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研究成果の概要（和文）：再生医療および細胞治療において注目される細胞のひとつであるMuse細胞は、骨髄や
脂肪組織，皮膚，臓器の結合組織などに存在し、修復を必要とするどのような種類の細胞にもなる多能性がある
ことが示されている。本研究では、人の血液中にこの細胞が存在するのか、存在するのであればどのような特徴
があるのかを検討した。ヒト末梢血中には、多能性および遊走能を有し，傷害組織に投与することで分化する能
力がある新規のMuse細胞サブタイプ “末梢血Muse 細胞”が存在する可能性があることを明らかにした．

研究成果の概要（英文）：Multilineage-differentiating stress-enduring (Muse) cells were recently 
discovered as stress-tolerant pluripotent stem cells from mesenchymal stem cells (MSCs) and 
fibroblasts, as well as from the adult human bone marrow mononucleated fraction. Although Muse cells
 have been demonstrated to play an important role in vivo as endogenous stem cells that contribute 
to tissue homeostasis through reparative maintenance and to tissue reconstruction following serious 
tissue damage, its presence and characteristics in the peripheral blood of healthy human have not 
evaluated yet. This study showed the novel subtype of “Peripheral Blood Muse cells” in human 
peripheral blood. While the cell has some different characteristics to the bone marrow MCS-Muse 
cells, they exhibit pluripotent and migrating capacity to S1P as target molecule, and reparative 
functions following focal administration to the damaged tissue.

研究分野： 救急・集中治療医学

キーワード： Cell-based therapy　間葉系幹細胞　Muse細胞　急性期侵襲病態　敗血症

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
再生医療において注目される細胞のひとつであるMuse細胞には、ヒト末梢血中に存在し，多能性および遊走能を
有し，傷害組織に投与することで分化する能力があることの示唆される，Muse 細胞のアナログとしての“末梢
血Muse 細胞”が存在する可能性があると考えられた．末梢血中には組織由来Muse細胞と異なる特性を有する新
規のMuse細胞サブタイプが存在することが考えられ、新たな再生医療治療展開へとつながることが期待される．



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

敗血症は集中治療室における死亡原因としてもっとも頻度が高いだけでなく、世界的な死亡
原因として 3 番目に多い疾患であり、3-4 秒に 1 人が命を落としている。とくに先進国での罹患
率は毎年 8-13%の割合で増加し、治療成績は改善しているものの死亡率は 20%を越える。しか
し、その転帰の改善を証明することのできた特異的治療法は存在せず、新たな治療としての cell-
based therapy が注目されている。 

これまでの間葉系幹細胞による治療では、炎症反応の抑制、傷害組織におけるアポトーシスの
抑制、血管新生促進などの炎症･免疫反応などの調節のみが期待され、再生・修復細胞としての
視点からの注目はされていない。間葉系幹細胞は、自身の属する組織を超えて多様な細胞への分
化能を有し、生体に投与すると傷害部位にホーミングし、組織に応じた分化・修復能を有するこ
とが示されている（J Clin Invest 2004;113:1701）。しかし、全ての間葉系幹細胞にこの特性が
認められるのでなく、間葉系幹細胞の数％を構成する Muse （Multiliniage-differentiating 
stress enduring） 細胞のみが三胚葉性細胞への分化と自己複製能を有する多能性幹細胞であり、
かつ組織修復効果を持つことを共同研究者の出澤らが明らかにした（Proc Natl Acad Sci U S A. 
2010;107:8639）。 
敗血症急性期には、血管内皮を含む全身性細胞･臓器機能障害、過剰な免疫･炎症反応から多臓

器不全が生じる。さらに、急性期以降には、immunoparalysis とされる免疫不全状態に陥る。
これまでの間葉系幹細胞による cell-based therapy では、過剰な免疫･炎症反応を抑制する
trophic 効果のみが注目されてきたが、同時に多能性幹細胞としての機能を有する Muse 細胞
は、これらの急性期から非急性期のいずれの病態へも治療効果を有する可能性があるものと考
えられる。 

