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研究成果の概要（和文）：天井培養法により、犬骨髄中の脂肪細胞周囲に付着する細胞から、間葉系幹細胞を得
た。この細胞は従来の犬骨髄間葉系幹細胞と比較し、幹細胞特性に優れており、骨髄脂肪細胞周囲細胞
（BM-PACs）と命名した。BM-PACsは強力な組織修復因子である肝細胞成長因子（HGF）の分泌能に優れることを
明らかにした。皮膚欠損モデルに対して、BM-PACsを局所投与したところ、投与後のBM-PACsにおけるHGF発現を
認めた。また、BM-PACsを全身（静脈内）投与したところ、損傷部への遊走能を示した。以上から、炎症を伴う
組織損傷に対するBM-PACsを用いた幹細胞療法は、HGFを介した組織治癒効果が期待できた。

研究成果の概要（英文）：We developed novel mesenchymal stem cells from canine bone marrow and named 
the cells as bone marrow per-adipocyte cells（BM-PACs). BM-PACs attached to adipocytes in bone 
marrow and have superior potentials as multipotent cells compared with conventional canine bone 
marrow mesenchymal stem cells (BMMSCs). Additionally, BM-PACs showed higher expression of hepatocyte
 growth factor (HGF), which is known to have great healing effects on injured tissues, than BMMSCs. 
After locally injected into a mouse skin injury model, BM-PACs migrated toward the injured area and 
showed HGF expression. In addition, intravenously injected BM-PACs also migrated toward injured area
 and showed HGF expression. Thus, our results suggest that stem cell therapy using BM-PACs offer a 
healing effect through the supply of HGF to the injured site.  

研究分野：再生医療
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１．研究開始当初の背景 
間葉系幹細胞（MSCｓ）は骨髄や脂肪など
の生体組織内に存在する体性幹細胞で、体外
で容易に増殖し、骨・軟骨・脂肪などの間葉
系細胞の他、近年では肝細胞や神経細胞への
分化能も報告され、幅広い疾患に対する再生
医療のセルソースとして注目されている。申
請者らもこれまで、犬の重度脊髄損傷に対す
る再生医療への利用を目的とし、骨髄間葉系
幹細胞（BMMSCs）や脂肪由来間葉系幹細胞
(ADMSCs)を用い、増殖能や多分化能などの幹
細胞特性の解析を行ってきた。しかし、形態
学的には神経細胞様の細胞へ分化したもの
の、機能的神経細胞の誘導には至らず、
BMMSCs は増殖能力が低いなどの課題も明ら
かになり、幹細胞特性の高い細胞の分離・培
養法を確立する必要があると考えられた。 

 
２．研究の目的 
脂肪組織中の成熟脂肪細胞を天井培養す
ると、成熟脂肪細胞と同等以上の増殖能・分
化能を示す脱分化脂肪細胞（DFAT）を得られ
ることが報告されており、これを受け、犬骨
髄液中の成熟脂肪細胞を同様に天井培養に
供したところ、DFAT と異なり、骨髄中脂肪
細胞周囲の細胞が接着・増殖し、線維芽細胞
様細胞が得られた。この細胞は、BMSC と比
較して有意に高い増殖能を示し、骨・軟骨・
脂肪への分化能を持つことも確認された。こ
のことは、BMMSCs より優れた MSCs が骨髄に
存在することを示唆する。本研究では、この
細胞の幹細胞特性を BMMSCs との比較から明
確にし、再生医療のセルソースとして有用で
あるかを検証することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
骨髄中脂肪細胞を天井培養して得られる
細胞を骨髄脂肪細胞周囲細胞（Bone Marrow 
Peri-adipocyte Cells；BM-PACs）と名付け、
以下の実験を行った。 
 
【研究 1】犬の BMMSCs と BM-PACs の幹細胞特
性の直接比較 
 健常ビーグル犬4頭の上腕骨から得た骨髄
液から、同時に BMMSCs と BM-PACs を培養し、
それらのコロニー形成効率および表面抗原
発現プロファイルを比較した。また、それぞ
れの骨・軟骨・脂肪分化能について、近年報
告されている新たな誘導法を採用し、再検証
を行った。 
 
【研究 2】BMMSCs と BM-PACs の肝細胞成長因
子（HGF）発現比較 
 組織損傷に対する強力な保護・修復作用が
報告されている HGF に注目し、BMMSCs と
BM-PACs の HGF 発現を比較した。また、脊髄
損傷部位への投与時における BM-PACs の HGF
の分泌能を明らかにするため、BM-PACs を炎
症性サイトカイン（TNF-α, IL-1β, TGF-β）
で刺激し、培養上清中に放出される HGF を

