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研究成果の概要（和文）：糖尿病は病状が進行に伴い３大合併症を併発し、血糖のコントロールと併せて、その
合併症に対する治療が必要となる。糖尿病性壊疽を引き起こす創傷遅延は、極めて難治性であるが、遅延を引き
起こすメカニズムについては十分に解明されていない。当該研究では、糖尿病由来間葉系幹細胞（dAT-MSC)を単
離し、健常者由来間葉系幹細胞（AT-MSC)と比較解析することにより、創傷遅延を引き起こす原因遺伝子の探索
を行った。結果、EGR-1(early growth factor-1)の発現が、DAT-MSCにおいて有意に上昇し、加えて炎症性サイ
トカインであるIL-6の発現が上昇していることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Adipose tissue has been a main focus for many studies aiming to elucidate 
the molecular mechanism of type 2 diabetes mellitus and its complications. Adipose tissue-derived 
MSCs (AT-MSCs) are easily isolated and used for auto transplantation. However, the distinctive 
characteristics of AT-MSCs from diabetic donors (dAT-MSCs) are still unclear. In this study, I 
demonstrate that dAT-MSCs have impaired wound healing ability, as shown through tissue analysis of 
an ischemic flap mouse model. Notably, dAT-MSCs exhibited impaired cell adhesion. I found the 
transcription factors, early growth response factor-1 (EGR-1) and hypoxic inducible factor-2α 
(HIF-2α), were highly expressed in dAT-MSCs under hypoxic conditions. Of note, the target genes 
regulated by these transcription factors, including growth factors and adhesion molecules were 
significantly upregulated in dAT-MSCs as compared with nAT-MSCs. Knockdown of EGR-1 can restore the 
characteristic of dAT-MSCs and wound healing ability.

研究分野：幹細胞生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
当該研究により、糖尿病患者さんに対し自己の幹細胞を用いた治療を行う際に、その幹細胞自体が正常に機能し
ないことにから、何らかの方法を用いて正常に作用するように幹細胞を再機能化することが求められることが明
らかとなった。その一つの手段として、健常者由来間葉系幹細胞から放出されるマイクロベシクルが大きな役割
を果たすことを明らかにした。患者さんにおいて自家幹細胞移植を行う際に、各疾患に応じた幹細胞治療法に基
づいて行う必要があることを示唆している点で社会的意義は大きい。今後、マイクロベシクルを用いた幹細胞加
工法が確立し、機能性幹細胞治療法が大きく発展することが期待できる点において学術的意義は大きい。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
1)各幹細胞を用いた細胞治療：胎生幹細胞である ES細胞は,多能性分化能を有しているが,
細胞治療に用いる際に他家移植となることから拒絶反応が生じる可能性が極めて高いこと
が大きな問題点として挙げられる．加えて iPS 細胞を用いた細胞移植は,自己の細胞由来
iPS 細胞を用いる事となり，拒絶反応は抑えられるが，依然として発癌の危険性が残るこ
とが指摘されている．一方，成体幹細胞に分類される間葉系幹細胞(MSC)は，骨髄・臍帯血・
胎盤・脂肪組織・歯髄等，生体内の様々な組織に存在し多分化能を有し，移植後発癌性を
有しないことから，細胞治療に用いるのに大変優れている． 
2)MSC を用いることの優位性：申請者は，臍帯血由来 MSC において増殖能・分化能が高い
細胞集団を単離・同定することに成功し，その特性を明らかにした(Stem Cells Dev 2010). 
さらに，自家移植可能な骨髄・脂肪組織・歯髄からMSCを単離し比較解析を行ない，AT-MSC
が他組織由来 MSC と比較して増殖能が高く，動物移植モデルにおいて早期に骨石灰化を生
じ，血流回復を誘導することを明らかにした(Stem Cells Dev 2014)．加えて，AT-MSC が増殖
能において他組織(特に骨髄)由来 MSC と比較してきわめて高いことを見出している(倍加
時間：骨髄由来，80.6 時間；脂肪由来，48.6 時間；歯髄由来，44.1 時間)(Stem Cells Dev 
2014)．以上の結果は，AT-MSCが他組織由来MSCと比較して細胞治療として用いること
が有益であることを示している．まとめると，MSC は，1) 採取時の侵襲性の低さ，2) MSC
の単離が容易であること，3) 増殖能が高い，の理由からヒト脂肪由来 MSC(AT-MSC)の細胞
治療への応用が大きく期待されている． 
3)基礎疾患と幹細胞：AT-MSCを提供するドナーが何かの疾患に罹患している場合，その
患者さん由来 AT-MSCの機能について，未だ十分に解析されておらず，健常人由来MSC
と同様の投与法が行なわれているのが現状である．また，慢性疾患等を抱える患者さん由
来の MSC は，健常者の MSC に比べて治療効果が低いことが既に報告されている．本研究で
は，大きな社会問題となっている生活習慣病（肥満・糖尿病・心疾患）に着目し,特に慢性
に経過し細胞移植の適応となる種々の合併症を来す 2型糖尿病(T2DM)に焦点を当て解析を
進める． 
 
