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研究成果の概要（和文）：　近年、iPS細胞やES細胞を始めとした幹細胞により機能不全に陥った組織の回復を
図る再生医療が現実のものとなろうとしている。一方、そのメカニズム解明や副作用評価のためにin vivoにお
ける評価システムがより重要となりつつある。本研究では多様な霊長類モデルとMRIによる細胞動態追跡システ
ム等の評価系を組み合わせることにより、再生医療における有効性と安全性を担保する独自の評価システムを樹
立した。さらに、その過程において、組織再生のみならず、再生医療にとって最も高いハードルとなっている副
作用等のメカニズム等も明らかにしつつある。

研究成果の概要（英文）：Various conditions such as ischemia and spinal cord injury are treated using
 regenerative medicine based on stem cell transplantation. Basic studies using small laboratory 
animals have shown that transplanted cells can improve blood flow at infarcted regions, reconstruct 
an injured spinal cord and provide motor ability. Here, we established the safety and applicability 
 system using the MRI-based cell tracking system combination with various disease models in nonhuman
 primates. We confirmed the isolated cells using FACS and then labeled them with FIP. The labeled 
cells in several organs emitted signals that were detected by MRI and the remains of labeled cells 
were identified in tissue segments from not only the lung but also the brain. This system in 
nonhuman primates might be a useful way to efficiently design safer strategies for regenerative 
medicine.

研究分野： 実験動物学
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１．研究開始当初の背景 
 増加し続ける患者の救済、医療費の削減が
我が国では喫緊の課題であり、それらの解決
策として再生医療が現実のものとなりつつ
ある。特に現在、虚血性疾患の患者数は約 51
万人、腎不全患者数は 29 万人、肝硬変患者
数 25 万人、糖尿病患者数に至っては約 900
万人以上とも言われており、これら疾患をタ
ーゲットに iPS 細胞や ES 細胞などの幹細胞
をソースとした特定細胞種を移植すること
で臓器機能の回復を図る再生医療の研究が
盛んになっている。中でも虚血性疾患では造
血幹細胞移植による血管新生再生治療等が
実施され、実際に左室駆出分画率の改善が認
められるなど有効な治療法であるとの報告
も されてい る（ Kai C Wollert, et al. 
Lancet,2004）。しかしながらその一方で、移
植細胞の腫瘍化や、一度改善した患部の再度
の悪化、疼痛の再燃など、少数ながらも有害
事象の報告も認められている（Miyamoto K 
et al. Circulation. 2006., Ninette A, et al. 
PLoS Med. 2009.）。また、これら再生医療を
対 象 とした 動 物実験 と しては マ ウ ス
（Venkatesh Mani, et al. Magn Reson Med. 
2008）やブタ（Gengxu He, et al. Int J Crdiol. 
2007）などの報告はあるが、遺伝的・形態学
的にヒトに最も近縁な霊長類を用いた実験
系は脳神経系の一部を除き皆無に等しい。し
かし、今後の再生医療の臨床応用に向けてハ
ードルとなっている副作用等の見極めのた
めには、大型動物、特に霊長類を用いた前臨
床試験が必須であることは既に周知の事実
である（Doi D, et al. Stem Cells. 2012., Lee 
AS, et al. Nat Med. 2013., Cyranoski D. 
Nature. 2016.）。 
 さらに再生医療の評価系として重要な移
植細胞の動態追跡評価法として、超常磁性酸
化鉄微粒子（SPIO）による細胞標識および
Magnetic Resonance Imaging(MRI)を用い
た細胞動態追跡はこれまで小動物レベル行
われているのみであった（John Terrovitis, et 
al. Circulation,2008.）。そこで、今回我々が
世界に先駆けて樹立に成功した「霊長類を用
いた細胞動態追跡システム（Ito-Fujishiro Y, 
et al., Exp Anim. 2016.）」および多様な霊長
類疾患モデルを組み合わせることにより、よ
り詳細な評価系として新たなシステムの樹
立を目指し、本研究を実施した。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究は、ヒト再生医療の安全性および有
効性を確認することが可能であるのみなら
ず、そのメカニズムをも明らかにすることを
目指し、霊長類であるカニクイザルを用いて、
世界初の評価システム樹立を目的としたも
のである。 
 これまでに我々は「霊長類を用いた細胞動
態追跡システム」を樹立しており、その研究
過程において、再生医療等における移植方法

