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研究成果の概要（和文）：脂肪組織由来多系統前駆細胞（ADMPC）からのサイトカイン分泌について検証した結
果､肝内線維を溶解する作用を持つサイトカインが、通常の脂肪組織由来細胞等に比べ多量に分泌されており、
本機序がMode-of-Actionになる可能性が示唆された。
シート化条件検討としてTGF-β添加培養を試みた。シート化効率は良好であったが､抗炎症サイトカインの発現
低下等を認め、肝硬変症へ適用する細胞調製には不適であり培養皿の前処理法を改善しシート化効率を高めた。
ADMPCシートを肝硬変モデルラットに移植したところ、control群に対しシート投与群で有意な線維化率の改善を
認め､治療効果が推定される結果が得られた。

研究成果の概要（英文）：As a result of examining cytokine secretion from ADMPC, cytokine having the 
curative properties of dissolving hepatic fibrosis was secreted in a greater amount than fibroblasts
 or adipose tissue-derived cells. This mechanism might be Mode-of-Action.
In order to investigate conditions for producing cell sheets, culturing ADMPCs with TGF-β were 
examined. The efficiency of producing cell sheets were good, but unfortunately the expression of 
anti-inflammatory cytokines decreased. It was found to be unfavor able for preparing cells for 
treating to the liver cirrhosis. So, we improved pretreat ment method for temperature sensitive 
culture dish and increased producing cell sheets efficiency.
When the ADMPC sheets were transplanted into a liver cirrhosis model rats, compared with the control
 group, the fibrosis rate was significantly improved in the sheet administration group.

研究分野：再生医療
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１．研究開始当初の背景 
 
昨今の B型および C型ウイルス性肝炎治療
法の開発は著しく、ウイルス排除によりその
進行・増悪を抑制することが可能となってお
りウイルス治療は一定の効果をあげている。
しかしながら、ウイルス排除後の非代償性肝
硬変にはいまだ治療法はなく、肝線維症に対
する抗肝機能改善は必ずしも期待できてい
ない。肝硬変患者自身から自己骨髄細胞液を
採取、末梢静脈から点滴静注する臨床研究が
実施されているが、全身麻酔下に 400cc以上
の自己骨髄細胞液を採取する必要があるた
め負荷が著しい。これら課題を克服する新規
の肝線維溶解療法の開発が希求されている。 

 
２．研究の目的 
 
これまでの我々の研究において、脂肪組織
から、脂肪組織由来多系統前駆細胞（ADMPC）
の単離培養に成功、当該細胞が肝線維溶解機
能の指標であるMMPsを発現分泌し、慢性
肝炎モデルマウスへの経尾静脈的投与で肝
線維化が改善し、肝機能が血清学的に改善す
ることを見出している。本研究では、ウイル
ス排除療法の適応とならず、肝線維化が進行
し続け、肝硬変が悪化する患者を対象とした、
新たな低侵襲肝臓再生療法としての「脂肪組
織由来多系統前駆細胞シートを用いた低侵
襲肝再生療法」を開発し、臨床応用すること
を最終目標とした。 
 
局所麻酔下に採取する 10cc程度と少量の
脂肪組織から低侵襲で得られ、かつ肝線維溶
解作用を有する ADMPC を体外で培養・シート
化し、肝臓表面に直接移植する。 

 
肝線維溶解医療の細胞源として、脂肪吸引
など形成外科手術の際の余剰組織として容
易に採取できる脂肪組織に着目したことを
特色とする。特に本研究では、脂肪組織由来
多系統前駆細胞（図１）を用いることを特色
とする。 

 

 
 

図１ 新規間葉系幹細胞：脂肪組織由来多系
統前駆細胞（ADMPC） 
 
これまで、脂肪組織から、脂肪組織由来多系
統前駆細胞（ADMPC）の単離培養に成功、当
該細胞が肝線維溶解機能の指標である
MMPsを発現分泌し、四塩化炭素投与慢性肝
炎モデルマウスへの経尾静脈的投与で肝線
維化が改善し、肝機能が血清学的に改善する
ことを見出している（図２）。 

 
図２ ヒト脂肪組織由来多系統前駆細胞経
静脈的投与による肝線維化改善 

 
３．研究の方法 
 
平成 27年度 
 
１）脂肪組織由来多系統前駆細胞シートを用
いた肝線維溶解療法の有効性・MOA確認 
移植した細胞が肝被膜を超えて肝臓内に遊
走して肝線維を溶解するのか、あるいは分泌
したMMPsが肝内線維を溶解するのか、細
胞シートの作用機序（Mode-of-Action）を確
認する。そのため、慢性肝炎モデルマウス・
ラットに当該細胞シートを移植し細胞を追
跡するとともに、サイトカイン濃度、MMPs
の肝内局所分布を肝線維溶解と比較検討し
た。 
 
