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研究成果の概要（和文）：独自に開発した低血清培養脂肪由来間葉系幹細胞（LASC）と従来の高血清培地で増幅したAS
C（HASC）の細胞特性の違いを明らかにするために、オートファジー系、代謝経路、解糖系、細胞内代謝産物、分泌サ
イトカインに関して網羅的に解析した。LASCではHASCと比較してオートファジーの亢進が観察されたが、その作用機序
は明確になっていない。ラパマイシン処理ではオートファジーは亢進しなかった。解糖系にも有意な差は見られなかっ
た。サイトカイン分泌については、LASCではMIP-1 alphaの分泌が上昇し、Fractalkine/CX3CL1の分泌が低下していた
。

研究成果の概要（英文）：In order to clarify the difference between the cell characteristic of low serum 
cultured adipose derived stem cells (LASC), which are our original, and those of high serum cultured 
adipose derived stem cells (HASC), we analyzed the autophagy system, metabolic pathway, glycolytic 
pathway, the metabolites in the cells, and cytokine secretion. Autophagy was enhanced in LASC as compared 
to HASC, although mechanisms remain to be clarified. Autophagy was not aggravated by the rapamycin 
treatment. No significant difference was observed in glycolytic pathway either. Concerning the cytokine 
secretion, MIP-1 alpha increased and fractalkine/CX3CL1 decreased in LASC.

研究分野： 腎臓病学

キーワード： 脂肪　間葉系幹細胞　間葉系間質細胞　オートファジー　微小環境因子　M2マクロファージ　HGF
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１． 研究開始当初の背景 
(1) 申請者らは脂肪由来間葉系幹細胞(ASC)

に着目し血清培養法を開発した。低血清

培養脂肪由来間葉系幹細胞（LASC）は

高血清培養 ASC（HASC）や骨髄由来間

葉系幹細胞（BM-MSC）と比較して、強

い再生促進作用と免疫抑制作用を有して

いる。LASC は vascular endothelial 

growth factor (VEGF)や keratinocyte 

growth factor (KGF)等種々の増殖因

子・サイトカインを高濃度に分泌してい

るが 、  特に再 生促進因 子とし て

hepatocyte growth factor (HGF)を高生

産していることが重要であることを見出

している。組織再生に関しても各種動物

モデル（下肢虚血、急性腎障害、皮膚潰

瘍、腹膜線維症、骨粗鬆症、腹圧性尿失

禁）で再性能が高いことを確認している。

また、LASC は組織再性能に加えて免疫

抑制作用を有しており、T-cell を介した

免疫抑制作用が HASC や BM-MSC に比

較して強力であることを in vivo(異種移

植モデル) / vitro(増殖抑制試験)で証明し

ている。さらに申請者らは、LASC は炎

症性 M1 マクロファージを抑制し、免疫

調整性 M2 マクロファージへと形質転換

させる作用が強いことも示している。こ

の作用は抗 GBM 抗体腎炎モデルラット

のクレアチニン・尿たんぱくを改善させ

た。この M2 マクロファージ誘導作用は

細胞同士の接触作用と LASC から分泌さ

れる液性因子の双方が関与していること

を示唆する結果も得られている。 

(2) ASC や MSC がもつ組織再生・機能再生

能を利用した細胞治療は世界的な広がり

を見せている。腎疾患領域においても移

植や炎症性疾患に対して臨床応用が進め

られている。申請者らは LASC が従来の

ASC や MSC に比べ高い治療効果を持つ

ことを示しており、LASC は有力な治療

法になりえると考えられた。LASC は培

養時の血清濃度を下げることで作成でき

るため、LASC の治療効果が低血清（＝

飢餓状態）に起因すると考え、飢餓状態

で亢進するオートファジー（自食作用）

に着目して作用機序の解明を試みた。ま

た、品質的に安定した LASC を作成する

ことが臨床応用においては不可欠である

ことから、LASC の免疫抑制効果の機能

解明から得られた知見を基に、LASC と

同等あるいは高機能化した細胞を無血清

培養法にて作成することを目指している。 

 