や経路、その正当な評価を通して安全性の担
保を行うことが急務であることも予見して
いる。よって、再生医療の安全性確保、その
治療メカニズムや副作用解明のためにも、本
システムの樹立は必須なものであると考え
た。 
 本研究の実施機関である霊長類医科学研
究センターは 1500 頭規模からなるカニクイ
ザルの繁殖コロニーを有し、それらを外部か
らの導入に頼ることなく 30 年間維持し、ワ
クチンの国家検定などに大きく役立ってき
た。さらに現在ではその経験と利点を生かし、
様々な霊長類疾患モデルを作出・抽出してお
り、当該研究を可能とする設備・技術・知識
を有する世界に類をみないポテンシャルを
持ち合わせた機関となっている。特に当該施
設には霊長類に特化した 3 テスラの MRI や
超音波診断装置、CT などの専門設備の導入
を既に果たしており、その独特な検査技術や
霊長類における評価基準を樹立するなど、国
内外において当該施設を除いては本研究の
実施は不可能な唯一無二のものとなってい
る。また、本研究を遂行することで、臨床応
用が目前に迫る再生医療のメカニズム解明
のみならず、そのハードルとなる腫瘍形成能
等の副作用確認をも可能にする我が国独自
の客観的評価システム樹立が期待される。 
 
 
３．研究の方法 
 2015 年度はこれまでに樹立した霊長類に
おける細胞動態追跡システムをさらに最適
化すべく、磁性体による細胞標識の条件検討、
移植細胞の MRI 撮像条件の検討、移植細胞の
染色方法、移植経路・方法の検討を行った。
具体的にはサル骨髄由来間葉系幹細胞に
SPIO、Fluorescent Iron Particles(FIP)を
高率に取り込ませて細胞標識を行い、in 
vitro における様々な染色方法を用いて高感
度に検出する方法を確立した。またその後、
ターゲット臓器に移植することで ex vivo 条
件での 3T-MRI で tracking 可能な条件の検索
を行った。同時に当該研究機関で培われてき
たこれまでのモデル作製の実績を参照に、虚
血性疾患、腎不全、肝不全、糖尿病などの疾
患モデルの作製・抽出およびその評価系の樹
立を試みた。 
 続いて 2016 年度には実際に標識細胞の移
植を開始した。MRI を用い、サル生体内で細
胞の動態をリアルタイムで可視化し、その細
胞の運命を追跡した。移植された個体をこれ
まで樹立された超音波診断、レントゲン等に
より検査し、実際の移植による治療効果等の
有効性評価も行った。また、移植細胞の検出
方法は MRI のみならず、組織切片における免
疫染色法やベルリンブルー法等も駆使し、全
身における細胞の動態を in vivo、ex vivo、
in vitro の各方面から多角的に確認した。加
えて、作出及び抽出された霊長類疾患モデル
における細胞移植を行った。 



 最終 2017 年度にはそれらの移植および細
胞動態を追跡すると共に、これまで移植され
た細胞の中長期的な動態も確認しながらそ
の評価を行った。また、適切な細胞移植経路
等の移植方法の検討も重ね、経時的変化も非
侵襲的に確認しつつ、最終的に多方面からの
解析によって、これまで検討されてきた細胞
移植の有効性も解析した。最終的には病理組
織学的検索等を併せ、移植細胞による腫瘍形
成の有無や動態の解析も行った。さらに移植
細胞のソースを増やし、iPS 細胞等の幹細胞
から各種疾患のターゲット臓器への移植も
試みた。これらの結果を併せて移植細胞の運
命を紐解く再生医療メカニズムの解明を目
指すと共に、我が国独自の客観的な再生医療
の安全性・有効性評価システムの樹立を目指
した。 
 
 
４．研究成果 
 2015 年度はこれまでに樹立した霊長類に
おける細胞動態追跡システムにおいて磁性
体による細胞標識の条件検討、移植細胞の
MRI 撮像条件の検討、移植細胞の染色方法、
移植経路・方法の検討を行い、より最適なシ
ステムを樹立した。まず細胞標識では骨髄腔
内環流法にて採取したサル骨髄由来間葉系
幹細胞を用いて SPIO、FIP をそれぞれ約 70%
以上の高率で取り込ませる事に成功した。さ
らにその標識過程をタイムラプス撮像し、経
時的に観察する事で標識過程を確認する事
に成功した。さらに、in vitro において
prussian blue 等の特殊染色を用いて標識細
胞を簡便に高感度に検出する方法を確立し
た。最終的にはこれらの細胞を心、肝、腎等
のターゲット臓器実質内に移植することで
ex vivoでの3T-MRI でトラッキングが可能な
撮像条件の検討を行い、最低約 1x105 個まで
の細胞が抽出可能である撮像手法の樹立に
成功した（発表論文⑤）。 
 また、これまでの実績を元に虚血性心疾患
モデルを作製し、その評価を行った。さらに
従来の心エコー検査や BNP、CPK やトロポニ
ン Tなどの血液検査に加え、新たに動脈血サ
ンプルを用いた血液ガス検査手法を樹立し、
カニクイザルにおけるその基準値を樹立し
た（発表論文④）。それらの評価手法・基準
によって、本モデルがヒトの病態を忠実に反
映し、安定して維持可能なモデルである事を
明らかにした。 
 同時に肝不全、腎不全モデルの樹立にも着
手し、MRI、超音波診断や血液検査等の霊長
類に特化した評価方法を駆使し、モデルとし
ての有用性や病態の解析を開始した。特に肝
臓では SPIO を用いた MRI 造影により、肝腫
瘍の病態を描写する事にも成功し、腫瘍形成
等の評価が可能な手法を樹立した（図 1、発
表論文①）。なお、糖尿病モデルについては
既に作製および抽出が完了している。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1：SPIO 造影効果による肝臓の T2 強調画
像。 腫瘍組織と正常組織のコントラスト増
強効果が認められた。 
 
