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研究成果の概要（和文）：本研究では、再生治療を加速させる新しい幹細胞システムの開発を実施した。我々が
研究を進めている幹細胞を用いた再生治療において、移植の成功を左右する重要な課題が移植に必要な品質の高
い幹細胞を培養する技術である。幹細胞は培養条件に依存して、分化し幹細胞性を失うと、再生治療の材料とし
ての能力が急激に低下してしまう。しかしながら、申請者は、この常識を覆し、幹細胞をスフェア状態で培養す
ると高い幹細胞性を保持したまま長期間培養できることを発見した。そこで、本研究では、幹細胞移植の生着率
向上を目指して、幹細胞スフェアドラッグデリバリー技術を基盤とした新しい再生治療法を確立した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we developed a new stem cell system for the regenerative 
therapy. In regenerative therapy, the high-quality stem cells were required for transplantation. We 
found that culturing stem cells in a sphere state allows them to be cultured for a long period of 
time while maintaining high stem cell properties. Therefore, in this study, we established a new 
regenerative therapy method based on stem cell sphere drug delivery technology with the aim of 
improving the survival rate of stem cell transplantation. 

研究分野： 薬剤学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
幹細胞を用いた再生治療は、未だに治療法の存在しない難治性疾患の根本的治療を可能とし、様々な疾患への応
用が期待されている。しかしながら、幹細胞は培養中に品質が劣化しやすく、品質の高い幹細胞を安定して供給
する事は非常に難しいため、再生治療の普及の障害となっている。
そのため、移植に適した幹細胞製剤化技術の開発が急務の課題であった。
本研究では、幹細胞スフェア培養法という新しい技術を開発することで、長期間安定して幹細胞の品質を保持す
る事に成功した。この研究成果は、幹細胞を用いた再生治療の普及へ繋がった。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
申請者は、難治性の肺疾患や、がんで臓器を失った際の根本的な治療として、再生治療に取り

組んできた。研究初期には、肺胞再生にかかわる低分子化合物やたんぱく質を同定し、肺胞再生
効果を明らかにしてきた。軽度の肺胞破壊モデルでは発見した分化誘導剤が肺胞の再生を誘導
する優れた効果を示したが、完全に肺胞構造が破壊された重症例では分化誘導剤の投与のみで
は肺胞再生効果が不十分であり治癒には至らなかった。一方で、幹細胞を肺に直接移植すると顕
著な肺胞の修復効果が確認されている。そのため、組織修復に重要な役割を果たす幹細胞に着目
した。しかしながら、幹細胞は移植の際に剥離すると幹細胞性の著しい消失が認められ、安定し
て高い幹細胞性を保つのが困難であった。 
そこで、申請者は、生着率の高い幹細胞移植による再生治療を実現するため、幹細胞の培養方法
について研究を行った。そこで独自の幹細胞培養法である幹細胞スフェア培養法を確立した。幹
細胞スフェア培養では、生体内に近い環境で幹細胞を培養することが可能であり、高い幹細胞性
が保持された。 
本研究では、幹細胞移植の生着率向上を目指して、幹細胞スフェアドラッグデリバリー技術を

基盤とした新しい再生治療法を確立し、再生治療の発展に寄与する。 
  
 
２．研究の目的 
 
肺胞再生治療法が確立できれば、治療法のない慢性閉塞性肺疾患や難治性の肺線維症の根治、

外科的手術後の肺再建が可能となり、多くの患者の命を救う革新的な再生治療技術となる。申請
者が研究を進めている幹細胞を用いた再生治療において、移植の成功を左右する重要な課題が、
移植に必要な品質の高い幹細胞を培養する技術、そして移植後も安定した高い再生治療効果を
有する幹細胞製剤の開発である。 
幹細胞は培養条件に依存して、分化し幹細胞性を失うと、再生治療の材料としての能力が急激