２．研究の目的 
生活習慣病の一つである糖尿病(DM)は，血糖コントロールに加え，三大合併症に対する治
療が不可欠である．糖尿病性壊疽を引き起こす創傷治癒遅延は，QOLに大きく影響するこ
とから，その分子機構解明が急務である．それらの難治性症状に対し，幹細胞を用いた治
療法の導入が検討されている．成体幹細胞の一つである間葉系幹細胞(MSC)は骨髄・臍帯
血・胎盤・脂肪組織等，生体内の様々な組織に存在し多分化能を有することから，幹細胞
治療のソースとして有望であり，以下の利点を有している；1)採取が比較的容易である(特
に脂肪)，2)移植後発癌性を有しない，3)細胞増殖能が高く自家移植が可能である．しかし，
基礎疾患を有する患者由来MSCは，各基礎疾患の病態に影響されやすく,健常人由来MSC
とは異なる特性を有することから，病態に応じた幹細胞治療法の確立が急務である．本研
究では DM患者由来 MSCに着目し，1）糖尿病疾患を有する群と DM疾患を有しない群
間におけるMSC比較解析を行ない，2)創傷治癒マウスモデルを用いて DM合併症に対す
る幹細胞治療法を開発する，3)得られた知見を基に他幹細胞移植への応用を図る． 
 
３．研究の方法 
申請者は，先行研究においてヒト脂肪由来 MSC(AT-MSC)が，他組織由来 MSC と比較して，
1)増殖能が高く，2)血管再生能に優れていることを見出した．本研究では，DMを有する患
者さん由来 AT-MSC(dAT-MSC)を用いて，1)増殖能，2)分化能，3)低酸素応答性，4)動物移
植モデル（血管再生，創傷治癒）について解析し，MSC 自体における原因遺伝子を明らかに
するとともに，DM 環境から移植 MSC への影響について, DM モデルマウスを用いた解析を行
う．また，原因遺伝子を加工した dAT-MSC を投与することにより創傷治癒が回復すること
を移植実験により明らかにする． 
（平成 28 年度）DMがMSCに与える影響を明らかにする： 
AT-MSCの樹立：外科手術の際に不要となる脂肪組織をインフォームド・コンセントに
より了承が得られている患者さんから提供して頂く．以下の手順により，AT-MSCを採
取・培養を行う．①脂肪組織を細切する，②脂肪組織を PBSで洗浄する，③コラゲナー
ゼ処理（37℃，60 分），④比重遠心法（1.083）により単核細胞分画を採取する，⑤細
胞を PBSで洗浄する，⑥DMEM-H/10%FBS +bFGF 培養条件下により細胞を維持する． 
【比較検討項目】(nAT-MSC v.s. dAT-MSC) 
① 細胞形態,②細胞表面マーカー発現（FACS解析）,③細胞増殖能，④細胞分化能，⑤分
化細胞（骨・脂肪・軟骨）に特異的な遺伝子発現解析（Real time PCR 法）⑥創傷治癒モ
デルマウスを用いた解析；マウス背部を脱毛し，コの字型に皮膚を切開した後に背部に戻
し縫合し，皮弁周囲4ヶ所（右2ヶ所，左2ヶ所）に1x105個の細胞を皮下注入する．投与後1
週間目に皮弁尾側部位における壊死している組織面積を計測する．本in vivo解析により，
AT-MSCが持つ創傷治癒効果を比較解析することが可能である．標的遺伝子の発現：Real 