  
 2016 年度は、ここまでに樹立された SPIO
および FIPの細胞標識手法を用いて実際に高
率に標識したサル骨髄由来間葉系幹細胞の
生体への移植を開始した。その後、MRI を用
いてサル下腿部腓腹筋および心筋に移植し
た標識細胞をリアルタイムで可視化し、その
細胞の動態を追跡した。その結果、これまで
に移植した標識細胞が腓腹筋および心筋の
移植部位に留まって検出される事を確認し、
さらに病理組織学的にも、免疫染色やベルリ
ンブルー染色等の特殊染色によって、その移
植細胞が間葉系幹細胞の形態を保ちつつ、
FIP を保持し、移植部位に定着し続けている
事を明らかにした。 
 虚血性心疾患モデルや肝不全モデルの作
出の過程では、霊長類心疾患モデルの新たな
評価系として樹立したカニクイザルの動脈
血中ガスの測定を行い、心疾患の病態評価や
加齢性変化の評価にも有効である事を明ら
かにした。特に、超音波診断、レントゲン等
の検査を行い、詳細な病態評価を行った多様
な心疾患モデルとの比較では動脈血中ガス
に有意な差を検出した（図 2、発表論文③）。 
 また、これまでに樹立した疾患モデルの中
から、ヒトの病態を忠実に反映し、安定して
維持可能なモデルである心筋梗塞および肝
不全を選択し、実際の細胞移植を行い、樹立
した解析手法を用いて移植細胞の動態追跡
並びに安全性・有効性の評価にも着手した。
糖尿病モデルについては、現在例数を収集し
つつ新たな解析法等を加え、より効果的な評
価手法を検討し続けている。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2：血液ガスにおいて HCO3 (A)、pCO2 (B)
および Na/Cl (C)の全ては心疾患群で高値を



100 μm 

示し、ヒト同様の傾向が認められた。 
 
 
 最終 2017 年度はこれまでに樹立された
SPIOおよびFIPを用いた効率の良い細胞標識
手法を用いて、それらの細胞の移植効果およ
び動態追跡を解析した。その結果、MRI にて
標識細胞が腓腹筋および心筋の移植部位に
留まって検出される事が確認された。さらに
心疾患モデルとして、冠動脈結節術を用いた
虚血性心疾患モデル、薬物誘導による肝不全
モデルを作製し、これまで樹立した MRI 造影
法や血液ガス測定等の新たな評価方法によ
り、その病態の評価を行い、移植細胞の動態
も中長期的に評価した。その結果、虚血性心
疾患等では心エコー検査により僅かな病態
の改善が認められ、中長期的にも腫瘍形成等
の副作用は認められなかった。また、移植細
胞のシグナルはMRIによって移植部位に長期
にわたって留まり続けている事が明らかと
なり、さらに一部の細胞は経静脈経由で脳の
扁桃部分等に到達していると思われる所見
が得られた（図 3）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3：T1 強調画像において脳内に移植細胞に
よるものと思われる顕著な信号が冠状断面
において検出された（矢印）。 
 
 
 これら中長期的な評価を行った個体の移
植部位や各種臓器における病理組織学的検
索を行ったところ、免疫染色およびベルリン
ブルー染色により移植細胞が移植臓器に検
出されると共に、脳内にもその存在が示唆さ
れ（図 4）、現在その詳細な解析を行っている。
さらに腎不全、糖尿病モデルではヒト病態を
反映したモデルの作製、抽出、評価に成功し、
特に肝不全モデルでは本評価システムを適
応し、iPS 細胞の移植を行い、現在その評価
を進めている。 
 以上の事より、各種霊長類モデルやその解
析手法、細胞動態追跡システム等の評価系の
組み合わせにより、移植された細胞が生体内
でどのように働いているかと言ったメカニ
ズムの一端が解明され、将来の再生医療に有
益な独自の客観的な有効性・安全性評価シス
テムが樹立された。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4：脳の組織切片において prussian blue
染色陽性の移植細胞が脳実質内に確認され
た(矢頭)。 
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