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研究成果の概要（和文）：ヒトADSCをOP9-DL1細胞と共培養したが汚染で時間を要した。肝細胞、膵島との共培養実験
、傷害肝（肝部切＋I/R）、STZ傷害膵＋ADSCモデルでtrophic、homingを検討。
共培養：両群cell viabilityは高く、培養液中のVEGF濃度が両群で高値。抗VEGF抗体培養液中投与で膵島viabiltyが低
下よりVEGF signalは膵島保護のkey signalと推察。傷害肝＋ADSCは残肝にhoming、SDF-1が出現、非実質細胞に変化。
傷害膵＋ADSCは集積なし。ADSCは臓器特異的に変化し、trophic、homing、細胞保護効果を示した。

研究成果の概要（英文）： Cocultivation OP9-DL1 cell and human ADSC was performed, but pollution in culture
 enforced to take time. As an allied experiment, the cocultivation ADSC with the pancreatic islet, ADSC wi
th hepatocytes, and the liver segmental resection+I/R+ ADSC, STZ injured pancreas+ADSC model were performe
d. Trophic effect and homing effect were investigated in remnant liver and injured pancreas.
Cocultivation: cell viability was high in both groups, and VEGF density was high prices out of the culture
 fluid in both groups. When anti VEGF antibody was added in culture fluid, pancreatic islet viabilty decre
ased. Thus it was thought that VEGF signal might be key signal of the pancreatic islet protection. In the 
liver segmental resection+I/R+ADSC model, ADSC showed homing in remnant liver. The hepatocytes with SDF-1a
ppearance changed into non-substance cell. There was no homing of ADSC in STZ injured pancreas + ADSC mode
l.ADSC showed organ-specifically trophic, homing, and a cell protection effect.
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１．研究開始当初の背景 

