり、
自家脂肪移植の欠点である生着率を改善することが必須である。 
その背景の下、申請者は、脂肪組織由来間葉系幹細胞 ASC と異なる別の細胞の組み合わせで治
療効果の向上の報告 (Yang et al. Stem Cell Int 2020）を手掛かりとして、ASC と血管形成能に優
れた細胞を混合することを着想した。当研究室で開発された生体外培養増幅単核球(RE-01 細胞)
は、組織に豊富な血管を再生させる能力を持つ。少量の末梢血から約１週間で製造でき、高い抗
炎症作用・免疫寛容・抗線維化・血管再生能を有する細胞集団であり、有効性・安全性が確認さ
れている。この血管再生能に優れた RE-01 細胞と ASC とを合剤にすることで少量の脂肪から生
着率の高い再生乳房を作ることができ、そして、RE-01 細胞と ASC は移植脂肪組織への血流が
改善し、生着率が向上することが期待できると考えた。 
 
２．研究の目的 
本研究は、血管再生能に優れた RE-01 細胞と脂肪分化･免疫寛容作用に優れた ASC の合剤を軸
とした、少量の脂肪から生着率の高い脂肪移植を可能とする分子指標に基づく乳房再建技術の
開発を主な目的とした。 
 
３．研究の方法 
 倫理委員会承認済みの臨床研究において、手術時に廃棄される脂肪組織より ASC を製造した。
自家 RE-01 細胞は ASC と同一患者より、他家 RE-01 細胞は健常人ボランティアより採血して製
造した。 
(1) in vitro 実験における ASC と RE-01 細胞の相互作用の解明 
 In vitro 実験系において、RE-01 細胞が ASC の脂肪分化能および血管形成能に与える影響につ
いて解析した。具体的には Tube Formation assay や EPC culture assay で血管形成能、脂肪染色に
て脂肪分化能を評価した。 
(2) 他家由来の ASC と RE-01 細胞における確認 
 将来的に患者由来 RE-01 細胞と健常人由来 ASC の合剤を作ることを目的とするため、他家由
来の ASC と RE-01 細胞を共培養した場合も検討し、自家由来細胞と同等の効果を示すこと、お
よび免疫拒絶反応が起こらないことを確認した。 
(3) in vitro 実験結果から最適な ASC と RE-01 細胞の混合比率を決定 
  (1)の結果より、ASC の脂肪分化能および血管再生能を最大限向上させつつ、実臨床において
実現可能な RE-01 細胞の混合比率を決定する。RE-01 細胞は一度の採血から製造可能な細胞数
に制限があることを踏まえ、(4)の in vivo 実験を行うための細胞比率を決定した。 
(4) 脂肪移植における脂肪組織と ASC と RE-01 細胞の最適な混合比率の確立 
in vivo 実験として、ヌードマウスを用いた背部脂肪移植実験を行い、移植片の生着率・脂肪の
質・血管形成・線維化などを CT や組織化学染色で評価することで、ASC と RE-01 を用いた脂
肪移植の効果を確認した。 
 
４．研究成果 
最初に、RE-01 細胞は EPC やマクロファージ・リンパ球を含む細胞集団であることから、ASC

を共培養することによる RE-01 細胞への影響を FACS で解析した。表面マーカーに明らかな変
化は認めなかったが、共培養することで死細胞の割合が減少する傾向を認めた。また、共培養に
よる RE-01 細胞の VGEFβ や ANGPT など血管形成能に関連する遺伝子の変化は認めなかった。
一方、ASC は RE-01 細胞と共培養することで、IGF1 や ANGPT2 などの血管形成に関連する遺
伝子の増加が認められた。HUVEC を用いた Tube Formation assay にて、ASC と RE01 を混合す
ることで、HUVEC の血管形成が促進することが示された。 
共培養による RE-01 細胞の変化は少ないことから、共培養後の ASC に注目することとした。

ASC と RE-01 細胞を 2:1 または 10:1 の割合で非接触共培養した後、ASC の脂肪分化能や血管形
成能を評価した。脂肪分化能は共培養後の ASC を脂肪分化誘導培地で培養し、3 日後に脂肪分



化関連遺伝子の mRNA 量を解析した。血管形成能は HUVEC を用いた in vitro tube formation assay
にて評価した。その結果、血管形成能は、いずれの条件においても RE-01 細胞と共培養した ASC
において有意に促進していた。一方で、脂肪分化能については、共培養 1 日では、差は認められ
ず、RE-01 細胞と 10:1 の割合で 3 日間共培養した ASC においてのみ脂肪分化の促進が認められ
た。これらの結果から、当初に想定していた、ASC と RE-01 細胞の混合移植ではなく、RE-01 細
胞で刺激した ASC のみを脂肪移植に用いる可能性が示唆された。 
 移植が RE-01 細胞を含まずに ASC のみとなることから、他家由来の ASC を脂肪移植に用い
ることが可能と考えられる。そこで、自家 RE-01 細胞と他家 RE-01 細胞を用いて、検証を行っ
た。その結果、自家由来と他家由来で ASC の血管形成能および脂肪分可能促進効果に差は認め
なかった。 
脂肪移植における RE-01 細胞刺激 ASC の有効性を検証するため、ヌードマウス背部脂肪移植

実験を行った。In vitro の検証で、RE-01 細胞と ASC は自家由来と他家由来で差が認められなか
ったことから、動物実験では ASC、RE-01 細胞、脂肪は全て異なるヒト(他家)由来の検体を用い
た。一般的に ASC を脂肪に補充する場合、脂肪 100µL に対し、最低でも 1×105個の ASC を混合
している報告が多い。予備検討の結果より、本研究では、通常の ASC よりも少ない細胞数でも
効果があるか検証するため、脂肪 200µL に RE-01 刺激 ASC を 2×104個混合し、移植脂肪組織の
体積の維持、線維化の割合を検証した。脂肪のみのコントロール群および共培養なしの ASC 混
合群と比較し、RE-01 共培養 ASC 混合群において、移植後 28 日までの脂肪の生着率は優位に改
善していた。また、28 日後に摘出した移植脂肪片の免疫染色の結果、Perilipin 陽性の生脂肪細胞
の割合や CD31 陽性の微小血管数も RE01 共培養 ASC 混合群において、優位に 2 つの対照群よ
りも多いことが示された。また、線維化の割合はいずれの群においても差が認められなかったが、
iNOS 陽性の炎症性マクロファージの浸潤が RE-01 共培養 ASC 混合群において優位に少なかっ
た。RE-01 共培養 ASC 混合により、移植脂肪組織中の血管形成が促進され、炎症反応が抑制さ
れたことにより、脂肪の質が向上し、生着率改善につながったと考えられる。移植片の PCR 解
析の結果、ヒト由来 CD31 発現量については各群で差を認めなかったが、マウス由来 CD31 発現
量は免疫染色の結果と同様に RE-01 共培養 ASC 混合群において、優位に発現量が高くなってい
た。これらのことから、RE-01 共培養 ASC は移植脂肪組織中で、自ら血管内皮に分化するので
はなく、サイトカイン分泌などのパラクライン作用によって、移植組織周辺からの血管新生を促
進させていることが示された。 
本研究により、RE-01 細胞と共培養した ASC を用いた脂肪移植の有効性が示された。 
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