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研究成果の概要（和文）：脂肪由来幹細胞の低酸素応答に関わる責任遺伝子群（マスターレギュレータ）を選別
し、この特性をもつ細胞亜群が発現する表面マーカーを同定し、間葉系に属する各種の終末細胞への分化特性に
傾向があることを見出した。さらに、マスターレギュレータを指標とした脂肪細胞分化に長けたHx-hASCの亜集
団の分画は、ある一定の終末細胞に高い分化特性をもつことを見出した。また、人工皮膚3次元モデルの基礎的
な検討において、ケラチノサイトなどの上皮構成細胞の維持に対する線維芽細胞との相乗効果、ならびに線維芽
細胞とこの脂肪由来間葉系幹細胞亜群との質的量的なバランスが、真皮層のターンオーバーに影響を及ぼすとす
る知見を得た。

研究成果の概要（英文）：We identified a group of key genes responsible (a master regulators) for the
 hypoxia response in adipose-derived mesenchymal stromal/stem cells, and were selected 
characteristic marker expressing on cell surface. By further segregation of these cell subgroups, we
 found that they tend to differentiate into various terminal differentiated cells especially 
belonging to the mesenchymal lineage. This led to the isolation of a subpopulation of Hx-hASCs that 
are proficient in adipocyte differentiation using the master regulator as an indicator, and the 
narrowing down to a sharpening of the subpopulation for the unique hASCs. In addition, we found that
 the synergistic effect of fibroblasts on the maintenance of epithelial cells, such as 
keratinocytes, and the qualitative and quantitative balance between fibroblasts and the 
adipose-derived mesenchymal stem cell subgroups affect the turnover of the dermal layer, albeit at a
 preliminary level in the basic study of the artificial skin 3D model.

研究分野： 幹細胞生物学/皮膚科学

キーワード： 脂肪由来間葉系間質幹細胞　解糖系代謝　シグナル伝達　再生医療　３次元皮膚構築
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研究成果の学術的意義や社会的意義
脂肪由来間葉系幹細胞は培養を施されることによる選択的なバイアスがかかることが大きな障壁であった。ゆえ
に、生体内の生存環境のなかでも低酸素領域を好む脂肪由来間葉系幹細胞について、その幹細胞性の維持機構の
解明は、極めて重要な知見となる。本研究では、脂肪由来幹細胞におけるNotch-低酸素応答シグナルが制御する
解糖系亢進メカニズムに関わる責任遺伝子群の選別に成功し、間葉系に属する各種の終末細胞への分化特性に傾
向があることを見出した。面白い事に、この亜集団はヒト表皮組織が豊潤に分化成熟することもわかった。以上
の結果や知見は、真の脂肪由来幹細胞の同定と生体内での機能の理解への一助を照らすものと思われる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

我々は、ヒト脂肪組織から低侵襲にて採取できる再生医療用の幹細胞資材の創出を進めて

いる。これまでヒト脂肪組織由来幹細胞の接着性を応用した技術により、ヒト脂肪由来間葉

系幹細胞（hAMSC : human Adipose tissue derived Mesenchymal Stem Cell）の作製に成功して

いる。この hAMSC は、従前の手法で採取した脂肪由来幹細胞（ASC）と比べ、脂肪、骨、

軟骨等の間葉系細胞、心筋細胞、肝細胞（Ohkura H, Moriyama H, et. al. Tissue Eng Part C Methods. 

2010）、神経細胞（Moriyama H, et. al. Plos One. 2013）など幅広い分化能に長けている。ま

た、BMP2, FGF2 をはじめとする各種の成長因子を分泌している (Moriyama H, et. al. BMC 

Cell Biol. 2012)。さらに、倫理的な問題やがん化のリスクが極めて低いこと、疾患モデル動

物移植において、損傷部位や疾患部位への遊走性、生着性にもすぐれている特性を有するこ

とも確かめている。これらの特性から、細胞治療用の幹細胞資材として最も実用性・有用性

が高いものの一つと捉えられている。実際、家族性高コレステロール血症等の希少疾患等を

対象とした前臨床試験にも用いられ、有用性の一端が実証されている。 

 申請者らはこの hAMSC にさまざまな生体環境ストレスを与え、未分化性・増殖性の向上

につながる種々の条件を精査した。その結果、細胞を取り巻く酸素環境の変動が、hAMSC

の増殖能・分化能を著しく改善することを見出した（図１）。加えて、この低酸素条件を規

定しうる分子（分子ゲージ）を用いた低酸素培養法を開発し、特許の取得が間近な状況にあ

る（出願番号：特願 2012-155584）。この方法で得られたヒト脂肪組織由来新規間葉系幹細

胞（Hx-hASC : Hypoxia eXposed-human Adipose tissue derived mesenchymal Stem Cell）には、