 
２．研究の目的 

Muse 細胞を中心とした間葉系幹細胞を血中投与することによる cell-based therapy には、敗
血症の病期や重症度、傷害臓器を考慮することのない、過剰な免疫･炎症反応を抑制する trophic 
効果のみにとどまることのない傷害された細胞の置換による根本的治療効果が期待できるもの
と考えられる。これまでにない新たなアプローチによる敗血症治療として、Muse 細胞による治
療をめざすことがテーマとしての目標である。 
本研究においては、これまでに述べた背景のもと、以下を明らかにすることを申請時における

目的とした。 
(1) 敗血症患者における Muse 細胞動態とその多能性幹細胞機能および臨床病態との関係を明
らかにすること 
敗血症患者において、以下①～③を解析し、敗血症における Muse 細胞動態と病態との関連を臨
床的に明らかにする。 
① 敗血症患者の血中に Muse 細胞がどのように動員されているのか 
② 動員されている細胞には本当に多能性幹細胞としての機能があるのか 
③ 血中 Muse 細胞動態と病態、転帰との関連か

ら、適切な動員とはどのようなものか 
(2) Trophic 効果にとどまることのない多能性再
生細胞としての Muse 細胞による敗血症病態改
善効果を基礎的に明らかにすること 
間葉系幹細胞による敗血症に対する治療の基

礎研究にとどまるものである。そして、基礎的検
討においても、炎症反応の抑制、傷害組織におけ
るアポトーシス抑制、血管新生促進などの
trophic 効果のみが期待され、再生・修復細胞と
しての視点からの注目はされていない。敗血症の
病態においては、全身性免疫･炎症反応とともに、
血管内皮細胞を含む、全身諸臓器･組織において障害が生じていることが考えられる。Trophic 効
果とともに、自身の属する組織を超えて多様な細
胞へ分化し、傷害部位にホーミングし、再生･修復
細胞として機能することが考えられるのが Muse
細胞である。1) trophic 効果とともに、2)傷害部位
にホーミングし、胚葉を超えた再生細胞として機
能する Muse 細胞を血中に投与することによる敗
血症病態治療効果を基礎的に検討することを目的
とした。 

 
３．研究の方法 
 敗血症患者におけるMuse細胞動態とその多能性
幹細胞機能および臨床病態との関係を明らかにす
ることを目的として、敗血症患者における Muse 細
胞の血中動態評価と再生細胞としての多能性評価、炎症および免疫学的特性を検討することを



予定した。しかし、敗血症患者末梢血における Muse 細胞の同定、単離等が困難であることから、
これまでに十分な評価の行われていない“末梢血 Muse 細胞”を明らかにすべく研究を行った。 
末梢血において，①SSEA-3 陽性である“末梢血 Muse 細胞”を同定し，その基礎値を検討 

すること，末梢血 Muse 細胞の②多能性，③遊走能/走化性，④分化能を評価し，末梢血非 Muse
（SSEA-3 陰性）細胞やこれまでにすでに報告されている培養した骨髄間葉系幹細胞から採取し
た Muse 細胞と比較することによって，生体内に元来存在し，血中を循環している“末梢血 Muse
細胞”の特徴を明らかにすることである． 
(1) ヒト末梢血 SSEA-3 陽性細胞の単離 

“末梢血 Muse 細胞”は骨髄から動員されていると考えられるので，本研究では末梢血に
おける単核球成分を用いた．健常ボランティアから得た末梢血から単核球を分離し、一次抗
体染色として抗 SSEA-3 抗体，二次抗体染色として FITC 標識抗 rat-IgM 抗体（二次抗体）
を用いた。SSEA-3 は多能性幹細胞のマーカーとして知られているが，抗 SSEA-3 抗体は赤血
球にも弱く結合する．末梢血において赤血球数は，末梢血 Muse 細胞などのまれな幹細胞集
団と比べると極めて多いので，核のない赤血球を除去し，末梢血 Muse 細胞を単離するため
の単核球分画を高純度に選別した． 