２）脂肪組織由来多系統前駆細胞（ADMPC）
の、シート化条件の検討 
脂肪組織由来多系統前駆細胞（ADMPC）は、
成体幹細胞のなかでも未分化性が高く、培養
機材より、細胞同士で self aggregationする
傾向にある。シート化には通常培養する細胞
数より多くの細胞を必要とするため、効率よ
くシート化させる細胞数や培養条件の検討
を行った。 
 
 
平成 28年度 
 
１）一次図書の策定 
臨床応用に必要とされる各種文書の整備に
着手した。 
 
２）体内動態試験の実施 



臨床応用に際し、実施すべき体内動態試験を
実施した。 
 
３）品質管理項目となりうる検証形の立ち上
げ 
前年度より開始したmode-of action検討試験
において新たに発覚した論点について、検証
系の立ち上げ等について検討した。 
 
平成 29年度 
 
１）シート化技術再検討・評価 
平成 27年度で検証したシート化技術を再検
討し、さらに効率がよく細胞数をへらすこと
ができる技術開発について取り組んだ。 
 
２）小動物モデル動物を用いた有効性の確認
試験 
四塩化炭素肝硬変モデルラットを用い、これ
ら細胞シートの有効性について検討した。 
 
 
４．研究成果 
 
平成 27年度 
 
平成 27 年度においては、脂肪組織由来多
系統前駆細胞（ADMPC）の、シート化条件の
検討、脂肪組織由来多系統前駆細胞シートを
用いた肝線維融解療法の作用機序（Mode-of-
Action）の確認を行った。 
 
脂肪組織由来多系統前駆細胞（ADMPC）は、
成体幹細胞の中でも未分化性が高く、培養機
材よりも細胞同士で凝集する傾向にある。シ
ート化には通常培養する細胞数より多くの
細胞を必要とするため、残念ながら、通常の
培養条件より細胞を多く播種するという定
石法では、細胞は凝集塊を作るばかりで全く
シート化させることはできなかった。しかし、
シート化培養前に培養皿に工夫を施す手法
を用い、通常の培養条件程度の細胞数で効率
よくシート化させる最適条件をみつけるこ
とができ、脂肪組織由来多系統前駆細胞（AD
MPC）のシート化技術を開発することができ
た。また、脂肪組織由来多系統前駆細胞（AD
MPC）からのサイトカイン分泌について検証
した結果、肝内繊維を溶解する作用を持つサ
イトカインが、繊維芽細胞や通常の脂肪組織
由来細胞に比べ、多量に分泌されていること
がわかり、本機序が Mode-of-Action になる
可能性があると考えられることが分かった。 
 
平成 28年度 
 
平成 28 年度においては、製品標準書、標
準作業手順書、製造指図書、記録書の策定に
取り掛かり、一次図書に関しては策定が終了
した。 
 

各法令との齟齬確認の後、cold run を数例
実施しながら最終図書として策定予定であ
る。また、平成 28 年度は通知改正等があっ
たことから、当初予定していた大動物を用い
た安全性試験や PMDA 相談等の項目を実施す
ることは見合わせたが、小動物を用いた体内
動態試験を実施し、投与の細胞の体内分布お
よび消失を確認し、良好な結果を得ることが
できた。 
 
実際の臨床応用に際し、本治療に有効と想
定されるサイトカイン分泌量の、脂肪ドナー
による分泌量のばらつきなど、新たに問題と
なりうると示唆される項目に対して、マイク
ロアレイを用いた系を立ち上げ、検証を行っ
た。 
 
平成 29年度 
 
ADMPC は、経静脈的投与により肝線維溶解
作用を有するものの、投与後の細胞の生存率
が低く、十分な機能が期待できない可能性が
ある。そこで、投与法を比較し、経門脈的／
経動脈的投与についても検討したが、経門脈
的投与にあっては投与細胞が肝小葉triad周
辺のみに集簇、経動脈的投与にあっては投与
細胞のほとんどが肝実質を通過して肺へと
到達し、経静脈的投与と delivery 効率が変
わらなかった。この点を改善すべく、細胞を
シート化して硬変肝の表面に貼付・移植する
ことが適切であると判断した。 
 
シート化条件の再検討として TGF-β添加
培養を試みた。シート化成功率は、平成 27
年度に実施した条件と比較し、きわめて良好
であったが、コラーゲン message の増加、抗
炎症サイトカインの発現低下を認め、細胞増
殖速度の増加という利点を考慮しても、TGF-
β添加培養は肝硬変症へ適用する細胞調製
には不適であると考えた。 
 
次に温度感受性培養皿の前処理法をさら
に改善したところ、前回の検討結果と比較し、
さらにシート化効率を高めることができた。 
 
得られたADMPCシートを四塩化炭素肝硬変
モデルラットに移植したところ、コントロー
ル群では 2.01％の線維化率であったものが、
ADMPCシート投与群では0.97％に改善を認め
た。 
 
通常用いられる ADSC では 1.37％、骨髄由
来間葉系幹細胞では 1.59％、羊膜由来間葉系
幹細胞では 1.12％であり、これらと比較し
てもADMPCシートは他組織由来間葉系幹細胞
シートよりも治療効果が高いことが推定さ
れた。 
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