に低下してしまう。しかしながら、申請者は、この常識を覆し、ES 細胞や体性幹細胞をスフェ
ア状態で培養すると高い幹細胞性を保持したまま長期間培養できることを発見した。幹細胞ス
フェア培養では、細胞の特性に合わせた培地や添加剤の最適化が必要である。 
本研究では高い幹細胞性を保つ製剤を構築するため、幹細胞スフェア製剤の調製・体内動態・

有効性および安全性を検証する。 
 
 
３．研究の方法 
 
・幹細胞スフェアの調製および評価 
移植に必要な品質の高い幹細胞を培養するため、申請者の独自技術である幹細胞スフェア培養
法を用いて、ヒト脂肪由来間葉系幹細胞に最適な培養条件を検討した。ヒト脂肪由来間葉系幹細
胞は、１０ｃｍ２シャーレに、専用培地１２ｍＬを用いて、５％ＣＯ２濃度および３７℃のインキ
ュベーター内で培養した。培養容器面積の７０～８０％程に増殖した状態で細胞を約
5000cells/cm2の密度でまきかえて維持した。細胞の剥離には、トリプシン/ＥＤＴＡ溶液を用い
た。 
ヒト脂肪由来間葉系幹細胞は、平均年齢 31歳（年齢幅 23～39 歳）の白人女性のドナーの脂肪

組織から抽出された。ヒト脂肪由来間葉系幹細胞は、CD13,CD29,CD44,CD73,CD90,CD105,CD166 が
90％以上陽性であることが確認されており、CD14,CD31,CD45 が 5％以下の陰性である事が保証
されている初代培養製品を LONZA 社から購入し使用した。培地は、血清・抗生物質・増殖因子を
含む high glucose の専用の培地を LONZA 社より購入し使用した。ADSC は、幹細胞マーカーが保
持されている 2～5継代目のものを実験に使用した。ヒト脂肪由来間葉系幹細胞は、法的許可を
受けインフォームドコンセントを取得したドナーから樹立されたものを LONZA 社より購入して
使用した。 
増殖因子として BMP2、EPOα、FGF2、G-CSF、IGF1、IL-3、IL-6 を添加した際の増殖活性につ

いて MTT アッセイ法を用いて検証した。調製した幹細胞スフェアの幹細胞性が保持されている
かを確認するため、幹細胞マーカーCD90、CD73、CD105 抗原の発現を、フローサイトメトリーを
用いて定量した。さらに、幹細胞スフェア製剤のアポトーシス、細胞老化の有無を確認した。 
 
・幹細胞製剤の蛍光顕微鏡による評価 
移植した幹細胞スフェアドラッグデリバリー製剤の形状を明らかにするため、蛍光顕微鏡によ
り幹細胞スフェアドラッグデリバリー製剤のアポトーシスマーカーや細胞老化マーカーや核膜
タンパク質の発現を観察した。ヒト脂肪由来間葉系幹細胞を 8well カルチャースライドに、



5000cells/cm2の密度で播種した。４８時間後に、細胞を４％パラホルムアルデヒドを用いて 20
分間室温で固定した。T-TBS で洗浄し、ＤＡＰＩ入りの封入剤でマウントした。倒立型蛍光位相
差顕微鏡（キーエンス、BZ-X700）を用いて、細胞を観察した。核膜の肥大化については、核膜
タンパク質である Emerin の発現を指標に蛍光顕微鏡での観察および Emerin タンパク質発現量
を WB 法を用いて定量した。 
 
・幹細胞製剤の透過型電子顕微鏡による評価 
移植した幹細胞スフェアドラッグデリバリー製剤の経時的な変化を明らかにするため、電子顕
微鏡により幹細胞構造を観察した。 
透過型電子顕微鏡試料作製法は以下の通りである。 
1．前固定： 2％グルタールアルデヒド（0.1 M リン酸緩衝液 pH7.4） 4℃ 一晩 
2．洗浄 ： 0.1 M リン酸緩衝液 pH7.4 4℃ 一晩 
3．後固定： 2％オスミウム水溶液 4℃ 2 時間 
4．脱水 ： 上昇エタノール(30-100% EtOH) 4℃-室温 各 15 min 
5．包埋  ： 包埋、エポキシ樹脂 60℃ 48 時間 
6．超薄切： ウルトラミクロト―ム、80-90 nm 切片作製、200 メッシュに積載 
7．染色 ： 2％酢酸ウラン水溶液、鉛染色液 
8．観察 ： HITACHI H-7600 at 100kV 
 