(2) ヒト末梢血 SSEA-3 陽性細胞の共焦点レーザー顕微鏡による観察 
単離した末梢血 SSEA-3 陽性細胞を共焦点レーザー顕微鏡(C2si; Nikon Corporation, 

Tokyo, JPN)を用いて観察した． 
(3) ヒト末梢血 SSEA-3 陽性細胞の培養 

FACS により健常ボランティアから約 1000 個の末梢血 SSEA-3 陽性細胞を単離した．骨髄
間葉系幹細胞由来 Muse 細胞の一般的培養条件である 10%ウシ胎仔血清，0.1mg/ml カナマイ
シンを添加した DMEM にて細胞培養を 7日間行った．  

(4) フローサイトメトリーにおけるヒト末梢血 SSEA-3 陽性細胞の二重染色 
健常ボランティアから新鮮末梢血を採取し，単核球を選別した後，SSEA-3 と 14 種類のマ

ーカーの二重染色を行った．二重陽性細胞の割合は，二重陽性細胞数／SSEA-3 陽性細胞数×
100（％）として算出した． 

(5) ヒト新鮮骨髄 Muse 細胞の解析（Fresh Bone Marrow-Muse: F-BM-Muse） 
ヒト新鮮骨髄液を購入し,上記末梢血 SSEA-3 陽性細胞と同様のプロトコールで単核球を

選別し，SSEA-3 陽性である骨髄 Muse 細胞を単離した． 
(6) ヒト骨髄由来間葉系幹細胞からの Muse 細胞の単離（BM MSC-Muse） 

ヒト骨髄由来間葉系幹細胞を購入し、過去の報告に従って、SSEA-3 陽性細胞を骨髄間葉系
幹細胞由来の Muse 細胞として単離した． 

(7) 定量 PCR 
(8) 遊走能試験 

ヒト末梢血 SSEA-3 陽性細胞の遊走能を検討するため，遊走因子として sphingosine-1-
phosphate(S1P)(Enamine LLC, Monmouth Jct.)を用いた．96-well Cell Migration Plate を
使用して，S1P を含まない培地を入れた場合と比較検討した． 

(9) SCID マウスラクナ虚血モデルへのヒト末梢血 SSEA-3 陽性細胞の局所投与ラクナ梗塞モデル
を作製し，1週間後に健常ボランティアから単離したヒト末梢血 SSEA-3 陽性細胞 800～1000
個を 3μLの FluoroBrite15 DMEM に懸濁し，梗塞巣近傍へ局所投与した.コントロールに用
いたマウスには細胞を含まない FluoroBrite DMEM を投与して比較検討した． 

(10) 組織学的評価 
 
４．研究成果 
(1) ヒト末梢血 SSEA-3 陽性細胞の同定―サイズと細胞数 

健常者新鮮末梢血を用い、フローサイトメトリーにて多能性細胞特異的マーカーである
SSEA-3 陽性細胞を同定した．さらに共焦点レーザー顕微鏡による評価から、ヒト末梢血 
SSEA-3 陽性細胞サイズは 10.1±0.3μm（範囲：8.7～14.7μm）であることを明らかにした。
これは、これまでに報告されてきた組織由来 Muse 細胞よりも小さい。さらに末梢血 SSEA-
3 陽性細胞数は，単核球の 0.04±0.003％と非常に低比率であった．ただし、パーセンテー
ジには大きな個人差を認めた． 
さらに、これらの細胞を用いた培養を試みたが、組織由来 Muse 細胞で一般的に用いられ

ている従来の培養条件では，接着/浮遊培養ともに細胞を増殖させることはできず，in vitro 
実験では接着性や増殖活性を評価することはできなかった． 

(2) ヒト末梢血 SSEA-3 陽性細胞の細胞表面マーカーの解析 
骨髄間葉系幹細胞や脂肪組織，真皮などの組織由来 Muse 細胞は SSEA-3 陽性，かつ間葉