hAMSC に比べ、更に Notch シグナル伝達系の亢進と解糖系の亢進が認められ、非常に優位

に間葉系細胞（脂肪細胞を含む）への分化能に長ける集団を形成することを見出した（図 1）。 

 一方、ES・iPS 細胞な

ど未分化性・分化能の高

い幹細胞においては、解

糖系の亢進機構が働く

とされている。しかし、

解糖系が分化制御に関

わるメカニズムは未開

であり、精査・探索が望

まれる科学領域として

残されている。加えて、

ヒト生体内の脂肪組織

領域でも変動が観察さ

れる酸素濃度環境が、脂

肪組織の形成や維持・代謝に積極的に貢献する可能性は大きいと想定される（図 1）。 

 

 

２．研究の目的 

本研究では、「 ① Notch シグナル経路と低酸素応答シグナル制御機構の関連性 」を詳ら

かにすることで、「 ② 分子シグナルを指標とした、ヒト生体内環境に順応する脂肪組織構

築のための細胞再生医療用幹細胞の選別と評価 」を目指す。これにより、“ 脂肪組織再建

術のための橋渡し・基盤技術の開発 ”その方策を提示する。また、この研究成果からは、
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図１. 低酸素培養で創製された Hx-hASCは、増殖性、分化能ともに亢進する。 
(A) 通常酸素濃度(▲)、低酸素濃度（●）で培養した hAMSC の増殖曲線。（B）
通常酸素濃度(hAMSC)、低酸素濃度で培養して得た Hx-hASC を骨・脂肪へ分

化。染色部分（図中の色が濃い部分）が多いほど高く良質に分化している。Scale 



未だその生物学的性状が不明瞭な生体内近似の酸素環境下における間葉系幹細胞の“代謝

制御カスケードメカニズム”の全容の提示と中心的なシグナル制御の解明が予想される。そ

れらから総じて、真に細胞・組織再生医療に実用的である高品質かつ安全な究極の“ 臨床

用途に適した高品質な新規ヒト脂肪由来間葉系幹細胞（オーダーメイド再生医療用幹細胞）

の樹立 ”が期待できると考えている。 

 

 

３．研究の方法 

(1) Notch シグナル-低酸素応答シグナルと解糖系制御系間との関連性評価と分子制御機構の

同定 

これまでに Hx-hASC において Notch シグナルの活性化が解糖系の制御に関わり、幹細

胞の増殖能や間葉系系譜の終末細胞（脂肪細胞、骨・軟骨細胞など）への分化能の亢進

につながることを示した。そこで、低酸素-Notch シグナル依存的に発現制御される遺伝

子の網羅的探索と機能解析を行うことで、これらの遺伝子の関係づけと責任遺伝子を同

定する（図 2）。 

① マイクロアレイより得られた網

羅的遺伝子発現解析確認 

 ヒト由来の一般的脂肪幹細胞

(hASC) , hAMSC, Hx-hASC より

mRNA を抽出し、マイクロアレイを

用いた多検体網羅的遺伝子発現解析

を行った。上記の３項間アレイにお

ける低酸素培養下での発現変動、

Notch シグナル阻害による発現変動

（Notch オーム解析）における責任

遺伝子選定を行った。 

 

② 遺伝子レベル、タンパク質レベル

での候補遺伝子の検証 

  上記で得られた候補遺伝子を、定量的リアルタイム PCR 法を用いてバリデーションを行

った。転写因子、膜表面タンパク質（表面マーカーになり得るもの、細胞外基質を中心に）、

代謝関連因子をコードする遺伝子を優先して検証してた。転写レベルで変動が確認出来た

遺伝子に関しては、フローサイトメトリーやウェスタンブロッティング法等を用いて解析

した。これにより確証を得られた遺伝子について、ノックダウン法や TALEN/CRISPR 法に

よるゲノムエディティングに必要な制御遺伝子を作製した。 

 

