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研究成果の概要（和文）：　本研究は、生体内で分化生着した脂肪組織由来多系統前駆細胞（ADMPC）由来再生肝細胞
がムコ多糖症で欠損するライゾゾーム加水分解酵素を持続的分泌することを機序としている。
　ADMPCの経門脈的投与により、ムコ多糖症モデル動物であるGM1- Gangliosidosis mouseで欠損しているβ-Galactosi
daseを血中に発現、効果が長期持続することを明らかにした。ADMPCが肝臓内で肝細胞へと分化誘導されており、”in 
situ reprogramming”との概念を提唱した。治療へはin situ stem cell therapyとして展開することとなる。

研究成果の概要（英文）：The mechanism of this study is in vivo engrafted reprogrammed-hepatocyte from 
adipse tisse derived multilinage progenitor cell, so called ‘ADMPC’ sustained secrete and supplied 
lysosomal hydrolase deficient in mucopolysaccharidosis to the whole body.Via the portal vein 
administration of ADMPC, β-galactosidase that are deficient GM1- gangliosidosis mouse, which is a 
mucopolysaccharidosis model animal had expressed in the blood, and the effect has been revealed that 
long-lasting. ADMPC have been induced to differentiate into hepatocytes in the liver, so we proposed the 
new concept of the "in situ reprogramming". The concept is defferent from "Reprogramming", reprogrammed 
terminal differentiated cell to pluripotent cells and "direct reprogramming", to differentiate directly 
to the target cells in vitro gene transfer, so far. We are going to deploy this as in situ stem cell 
therapy to the treatment.

研究分野：再生医療
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１．研究開始当初の背景 
 
ムコ多糖症に代表されるライソゾーム病
は、ライソゾーム加水分解酵素の先天性欠損
により中間代謝産物がライソゾーム内に蓄
積し、骨変形や肝脾腫、知能障害など様々な
症状を呈する先天性症患群である。根治的治
療法はなく、対症療法として酵素補充療法製
剤が承認された疾患もあるものの、それは一
部疾患にすぎず、新規機序製剤の開発が待た
れていた。 
 
２．研究の目的 
 
本研究事業では、脂肪組織由来多系統前駆
細胞を、ムコ多糖症などライソゾーム病を適
応とする細胞製剤として臨床応用すること
を目的とする。 
本研究にあたり、生体内で分化生着した脂
肪組織由来多系統前駆細胞由来再生肝機能
細胞がムコ多糖症などライソゾーム病で欠
損するライゾゾーム加水分解酵素を持続的
に分泌、血流を介して全身細胞組織に供給す
ることを機序としている。根治的治療法によ
り近い新規概念の製剤であり、その開発を目
指し有効性にかかる基礎的知見を集積する
ことを本研究の目的としている。 
 
３．研究の方法 
 
ムコ多糖症に代表されるライソゾーム病
の一部疾患で製剤として確立している酵素
補充療法は、多くのライソゾーム加水分解酵
素が末端にマンノース6リン酸と呼ばれるラ
イソゾーム限局シグナルを有することを利
用している。マンノース 6リン酸受容体は広
く細胞膜表面に存在し、細胞外に存在するマ
ンノース 6 リン酸結合型加水分解酵素と
ligand-receptor binding し 、 そ れ を
receptor mediated endocytosis する。酵素
補充療法はこの輸送系を利用して、欠損して
いる酵素を製剤として体外から投与するこ
とにより、細胞内に欠損酵素を補充し、ライ
ソゾーム内に蓄積する物質の分解を促進す
るものである。 
本研究にて開発を目指す細胞製剤は、生体
内に生着分化することで、欠乏している酵素
を補充し続けることをその Mode of Action
としている。従って、脂肪組織由来多系統前
駆細胞が生体内で再生肝機能細胞として分
化生着し、ライゾゾーム加水分解酵素を持続
的に分泌、全身の細胞組織に供給することを
確認することができれば、ライソゾーム病に
対する新規機序細胞医薬品として研究開発
を進めることの Proof of Concept が得られ
る。このようなコンセプトのもと、以下の計
画を立案、実施した。 
 
