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研究成果の概要（和文）：腹膜炎は腹膜透析離脱を引き起こす重大な合併症である。本研究では、ザイモザンによるラ
ット真菌性腹膜炎モデルに対して脂肪由来幹細胞（ASC）を投与し、その効果を補体の活性制御に焦点をあてて解析し
た。真菌性腹膜炎は、ラットの右側腹膜を機械的に擦過の後、ザイモザンを投与して作製した。ASCは腹腔内へ連日投
与した。結果、ASC投与群で腹膜組織障害が軽減された。腹膜中皮細胞は補体制御因子を有しており、ASC投与で中皮細
胞の再生が促進されたことが一つの機序として考えられた。ASCと中皮細胞の干渉には、肝細胞増殖因子を軸としたASC
のパラクライン作用が関連していることがinvitroの実験で証明された。

研究成果の概要（英文）：BACKGROUND AIMS:Administration of rat adipose tissue-derived stromal cells 
(ASCs)potentially can improve several tissue injuries. The present study investigatedwhether rat ASCs 
could improve peritoneal inflammation in Zy/scraping peritonitis. METHODS:Rat ASCs were injected 
intraperitoneally on a daily basis in rats with Zy/scraping peritonitis.RESULTS:Peritoneal inflammation 
accompanied by accumulation of inflammatory cells and complement deposition was suppressed by day 5 
afterinjection of rat ASCs. The peritoneal mesothelial layer in Zy/scrapingperitonitis with rat ASC 
treatment was restored compared withtheperitoneal mesothelial layer without rat ASC treatment. In vitro 
assaysshowedincreased cellular proliferation of rat mesothelial cells combined with ratASCs by co-culture 
assays. Hepatocyte growth factor was released from rat ASCs, andadministration of recombinant hepatocyte 
growth factor increased rat mesothelial cell proliferation.

研究分野： 再生医療
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１．研究開始当初の背景 
幹細胞治療の分野では iPS 細胞が注目さ

れているが、安全性という点ではまだ克服す
べき課題が多い。一方で、間葉系幹細胞
（mesenchymal stromal cells:MSC） は安全
性が高く、また同種他家移植が可能であるな
ど実用化という点では優位性がある。MSC は
組織障害に伴って惹起される生体の過剰反
応を抑え調整する役割を担っていると考え
られ、その多面的作用により幅広い疾患領域
での再生効果が報告されている。近年、MSC 
のソースとして脂肪組織が注目されている。
その特徴としては低侵襲に採取が可能であ
り、幹細胞数が多く、より良好な増殖能を持
つことなどが挙げられる。申請者は、ヒト皮
下脂肪から分化能と増殖能の高い脂肪由来
幹 細 胞 (adipose tissue-derived-stromal 
cells:ASC) の選択的分離培養法（＝低血清
培養法）を世界に先駆けて開発した。この低
血清培養 ASC に関する多くの研究で、骨髄由
来幹細胞(bone marrow-derived stromal 
cells:BMSC) と比較して細胞増殖が速い、再
生促進因子を多く分泌するといった特徴を
明らかにしている。申請者らはすでに下肢虚
血、尿失禁、皮膚潰瘍及び骨粗鬆症の疾患モ
デルにおける低血清培養 ASC の優れた組織
再生促進効果を確認しており、その結果を発
信させている。 
 
２．研究の目的 
この研究での最終目標は、低血清培養 ASC 

の臨床応用である。今回の研究では、腹膜透
析（peritoneal dialysis: PD）における難
治性腹膜炎に対する細胞治療の臨床応用に
向けた基礎研究を実施した。腹膜透析は重要
な腎代替療法の一つである。全世界で 20 万
人近い末期腎不全患者が腹膜透析を施行し
ているが、様々な理由で腹膜透析を離脱して
いる。腹膜炎は腹膜透析離脱を引き起こす重
大な合併症であり、被嚢性腹膜硬化症
(encapsulating peritoneal sclerosis；EPS)
の発症との関連もあるとされている。とりわ
け、真菌性の腹膜炎は予後不良で EPS への移
行も報告されている。当研究室では、以前に
酵母の細胞壁の成分であるザイモザンを用
いた真菌性腹膜炎のモデルを作製し報告し
た。このモデルは高度な腹膜障害を来すが、
その一つの原因として補体の活性化が重要
であることも併せて報告している。この研究
では、ザイモザンによるラット真菌性腹膜炎
モデルに対して低血清培養 ASC を投与し、そ
の効果を補体の活性制御に焦点をあてて解
析した。 
 
３．研究の方法 
(1)低血清培養ラット脂肪由来間葉系幹細胞
(rASC)およびラット腹膜中皮細胞(rat 
mesothelial cell : rMC))の調整 
 雄の Sprague-Dawley (SD)ラットの鼠径部
より脂肪を採取し、コラゲナーゼ処理    

後 遠 心 分 離 し て 2% の fetal bovine 
serum(FBS) 添加培地で細胞を培養した
(rASC) 。SD ラットの体網を採取し、トリプ
シン処理後に遠心分離して 10%FBS 添加の
M199 培地にて培養した(rMC)。 
 