(1) 膵島移植の臨床背景：Ⅰ型糖尿病患者に

インスリンを必要としない有効な治療法の

一つとなりつつあるが、問題点として 1.ドナ

ーが非常に少ない、2.安定的生着のためには

移植膵島数を増やさなければならない、3.移

植後の炎症や拒絶反応などにより頻回移植

を余儀なくされることなどが挙げられる。 

(2) 脂肪組織由来幹細胞（adipose tissue 

derived regenerative cell: ADRC）：間葉

系幹細胞の一つで、脂肪だけでなく、血液、

間葉系、神経系の組織だけでなく、肝、腸、

心臓及び骨格筋細胞に分化する報告がある。

ADRC は痩身術の吸引脂肪組織や、形成外科

手術時の余剰組織として採取が容易で局所

麻酔下に大量採取可能で、ES 細胞のような

倫理的、政策的な障害が全くない。最近では

皮膚移植において移植皮膚グラフトとADRC

を同時移植すると生着率が向上する報告が

あり（Matsumoto D. Tissue Eng 2006）我々も

薬剤誘導糖尿病ヌードマウスに ADRC を移

植し移植 ADRC が機能性膵島に分化するこ

とを実験的に確認した。また ADRC を肝切除

後のラットに脾注すると ADRC が肝再生を

促進した結果を得たが、ADRCの免疫寛容な

どの移植免疫との関連における研究・考察・報

告はほとんどない。 

(3) 調節性 T細胞（reg T）による「ステルス

化」:これまでに我々は免疫寛容と細胞保護

因子についてすでにマウス膵島移植モデル

を用いてドナー由来の CD25+CD4+調節性 T

細胞を移植すると移植局所においてドナー

特異的免疫寛容が得られることを報告した

（Ikemoto T. J Med Invest. 2004）。さらに遠隔

転移を伴う担癌患者の末梢血中調節性T細胞

（Foxp3
+
CD25

+
CD4

+
T cell）比率（数）は健常

人より有意に上昇していることを示した

(Ikemoto T. Pancreas,2006)。このことは、非自

己である癌細胞が局所の免疫学的監視機構

をすり抜け、細胞障害性 T 細胞の攻撃を免れ

転移浸潤するには、調節性 T 細胞の増加が必

要であることを示唆している。これを非自己

の移植片に置き換え考えると、宿主の局所に

お け る 免 疫 学 的 障 壁 は

Foxp3
+
CD25

+
CD4

+
Tcell を増加させることに

より強力に抑制され、移植片に対する T 細胞

を介した細胞免疫を回避する（ステルス化）

ことができると考えられる。この仮説は我々

のすでに確立したドナー特異的 CD25
+
CD4

+
T 

cell enriched lymphocytes を同時移植する膵島

移植モデルの実験結果と合致し、ドナー特異

的免疫寛容誘導に成功したマウスの移植膵

島周囲の炎症細胞浸潤が極めて軽微なもの

であること（2005 年・移植学会）を考え合わ

せると、少なくとも小動物モデルでは

Foxp3
+
CD25

+
CD4

+
Tcell を用いて移植片に対

する免疫応答の制御が可能であることを報

告したが（Ikemoto T. Pancreas,2006）、移植免

疫における Foxp3
+
CD25

+
CD4

+
Tcell の重要性

は未知な部分が多い。移植片の拒絶には T 細

胞系免疫が重要な一翼を担っており、当細胞

群を用いた新たな免疫寛容誘導を目指し、こ

の機序を明白にすることで新たな免疫寛容

（ステルス化）誘導プロトコール作成の可能

性があると着想した。 

(4) 共刺激（副経路）からの拒絶反応：これ
までに C57BL/6 マウスにブタ膵島を異種移
植する実験で、移植時に共刺激阻害法として
既知の共刺激経路のうち 2経路をブロックす
る目的で抗CD40抗体と抗CTLA-4抗体を注
入したところ、移植片は 150 日間の生着を認
めたことから、抗原認識のシグナルのみが伝
わりインテグリンリガンドを介したシグナ
ルが伝えられないT細胞は活性化されないだ
けでなく、免疫寛容を誘導することが出来る
と着想した。 
近年、幹細胞を用いた様々な再生医療が注目
されているが、移植免疫においてどのように
幹細胞は関与し、働くのかという点において
明らかになっている部分は未だほとんどな
い。そこで本来拒絶反応が起こる移植片で幹
細胞と同時移植して生着する場合において、
幹細胞は reg T 細胞となって、この移植片の
ステルス化を促進させるのか、helper-T 細胞
や suppressor-T 細胞に分化して免疫寛容を起
こしているという仮説を立てた。 

２．研究の目的 

自家移植でない移植環境や、拒絶反応が起
こる環境に同時移植された ADRC の形態的
あるいは免疫学的変化を明らかにすること。
拒絶反応下において幹細胞は移植片を防御
する立場へ変化するのか、つまり何らかのシ
グナルで ADRC が分化し移植片を「ステルス
化」するのか、免疫反応の共刺激を調節する
方向に働くのか。本研究では拒絶反応におけ
る reg T 細胞、マスト細胞、サイトカインな
どのメディエーターと ADRC の関連や変化
を解明する。 

３．研究の方法 

ADRC 2×10
7 個を抽出後すぐに Dulbecco’s 

modified Eagle’s medium (DMEM)に 10％濃度
の胎仔牛血清(fatal bovine serum: FBS)，100 

U/ml Penicillin G, 100 mg/ml Streptomycin を
添加した基本培地に浮遊させて、37℃、
5%CO2 の条件下で培養保存し、継代は幹細胞
機能を保つ上で 3 代までとした。 

 T cell growth factor (IL-7) と樹状細胞
(dendritic cell: DC) growth factor (Flt3L)を
ADRC に加え 24 時間培養する。FACS 解析で
CD34

+
CD38

-細胞をNotch-1受容体に結合する
リガンドである Delta-like-1(DL1)を発現させ
た OP9-DL1 ストローマ細胞を 6 ウェルの
dish に 2 dish ずつ入れてそれぞれ共培養する。
CD34

+
CD38

+を示す細胞をT前駆細胞とした。
(1)  ADRC の T 細胞関連細胞への変化



（CD34+CD38+で FACS-scan 検討）、2) reg T

細胞の分化、生存に必要な因子（Foxp3, IL-2, 

TGF-β, VEGF の mRNA）を PCR で検討した。 
４．研究成果 
共培養で contamination により実験に時間

を要したため、関連実験として 1. 肝細胞
（1.0×10

5 個）、膵島（1.0×10
5 個）との共培養

実験、2. 傷害肝（肝部分切除＋I/R）、STZ 膵
傷害モデルに ADRC を静脈内投与し ADRC

の trophic、homing 効果を検討した。 

【結果】1. 肝細胞、膵島との共培養実験：肝
細胞との共
培養では単
独培養より
cell viability

は高く、培
養 液 中 の
HGF, VEGF

濃度が高い
ことが判
明した。
また膵島
との共培
養でも同
様に単独
培養より

cell 

viability

は高く、VEGF, 

IL-6 が有意に
高値であった。
さ ら に 抗
VEGF 抗 体
（ Bevacizmab

）を培養液中
に投与したと
こ ろ 膵 島 の

viabilty は低下し、肝細胞の viability は低下し
なかったことから VEGF signal は islet 保護に
おいて key signal と考えられた。2. 傷害肝、
傷害膵への ADRC 投与実験：傷害肝へ投与さ

れ た
ADRC

は残肝
に強く
集積し
homing

してい
た。肝
切除＋
I/R ＋

ADRC で SDF-1 が出
現し、この細胞は非
実質細胞への変化が
見られた。傷害膵島
モデルでは ADRC の
集積、homing は認め
なかった。 

【結論】ADRC は臓
器特異的に変化し、trophic、homing 効果、細

胞保護効果が示唆された。 
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