time PCR法)：dAT-MSCとnAT-MSC間において，創傷治癒能に影響する因子を遺伝子発現解析
により同定し，その役割について解析を行なう． 
（平成29年度）細胞加工したdAT-MSCの移植実験： 
マウス移植モデルを用いた解析：レシピエントマウスにDMの病態を反映させたDMモデルマ
ウスを用いて移植実験を行う：創傷治癒モデルを用い，マウス背部にnAT-MSCあるいは
dAT-MSCを投与することにより，創傷治癒効果を移植後7日目に背部壊死面積を計測する．
また，上記モデルマウスを用いてDM環境をin vivoで再現した後，以下の実験を行なう． 
平成28年から解析しているnAT-MSCとdAT-MSC間で異なる発現を示す遺伝子群において，
dAT-MSC を遺伝子加工することにより，nAT-MSC と同程度の創傷治癒能を獲得できるかに
ついて in vitro 及びマウス移植実験により明らかにする． 
（平成30年度）移植後幹細胞の性状について解析を行う: 
今までの解析から，幹細胞においても基礎疾患による影響を受け，幹細胞治療に影響する
ことが明らかとなった．今後，自家移植を考えた場合，加工した幹細胞が移植後に基礎疾
患ならびに投与薬剤によってどのように影響を受けるのかについて解析を行なう． 
 
４．研究成果 
本研究では、糖尿病由来MSCの特性を健常者由来MSCと比較検討することにより、創傷遅延
を引きおこす原因遺伝子を探索することを目的に研究を行った。in vitroでの機能解析に
加え、創傷治癒モデルマウスを用いたin vivoでの解析を実施した。 
申請者は、既にヒト脂肪由来MSC (AT-MSC)が他組織由来MSCと比較して、１）増殖能が高く、
２）血管再生能に優れていることを報告している。 
当該研究では、dAT-MSCとnAT-MSCにおいて、以下の項目について比較検討を行った：１）
細胞形態、２）細胞増殖能、３）細胞分化能、４）細胞表面マーカー。３）の細胞分化能
において、dAT-MSCがnAT-MSCと比較して、脂肪への分化能が亢進していることが明らかと
なったが、他項目において有意差は見られなかった。５）の比較項目として、創傷治癒モ
デルマウスを用いた創傷治癒能の解析を行ったところ、細胞移植後７日目において、
dAT-MSCにおいて有意に低下していることが分かった。 
 
創傷治癒モデルマウスを用いたAT-MSC の創傷治癒能力について、健常者および糖尿病患者
間での比較検討を行った。dAT-MSCでは、健常者由来と比べて創傷治癒遅延が顕著であるこ
とが明らかとなった。遺伝子発現解析により、接着因子であるCyr61の発現が有意に上昇し
ていることが確認された。加えてCyr61の発現を調節してるEGR-1(early growth response 
factor-1)の発現がdAT-MSCにおいて、有意に上昇していることが明らかとなった。 
さらに、dAT-MSCの機能改善を目的とし、細胞から放出されるマイクロべシクル(MVs)をん
AT-MSCより回収し、その機能解析を行った。その結果、MVsを取り込ませたdAT-MSCにおい
て、細胞遊走能、生存能、血管新生能に係る遺伝子発現が上昇することが明らかとなった。
さらに、健常者由来MVsを取り込んだdAT-MSCは、創傷治癒機能回復能が改善することがマ
ウスを用いた実験により明らかとなった。 
 
創傷治癒遅延の原因として考えられるEGR-1遺伝子が、どのような機能を介して創傷治癒遅
延を引き起こしているのかについて、その機能解明を行う予定である。加えて、動物移植
モデルにより、原因遺伝子の関与を明確にし、糖尿病由来患者の自家移植方法について検
討を行う。健常者由来MVsを取り込んだdAT-MSCにおいて、創傷治癒能改善が引き起こされ
た原因因子ついて解析を行う。また、MSC由来 MVsが、MSC以外の幹細胞に対してどのよう
に影響を及ぼすのかについて解析を行い、細胞治療法の開発に発展させる。 
 
ステロイド治療を有している患者さんにおいて、高頻度に骨粗鬆症が引き起こされるが、
その分子メカニズムが十分には解明されていない。ステロイド治療を受けている患者さん
から AT-MSC を単離し、骨分化能抑制メカニズムについて解析を行った。結果、骨分化能抑
制因子として、DKK-1 (Dickkopf-1)の発現がステロイド治療を有している患者さん由来 MSC
で上昇していることを明らかにした。加えて、ステロイド治療を有している患者さんにお
いて、創傷治癒能が低下していることに着目し解析を行った。ステロイド治療を受けてい
る患者さん由来 MSC において、血管内皮前駆細胞を創傷部位に遊走するケモカイン因子で
ある SDF-1(stromal cell derived factor-1)の発現が低下しているのが明らかとなった。 
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