(2)In vivo 実験のプロトコル  
 真菌性腹膜炎は、ラットの右側腹膜を機械
的に擦過の後、5mg のザイモザンを 5 日間連
続投与して作製した。rASC は 6x10⁶個を Day0
から Day4 に腹膜透析液で希釈して腹腔内へ
連日投与した。Day5 にラットを安楽死させ組
織採取を行い、rASC 投与群と非投与群で比較
検討した。 
 
(3)腹膜の組織学的評価 
 右側の壁側腹膜から、5mmx20mm の 4切片を
採取した。採取した組織を用いて、HE 染色を
行い、腹膜障害の程度を評価するために腹膜
の厚さを計測した。組織の免疫学的評価のた
めに、好中球・ED-1 の染色を行い 1視野あた
りの陽性細胞数を数えた。腹膜表層の中皮細
胞の回復を評価するために、抗サイトケラチ
ン抗体にて染色した。補体の活性産物として、
C3b・C5b-9 を観察するために抗 C3 および抗
C9 抗体を用いて染色を行った。両者をスコア
化するために、沈着した面積を用いて半定量
化した。また、補体制御因子の分布をみるた
めに、Crry・CD55・CD59 各々のモノクローナ
ル抗体にて染色を行った。これらも同様に半
定量化した。いずれの計測も 20 視野の平均
値を用い、それらを比較検討した。 
 
(4)ザイモザン誘導腹膜炎におけるrASCの追
跡実験 
 CFSE にて染色した rASC を腹膜炎モデルに
投与し、3日目にその分布を評価した。抗 
サイトケラチン抗体でも染色して、rMC の分
布もあわせて観察した。 
 
(5)In Vitro での rASC と rMC の共培養と
WST-1 分析での評価  
 rASC と rMC を直接および間接的(トランズ
ウェルを使用)に 48 時間共培養し、rMC の 
細胞数を数えた。また、WST-1 分析を用いて
rMC が rASC の上清にて増殖が加速される 
のかどうかを評価した。さらに、rASC 上清の
HGF 濃度を測定し、リコンビナント HGF によ
る rMCの増殖効果を WST-1 分析にて確認した。  
 
４．研究成果 
(1)rASC 投与群で腹膜組織障害は軽減する。 
 rASC 投与群において腹膜肥厚・総浸潤細胞
数・好中球数・ED-1 陽性細胞数が非投与群と
比較して有意に抑制された。腹膜表層の中皮
細胞の回復は rASC 投与群において有意に促
進された。 
 
(2)補体制御因子の分布および補体活性産物
（C3b、C5b-9）沈着の比較。 



 rASC 投与群において、Crry・CD55・CD59
といった補体制御因子の腹膜表層における
分布は非投与群と比較して有意に増加した。
一方補体活性産物である C3b・C5b-9 の沈着
は rASC 投与群において有意に減少した。 
 
(3)投与したrASCは中皮細胞に隣接して位置
する。 
 CFSE で染色した rASC は、抗サイトケラチ
ン抗体陽性の中皮細胞に隣接して分布して
いた。しかし、両者が合致することはなかっ
た。 
 
(4)In vitro において rASC は rMC の増殖を促
進する。 
 rMC を rASC と共培養した結果、単独での培
養よりも増殖が有意に促進された。その効果
が液性因子によるものか細胞間コミュニケ
ーションによるものかを区別するために、ト
ランズウェルを用いて間接的な共培養を施
行したが、rMC の増殖効果は保たれた。さら
に、rASC の上清を用いて rMC の増殖効果が
WST-1 分析においても確認できた。 
 
(5)リコンビナント HGF は rMC の増殖を促進
する。 
 rASCの上清にはHGFがELISAにて検出され
た。リコンビナント HGF を添加した培地に 
て rMC の増殖が濃度依存的に促進された。  
 
 今回の実験において、rASC は補体活性を伴
ったザイモザン誘導の腹膜炎における腹膜
障害を改善させた。この効果の少なくとも一
部はrASCによる補体活性制御と考えられる。
rASC 投与によって補体活性が抑制される理
由として、中皮細胞層の修復に注目した。腹
膜中皮細胞は Crry・CD55・CD59 などの補体
制御因子を豊富に持っているため、その回復
は腹膜における補体活性の制御に働いた可
能性がある。In vitro において rASC は rMC
の増殖を促進し、rASC の追跡実験では rMC に
隣接して分布していた。これらの結果は、投
与した rASC が中皮細胞の修復に寄与すると
いう考えを支持する。さらに、トランズウェ
ルを用いた実験の結果から、rASC が放出する
何らかの液性因子が中皮細胞の修復を促進
したことが示唆され、その因子として HGF に
着目した。今回の実験結果から、rASC より放
出された HGF が補体制御因子を豊富に持つ
rMC の修復の一助となった可能性がある。加
えて、rASC そのものが Crry・CD55・CD59 と
いった補体制御因子を有しており、rASC 自体
が局所の補体活性に対して抑制的に直接働
いた可能性もあると考えられた。 
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