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研究成果の概要（和文）：マウス脂肪由来間葉系細胞を用い作成した人工骨髄が、免疫不全マウスであるNODマ
ウスの皮下で、造血細胞の長期維持が可能であること確認し骨髄ニッチを提供する能力を有することを示した。
また、脂肪由来間葉系幹細胞の抗炎症効果の確認のため冠動脈血管炎モデルマウスを用いて検証したところ、炎
症性サイトカインの抑制や血管炎の面積の減少など抗炎症効果や免疫調節機能があることが確認できており、今
後の骨髄再構築の機序の解明に役立つデターが得られている。

研究成果の概要（英文）：Regenerated bone marrow created using mouse adipose-derived mesenchymal 
cells (ADSC) was confirmed to be able to maintain long-term hematopoietic cells subcutaneously in 
NOD immunodeficient mice and was demonstrated to have the ability to provide bone marrow niches.　
Moreover, the results of an investigation using a murine model of coronary vasculitis to confirm the
 anti-inflammatory effect of murine ADSC　revealed anti-inflammatory effects and　immune regulatory 
functions such as inhibition of inflammatory cytokines and reduction of the area of vasculitis; data
 useful for future elucidation of the mechanism of bone marrow reconstruction were obtained.　

研究分野： 小児血液
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
細胞療法としての幹細胞治療の分野では

従来骨髄由来間葉系幹細胞が多くの研究に

用いられてきた。しかし臨床応用を考えた場

合、大量の骨髄細胞の採取が困難なこと、間

葉系幹細胞増幅の効率が低いことなどが明

らかになってきた。一方脂肪細胞は，簡便か

つ安全に採取でき拒絶反応の回避可能な自

己組織として近年注目を集めている。さらに

抗炎症作用や免疫調整作用も併せ持つこと

も示唆されており、加えて自己体性幹細胞と

してバンク化することに倫理的ハードルは

低く，あらかじめ組織を採取あるいは細胞を

処理してバンク化しておけば，重篤な状態の

患者に速やかな細胞治療を行いうると考え

られる。 

２．研究の目的 

脂肪由来間葉系幹細胞はさまざまな組織

系統に分化が可能であり、①皮下組織から比

較的容易に大量に採取でき②採取細胞に幹

細胞の割合が高く③骨髄由来間葉系幹細胞

よりも細胞増殖が速く、再生促成因子を多く

分泌することが明らかになっている。本研究

は脂肪由来間葉系幹細胞と骨担体であるハ

イドロキシアパタイトを共培養することに

より人工的に造血微小環境を構築し、造血幹

細胞の維持・増殖・分化を再現できる人工骨

髄を作成し、最終的には免疫応答の心配のな

い自己骨髄の再現と造血幹細胞と脂肪由来

骨髄のニッチの制御機構のさらなる解析を

行う。さらには脂肪由来間葉系幹細胞には骨

髄由来間葉系幹細胞よりより強力な抗炎症

作用や免疫調整作用が認められることが示

唆されており、骨髄再生機序の解明にもつな

がるためこの点についても検討する画期的

な研究である。 

３．研究の方法 

１）マウス脂肪由来間葉系幹細胞を用いて人

工骨内に骨髄を再構築し、血球の長期維持の

確認や脂肪由来間葉系幹細胞の免疫調整作

用などを検討する。また脂肪由来間葉系幹細

胞がもっているであろう抗炎症作用や免疫

調整作用を検証するために冠動脈炎モデル

マウスを作成して、脂肪由来間葉系幹細胞を

投与することによって上記の作用について

検証した。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

まず、５～８週 齢の GFP トランスジェニッ

クマウスから脂肪を採取し間葉系細胞を樹

立する。間葉系細胞を幹細胞専用培地にて増

殖後複数の HA と脂肪由来間葉系幹細胞を骨

芽細胞誘導培地で 3 日間共培養し、

C57/Bl6-Ly5.2 マウス皮下に移植する。 

a)皮下ニッチの造血能の評価 

Step１）2)の皮下ニッチ C57/Bl6-Ly5.2 に致

死量の放射線を照射し、MACS Sorting をもち

いて純化したC57/Bl6-Ly5.1の造血幹細胞を

移植する。移植細胞の皮下ニッチへの生着の

様子を免疫染色や FACS にて観察する。また

末梢血中の Ly5.1 細胞の推移も FACS にて検

討する。もし生着細胞数が少なくて十分解析

できないときは、すでにわれわれが日常的に

行っているルシフェラーゼ遺伝子を導入し

たレンチウイルスベクターを作成し、Ly5.1

のマウス造血細胞に遺伝子導入して移植を

行い IVIS in vivo リアルタイムイメージン

グシステムを用いて評価する。また一定期間

毎に FACS で皮下ニッチ部の造血幹細胞の頻

度 c-kit などを指標にして評価する。 

b）a）の移植マウスの移植後、皮下のニッチ

を取り出し半致死量の放射線を照射した

C57/Bl6-Ly5.2 に２次移植を実施する。移植



後２週間後より経時的に末梢血を採取し、

Ly-5.1 細胞の有無を評価する。また骨髄も８

週間後に評価し、Ly5.1 細胞の生着を確認す

る。Ly5.1 細胞が確認されれば皮下ニッチが

造血の場として機能していたことが確認で

きる。場合によっては in vivo リアルタイム

イメージングシステムを用いて評価する。 

 

2)また冠動脈血管炎モデルマウスを作成し

その後脂肪由来間葉系幹細胞を尾静脈から

投与した群と PBSを投与した群とで 1か月後

のサイトカイン測定及び病理学的炎症面積

の測定を行い脂肪由来間葉系幹細胞も抗炎

症作用や免疫調整作用を検討した。 

 

４．研究成果 

マウス脂肪由来間葉系細胞を用い作成した

人工骨髄が、免疫不全マウスである NOD マウ

スの皮下で、ヒト造血細胞の長期維持が可能

であること確認し骨髄ニッチを提供する能

力を有することを示した。 

1) まず免疫不全マウスである NOG マウスに

脂肪由来間葉系幹細胞を充満させたハイド

ロキシアパタイト（HA）を皮下に移植し６～

8 週間後にハイドロキシアパタイトを取り出

し再び病理組織学的な検討したところ

BMLike な骨髄の再現が確認できた。 

 
 

 
 
ルシフェラーゼ遺伝子導入された造血細胞
が IVIS によって人工骨髄中に集積している
ことを確認した、 
 

 

 
 
 
 
また上記 HA を 2 次移植したマウスに G-CSF

を投与したところルシフェラーゼ遺伝子導

入された造血細胞の増加が IVIS によって確

認され、維持増殖が長期にわたって認められ

た。 

 
 
また、脂肪由来間葉系幹細胞の抗炎症効果の

確認のため冠動脈血管炎モデルマウスを用

いて検証したところ、血管炎の面積の有意な

減少と炎症性サイトカインである IL-1b, 

TNF-α, IL-13, IL17 が PBS 投与群と比べて

脂肪由来間葉系幹細胞投与群で有意差をも

って,低下を認めた.以上より抗炎症効果や

免疫調節機能があることが確認できており、

今後の骨髄再構築の機序の解明に役立つデ

ターが得られている。 
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