1) in vitro 脂肪組織由来多系統前駆細胞の
βガラクトシダーゼ発現の検討： 

βガラクトシダーゼはマンノース6リン酸
結合型酵素であり、細胞表面のマンノース 6
リン酸受容体を介して細胞に保持される。マ
ンノース6リン酸あるいはマンノースアミン
を過剰に添加して培養すると、competition
により酵素は乖離、あるいはマンノース６リ
ン酸の結合を阻止すると想定、その上清にβ
ガラクトシダーゼ活性が出現すると想定、解
析した。コントロールとしての肝細胞と脂肪
組織由来多系統前駆細胞の双方で当該細胞
は検出可能であり、マンノース 6リン酸およ
びマンノース6リン酸合成阻害剤であるマン
ノースアミンによるcompetitionにて培養上
清への分泌を検討することとした。 
 
2) 脂肪組織由来多系統前駆細胞の再生肝機
能細胞への分化生着の確認 
ライソゾーム病モデルマウスへの脂肪組
織由来多系統前駆細胞投与により、当該細胞
が肝内に生着し、肝細胞に分化することを確
認する。具体的には、（独）医薬基盤研究所
生物資源バンクよりムコ多糖症モデルマウ
スとして、GM1-ガングリオシドーシスモデル
マウスを入手し、経門脈的ないし経尾静脈的
に脂肪組織由来多系統前駆細胞投与を投与
して肝細胞として分化生着を検証する。 
GM1-ガングリオシドーシスモデルマウス
への細胞の投与は、下記により実施した。30G
針を取り付けた注射筒を用いて、経門脈的投
与においては、吸入麻酔下で、開腹後経門脈
的に注射針を刺入した。チューブ内の血液逆
血を確認後、投与検体を投与した。経尾静脈
的投与においては、無麻酔科でマウス尾静脈
に投与した。投与検体は、マウス由来脂肪組
織由来多系統前駆細胞であり、経門脈的ある
いは経尾静脈的に 1 回投与した。3 か月後に
処置日と同様の方法にて深麻酔状態して開
腹開胸、心腔から採血を行った後に腹部大動
脈を切開し放血させ、安楽死させた。肝臓は
摘出し、組織学的に検証した。また、採取し
た血液より、血液学的検索を行った。 
 
（倫理面への配慮） 
1. 非臨床試験（研究）において遺伝子
改変動物、プラスミド DNA あるいは遺伝子導
入ウイルス等を用いる場合は、使用に際して
遺伝子組み換え生物などの使用等の規制に
よる生物多様性の確保に関する法律、カルタ
ヘナ条約等各種法令・告示・通知に基づき研
究を実施する。 
2. 動物操作に当たっては、（公財）先
端医療振興財団の動物実験規定に従って行
なう。 
3. 臨床試研究の実施にあっては、計画
書（プロトコール）に関して医学倫理委員会
での承認を受け、本人の書面による informed 
consent を取得した患者のみを対象とする。 
 
４．研究成果 
 



生体内で生着・分化した脂肪組織由来多系
統前駆細胞由来再生肝機能細胞がライゾゾ
ーム加水分解酵素を持続的に分泌、全身の細
胞組織に供給することを機序とした根治的
治療法に近い新規概念の細胞医薬品の開発
を目指し、臨床試験を開始するための有効性
にかかる基礎的知見を収集した。 
１)  in vitro 脂肪組織由来多系統前駆細胞
のβガラクトシダーゼ発現の検討： 
βガラクトシダーゼはマンノース6リン酸
を持ち、細胞のマンノース 6リン酸受容体を
介して細胞に保持されることから、マンノー
ス6リン酸あるいはマンノースアミンを過剰
に添加して培養、その上清の活性を測定した。
コントロール肝細胞と脂肪組織由来多系統
前駆細胞の双方で当該細胞は検出が可能で
あり、マンノース 6リン酸およびマンノース
6 リン酸合成阻害剤であるマンノースアミン
による濃度依存性competitionから当該酵素
は培養上清に分泌されたと想定された。酵素
分泌という MOA が確認された。 
 