２．研究の目的 

(1) LASC の免疫抑制作用におけるオート

ファジーの関与の解明 

LASC におけるオートファジーの関与を

mTOR/Akt 経路に着目して明らかにする。 

(2) LASC の構造解析による免疫抑制メカ

ニズムの解明 

電子顕微鏡や分子標識技術を用いて、LASC

の機能を構造から明らかにする。その際、接

触因子に着目し、LASC と免疫細胞との間の

情報伝達機構を解明する。 

(3) LASC の免疫抑制作用に関与する液性

因子の同定 

LASC,HASC,BM-MSC が分泌する液性因子

の比較を通し、LASC の免疫抑制作用に関与

する液性因子を同定する。その効果を in 

vitro/ vivo の系で検定する。 

 

３． 研究の方法 

(1) LASC の 免 疫 抑 制 作 用 に お け る

mTOR/Akt 経路の関与の解明 

① オートファゴゾームの可視化により、オ

ートファジーの状況を LASC, HASC, 

BM-MSC で比較する 

② 低血糖培地あるいは mTOR 阻害剤であ

るラパマイシン刺激により、LASC のオ

ートファジーが亢進するかを検討する 



(2) LASC

① LASC,HASC

析し、細胞の性質・状態を明らかにする

② 細胞増殖期における代謝

的に測定し

を明らかにする

(3) 液性因子を介した

カニズムの解明

① サイトカイン

を行い、免疫抑制作用に関与する因子を

明らかにする

 

４． 研究成果

(1) 細胞内のオートファゴゾームを

autophagy detection kit

ころ、

てオートファジーが亢進していること

が示された。

 

 

 

 

 

次いで

間でふったところ、血清濃度が低いほど、

オートファジーが亢進していることが

FACS

らかとなった。
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(2)

 

 

 

次に LASC

ジーの関連性について、低血糖刺激、あ

るいは mTOR

刺激を加えた

両刺激においてオートファジーの亢進

は認められず、免疫抑制作用・分泌因子

に関しても明らかな差は確認できなか

った。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ラパマイシン以外の

LASC のオートファジーを亢進させる

ことはできず、オートファジー亢進と

いう側面からの

の機序解明は困難であると考えられた。

(2) HASC と LASC

ことは明らかであるため、次に代謝産物
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を解析し、

明を試みた。

維持するために

酸系が活性化することが報告されてい

る。

コンドリアの活性を代謝産物から解析

した。

LASC

関与する分子に明らかな差が確認され

た。また、細胞間シグナル伝達経路やア

ミノ酸代謝にも差がある傾向が示され

た。

臨床的にはミトコンドリアの機能を評

価するために乳酸

比）が用いられている

を超えると解糖系による

していると計算されるため、培養開始時

から継時的に代謝産物を測定したとこ

ろ、

うが低値に抑えられているものの、

産生が停止する

る

開始後早期に解糖系による

止していることが示唆された。

 

 

 

 

 

 

バイオプロセス分析を行い、

の代謝・生成産物を細胞播種後から継時

的に

代謝経路に差があれば代

過程に差がみられると仮定したが、代謝

産物に関しては細胞の数によるところ

が大きく、培地自体の組成が異なること

から解析方法の検討が必要であると考

えられた。
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今後はこれらの知見の下、

トキナーゼ阻害による解糖系の抑制

るいはオリゴマイシン等による電子伝

達系（ミトコンドリア機能）の抑制が

LASC の性質や性能にどのような影響を

及ぼすか検討を行っていく。

(3) ラット LASC

て、IL-6 および
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についてヒト
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においてLASC
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れなかった
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る可能性が示された。そこでヒト

HASC、BM-MSC

ンの網羅的測定を行った。

LASC および

VEGF-A（p<0.001
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Fractalkine/CX3CL1 が関与しているこ

とが示唆される結果となった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

今後はこれらの液性因子が LASC の作用

においてどのような働きを担っている

のかを解析し、これら因子の発現量を調

整することで強化 LASC の作成、無血清

培地による細胞作出を検討する必要が

ある。 
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