ELISA にて定量した。さらに、放出された HGF
の生物学的活性を評価するため、HGF 刺激に
よる Scattering Effect が報告されている犬
腎臓上皮細胞株（MDCK 細胞）を炎症性サイト
カイン刺激後のBM-PACsの馴化培地で培養し、
Scattering Effect について検討した。 
 
【研究 3】BM-PACs を用いた幹細胞療法の有
用性と安全性 
BM-PACs が HGF 分泌を介した組織修復能を示
すかを、ヌードマウス皮膚欠損モデルを用い
て検討した。背部皮膚に全層欠損を作製した
のち、BM-PACs の局所および全身（静脈内）
投与を行った。投与から 4日後、全身および
損傷部における BM-PACs の分布を In Vivo イ
メージング装置を用いて観察し、損傷部にお
ける BM-PACs の HGF を免疫組織学的に検討し
た。 
  
 
４．研究成果 
【研究 1】BM-PACs は BMMSCs と比較し、脂肪
分化能、骨分化能、軟骨分化能いずれにおい
ても、高い能力を示した（図 1）。また、コロ
ニー形成効率は、BM-PACs と BMMSCs でそれぞ
れ、0.032 ± 0.017%, 0.005 ± 0.005%で
BM-PACs で有意に高いコロニー形成能がみら
れた（図 2）。また、細胞表面抗原発現のプロ
ファイリングでは、おおむね同様の発現パタ
ーンであったが、CD73 の発現率において、有
意な差が認められた（表 1）。 

図１ BM-PACs と BMMSCs の脂肪・骨・軟骨分
化能比較 それぞれ、各分化誘導条件で培養
し、Oil Red O, Alizarin Red S, Toluidine 
Blue 染色で評価を行っている。 
 

図 2：BM-PACs と BMMSCs のコロニー形成効率
比較 
 
 



 
表 1：BM-PACs と BMMSCs の細胞表面抗原発現
比較 CD73 の発現率に有意差が認められた。
（**：p < 0.01） 
 
【研究 2】BM-PACs は BMMSCs と比較し、HGF
タンパク発現が有意に高く（図 3）、炎症性サ
イトカインである TNF-αおよび IL-1βの刺
激により、HGF 発現が上昇した（図 4）。これ
らのサイトカイン刺激により、BM-PACsの HGF
分泌能は 50 倍以上上昇した（図 5）。BM-PACs
の馴化培地により MDCK 細胞では HGF 受容体
である c-Met のリン酸化が亢進し（図 4）、
Scattering Effect が観察された（図 5）。 

図 3:BM-PACs と BMMSCs の HGF タンパク発現
比較（ウエスタンブロットによる） 

 
図 4：NF-α(A)および IL-1β（B)刺激による
BM-PACs および BMMSCs の発現変化 

 
図 5 ：TNF-α および IL-1β 刺激による
BM-PACs の HGF 分泌量の変化 

図６：TNF-α および IL-1β 刺激を行った
BM-PACs の培養上清を MDCK 細胞に添加した。
いずれも、c-Met のリン酸化が亢進した。 

 
図 7：BM-PACs 馴化培地による MDCK 細胞の
Scattering Effect 通常培地に TNF-α刺激
を行ったBM-PACsの培養上清を添加したとこ
ろ、猫リコンビナント HGF（50 ng/ml）と同
等の Scattering Effect を得た。 
 
【研究 3】細胞投与後 4 日目に、局所投与だ
けではなく、全身投与された BM-PACs も損傷
部に到達した（図 8）。免疫組織学的評価によ
り、損傷部周囲に HGF が集簇しており、HGF
発現を認めたことから、損傷治癒効果が期待
された（図９）。また、静脈内投与後の細胞
の多くは、肺にトラップされることから、投
与細胞数の増加は、肺静脈の塞栓に至る可能

 BM-PACs BMMSCs 
CD29 18.5 ± 4.82% 13.21 ± 6.55% 
CD44 95.10 ± 4.01% 93.23 ± 4.98% 
CD73 14.68±2.38%** 4.88 ± 2.23% 
CD90 - - 
CD105 7.39 ± 2.63% - 
CD34 - - 
CD45 - - 



性が示唆された。 

 
 
 
 
 
 
 
図 8：IVIS による全身（静脈内）投与後の
BM-PACs の局在 投与後 4 日目では、全身投
与（IV）されたマウスの損傷部位および肺野
領域に蛍光シグナルが認められる。IV 群では
局所投与（SC）群と比較し、低レベルではあ
るが、損傷組織内においてもシグナルが認め
られた。 

 
図 9：損傷部周辺領域の組織における免疫組
織染色 V680で標識したBM-PACsが観察され、
HGF 発現を認めた。bar = 100 μm 
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