２) 脂肪組織由来多系統前駆細胞の再生肝
機能細胞への分化生着の確認： 
（独）医薬基盤研究所生物資源バンクより
GM1-ガングリオシドーシスモデルマウスを
受精卵凍結融解後の産生仔での分譲をうけ、
繁殖後脂肪組織由来多系統前駆細胞を移植
した。この際、KO モデルを選択している。 
モデルマウスの血清にはβガラクトシダ
ーゼ活性をほぼ認めないが、脂肪組織由来多
系統前駆細胞の経門脈的あるいは経尾静脈
的投与にて健常対象コントロールマウスの
いずれの移植方法においても脂肪組織由来
多系統前駆細胞が、ムコ多糖症モデル動物で
ある GM1-ガングリオシドーシスマウスで欠
損しているβガラクトシダーゼを血中に発
現させ、その効果持続期間が３カ月は少なく
とも持続することを明らかになった。移植３
か月後においても、野生型マウスと比較し 4
割程度の活性を維持していた。 
ライソゾーム内加水分解酵素が他組織細
胞に供給され治療効果を期待しうることを
確認するため、GM1-ガングリオシドーシスモ
デルマウスにおける肝臓以外の組織におけ
るβガラクトシダーゼの存在を免疫組織化
学的に検証したところ、8 割程度が陽性であ
った。 
 
３）有効性 
脂肪組織由来多系統前駆細胞が、経門脈的
投与によりムコ多糖症モデル動物である
GM1-ガングリオシドーシスマウスで欠損し
ているβガラクトシダーゼを血中に発現さ
せ、その効果持続期間が３カ月は持続するこ
とが明らかとなった。GFP-mouse 脂肪組織由
来多系統前駆細胞を経門脈的した試験系で
は、投与後に GFP 陽性細胞が肝内に生着、ア
ルブミン陽性細胞へと生着・分化することを
確認した。これは投与細胞が in situ で肝細

胞へと分化していることを示唆する（in situ 
reprogrammming）。肝細胞と脂肪組織由来多
系統前駆細胞を共培養したところ、脂肪組織
由来多系統前駆細胞はアルブミン陽性を示
した。これは、脂肪組織由来多系統前駆細胞
が in situ で肝細胞様に生着・分化するには、
脂肪組織由来多系統前駆細胞と肝細胞の接
触が必須であることが必要であることを示
す。実際、GFP-mouse 脂肪組織由来多系統前
駆細胞の肝内存在 pattern を観察すると、肝
実質細胞と機能的コンタクトを有していた。 
有効性用量設定試験を行ったところ、
1.5x106/kgの用量まではでβガラクトシダー
ゼ血中濃度が上昇し、当該用量を超えるとβ
ガラクトシダーゼ血中濃度がplataueになる
ことから、当該用量が至適用量であると推定
した。また、3 点以上の用量を設定した上で
用量依存性があると言うことは、脂肪組織由
来多系統前駆細胞が有効であることの証明
である。 
低分子化合物であれば、当該化合物が標的
蛋白質に結合する、ないしは in vitro にて
生理的作用を有することを確認することが
第１段階であり、これを Proof of Concept
の取得と定義する。本剤に関しては、生体内
で肝細胞へと分化生着し、肝細胞として host
肝細胞と同等に機能することがその
mechanism であるため、上記知見により、本
剤は POC を取得したと言える。 
これら POC を基盤とし、脂肪組織由来多系
統前駆細胞が肝臓内で肝細胞へと分化誘導
さ れ て い る こ と か ら 、” in situ 
reprogramming”との概念を提唱した。
Terminal differentiated cell を in vitro
にて多能性幹細胞化する”reprogramming”、
遺伝子導入等で in vitro にて直接目的細胞
へと分化させる”direct reprogramming”に
加えて新しい概念であり、治療へは in situ 
stem cell therapy として展開することとな
る。 
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