(2) Notch 下流シグナル-解糖系を制御する遺伝子群から脂肪細胞分化に関わる分子の選別と

同定 

 代謝制御と幹細胞らしさ(Stemness)との関連性示す報告が蓄積していること、Notch シグ

ナルの下流シグナル系による代謝制御が規定されることが想定される。以上から Hx-hASC

におけるエネルギー代謝経路とその代謝産物に着目し、脂肪細胞分化に関わる分子の選別

至適低酸素
培養環境 Notchシグナル

低酸素応答
シグナル

HES1,SLC2A3など

遺伝子発現調節機構

？

脂肪細胞への増殖・分化能

脂肪細胞分化特異的幹細胞の同定

？

解糖系
代謝調節

図２．本研究の模式図 

Hx-hASC で活性化する Notch シグナルの下流の
制御機構を同定。遺伝子発現・代謝調節経路に着
目し、脂肪細胞への増殖・分化能を亢進させる限
定経路と要因を同定。そこから、分化に特化した
幹細胞を峻別する。 



と解析を行う。 

① 質量分析装置を用い代謝物質解析（メタボローム解析）と関連遺伝子の比較 

 通常酸素下培養、低酸素下培養した hASC、Hx-hASC より抽出した代謝産物を、質量

分析装置にて分析した。解析方法はこれまでの予備的検討と知見から、アミノ酸、有機

酸、糖類などの代謝産物に注目し、項目１.-①の遺伝子のカテゴライズと関連性を精査し

た。 

② 変動遺伝子による増殖能・分化能亢進への関与とその機序を解明 

 項目 2.-①より得られた候補遺伝子を過剰発現、もしくはノックダウンすることにより、

Hx-hASC の増殖能・分化能亢進に与える影響を確かめた。 

③ 遺伝子解析結果とあわせた Hx-hASC での代謝経路を同定 

  項目 2.-①,②より得られた変動遺伝子のうち、解糖系や TCA サイクルなどのエネルギ

ー代謝に関わる遺伝子を選定し、Hx-hASC において亢進もしくは抑制されるエネルギー

代謝経路を同定した。 

  

(3) 上記探索によって得られた Notch-解糖系シグナル関連因子を指標にした Hx-hASC の亜

集団峻別を行い、生体になじむ高品質な脂肪由来間葉系幹細胞集団の単離と評価 

 

 上記探索によって得られた遺伝子と代謝経

路に関して、実際にそれらが脂肪細胞分化能

の亢進に関与しているのか in vitro で検証し

フィードバックし。実証できた分子を指標に

Hx-hASC の亜集団を分別し、3 次元ヒト皮膚

培養系を改編した方法（図③）等を用いて機

能的な脂肪細胞に分化できるか評価した。 

 

① Hx-hASC より増殖能および脂肪分化能の

高いヒト脂肪由来新規幹細胞亜集団の分離

と創製 

 項目 1 および 2 で得られた責任分子や表面マーカーにより細胞を分別し、得られた細胞

を、改編 3 次元ヒト皮膚培養評価系（図３）に供し、表皮分化試験や脂肪分化評価・安全性

試験を行った。 
 
 
４．研究成果 
 脂肪由来幹細胞の低酸素応答にも関わる責任遺伝子群（マスターレギュレータ）を選別し、

この特性をもつ細胞亜群が発現する表面マーカーを同定した。そこから、それらの細胞亜群

をさらに分別することで、間葉系に属する各種の終末細胞への分化特性に傾向があること

を見出した。これにより、マスターレギュレータを指標とした脂肪細胞分化に長けた Hx-

hASC の亜集団の分離、および、ある一定の終末細胞に高い分化特性をもつ、脂肪由来幹細

胞のより詳細な亜集団への絞り込み（亜集団の峻別化）に至った。さらに、人工皮膚 3 次元

モデルの基礎的な検討において、その予備的な検討レベルではあるが、ケラチノサイトなど

の上皮構成細胞の維持に対する線維芽細胞との相乗効果、ならびに線維芽細胞とこの脂肪

由来間葉系幹細胞亜群との質的量的なバランスが、真皮層のターンオーバーに影響を及ぼ

図３．3次元ヒト皮膚培養構築法を改良した 
   ヒト脂肪細胞分化評価系の概念図 



すとする知見を得た。 
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低酸素状態下でのヒト脂肪由来間葉系幹細胞におけるNotchシグナルの役割

脂肪幹細胞の特性解析から紡ぐ創薬・臨床研究への橋渡し基礎研究
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低酸素状態に維持されたヒト脂肪由来幹細胞における新たな解糖系制御機構
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