・幹細胞スフェアドラッグデリバリー製剤の移植評価 
幹細胞スフェアドラッグデリバリー製剤の皮下移植モデルにおける移植後の生着を評価した。
幹細胞スフェアドラッグデリバリー製剤は、スフェア培養用マトリゲルおよび専用培地に付属
する増殖因子を添加して、移植 1週間前からスフェア状に培養した。幹細胞スフェアドラッグデ
リバリー製剤を、移植用のマトリゲルに 1 対 1 の割合で混合した。107cells の間葉系幹細胞を
含む移植用の混合液 300μL を氷上でシリンジに充填し、免疫不全マウス（系統名 BALB/cAJcl-
nu/nu）の背部皮下に移植した。幹細胞スフェアドラッグデリバリー製剤を移植し 2 週間後の移
植部位の縦横高さをノギスで計測し体積（mm3）を算出した。 

 

 

４．研究成果 
 
 本研究では、幹細胞スフェアを基盤とした幹細胞製剤の構築と評価を行った。幹細胞スフェア
製剤の幹細胞性を評価した結果、幹細胞マーカーCD90、CD73、CD105 の高発現が確認でき、幹細
胞スフェア製剤が高い幹細胞性を保持していることが明らかとなった（Figure 1）。 
  

 
 

Figure 1 
フローサイトメトリーによる幹細胞製剤の幹細胞マーカーCD90、CD73、CD105 の評価 

 
 
そこで、細胞の状態を確認するため、幹細胞製剤における細胞死（アポトーシスマーカー）お

よび細胞老化（β―gal）の評価を行った。その結果、細胞死および細胞老化マーカー陽性細胞
はほとんど観察されなかった（Figure 2）。 
 

 



 
Figure 2 
幹細胞の細胞死（アポトーシスマーカー）および細胞老化 
（β―gal）の評価。スケールバーは 20μm。 

 
 
幹細胞製剤の経時的な変化を明らかとするため、透過型電子顕微鏡（TEM）を用いて細胞の観

察を行った。その結果、細胞の形態に細胞に異常は観察されず、核膜やミトコンドリアも正常で
あった（Figure 3-5）。 
 
 

 
Figure 3 
透過型電子顕微鏡（TEM）を用いた幹細胞の観察画像 
スケールバーは 10μm 

 

 
Figure 4 
電子顕微鏡による幹細胞の核膜の評価および 
Emerin を用いた核膜タンパク質の評価 

 
 

 



 
 

Figure 5 
       透過型電子顕微鏡を用いた幹細胞のミトコンドリアの観察画像 
       スケールバーは 600nm 

 
 
幹細胞スフェアドラッグデリバリー製剤による再生治療効果を明らかにするため、皮下移植

モデルを用いて治療効果を評価した。幹細胞スフェアドラッグデリバリー製剤では、移植部位
での新生組織の増大が確認でき、移植 2週間後の移植部位の体積は 3407±637 mm3であった
（Figure 6）。移植 3週間後の移植片の重量は、1967±151mg であり、幹細胞スフェアドラッグ
デリバリー製剤の生着が確認された（Figure 6）。 
 

 
 

Figure 6 
幹細胞製剤の移植後の移植部位の画像および摘出した移植片 
の画像。スケールバーは 1ｃｍ。 

 
 
本研究で開発した幹細胞スフェアドラッグデリバリー製剤は、高い幹細胞性を保持し、アポ

トーシスや細胞老化を起こしておらず高い品質が保たれていることが明らかとなった。細胞小
器官の構造にも変性は認められず、移植後の生着が確認された。 
 
本研究では幹細胞を高い品質で維持する方法を確立し、再生治療への応用が期待される。 
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