系マーカーの CD105 陽性の二重陽性細胞であると報告される．しかしながら，末梢血 SSEA-
3 陽性細胞の CD105 陽性率は 22.4±3.8%であった．一方，すべての末梢血 SSEA-3 陽性細胞
は CD45 陽性であった．  

(3) ヒト新鮮骨髄 Muse 細胞の解析 
末梢血 Muse 細胞の供給源と考えられる新鮮骨髄中における Muse 細胞の特性について検

討した．骨髄単核球に対する SSEA-3 の平均陽性率は 0.2±0.01％であった．さらに，末梢
血 SSEA-3 陽性細胞で 100%陽性であった CD45 と組織由来 Muse 細胞のすべてが発現してい



ると報告されている CD105 の発現について調べた．SSEA-3 陽性である新鮮骨髄 Muse 細胞の
中には，CD45 陽性である細胞が 7.5±0.9％，CD105 陽性である細胞が 68.4±1.7％存在し
た． 

(4) ヒト末梢血 SSEA-3 陽性細胞における遺伝子発現 
ヒト末梢血 SSEA-3 陽性細胞の多能性を評価するために，2健常ボランティアから単離し

た新鮮末梢血 SSEA-3 陽性細胞と SSEA-3 陰性細胞，培養した骨髄間葉系幹細胞由来 Muse 細
胞（BM MSC-Muse）を遺伝子解析に用いた． 
末梢血 SSEA-3 陽性細胞は，多能性マーカーである Nanog,Oct3/4，Sox2 を末梢血 SSEA-3

陰性細胞や骨髄間葉系幹細胞由来 Muse 細胞よりも有意に高いレベルで発現していた．末梢
血 SSEA-3 陽性細胞におけるこれらのマーカーの発現レベルは，末梢血 SSEA-3 陰性細胞に
おける発現と比べ，約 2.6～2.8 倍高く（p<0.01），BM MSC-Muse 細胞における発現と比べる
と著明に高かった（Nanog 約 90 倍，Oct3/4 約 30 倍，Sox2 約 45 倍）（すべて p<0.01）.
以上より，末梢血 SSEA-3 陽性細胞における多能性マーカーの発現レベルが高いことを明ら
かにした． 
次に，末梢血 SSEA-3 陽性細胞表面マーカー解析において特異的な結果を認めた CD105 と

CD45 についても遺伝子発現レベルを検討した．末梢血 SSEA-3 陽性細胞における CD105 の遺
伝子発現は SSEA-3 陰性細胞と比べて約 0.2 倍と低値であったが，CD45 遺伝子発現レベル
はほぼ同等であった．また，末梢血 SSEA-3 陽性細胞における CD105 遺伝子発現レベルは，
BM MSC-Muse 細胞に対して約 0.02 倍と極めて低値であった（p<0.001）． 
スフィンゴシン-1-リン酸（S1P）は Muse 細胞の動員因子であることが示唆されており、

動員因子である S1P に対するレセプターである S1PR 遺伝子発現解析を行った．S1PR には
S1PR1-5 まで 5つのサブタイプがあり、S1PR1, 3, 4, 5 の遺伝子発現レベルは末梢血 SSEA-
3 陽性細胞と SSEA-3 陰性細胞比較に大きな差は認めなかったが，末梢血 SSEA-3 陽性細胞に
おける S1PR2 の遺伝子発現レベルは約 7倍と増加していた（p<0.01）.  

(5) ヒト末梢血 SSEA-3 陽性細胞の S1P への遊走 
S1P 存在下における末梢血 SSEA-3 陽性細胞の遊走能/走化性を評価するために、S1P 存在 

の有無における Chemotaxis assay を行った．末梢血 SSEA-3 陽性細胞の移動距離（p<0.05），
速度（p<0.05），方向性（p<0.01）のいずれも，S1P 存在下において有意な上昇を認めた. 

(6) ラクナ梗塞組織における末梢血 SSEA-3 陽性細胞の早期分化 
組織由来 Muse 細胞は，静脈投与や局所投与で傷害部位に誘導的に遊走・生着し，自発的

に傷害部位の組織に応じた細胞へ分化することが，脳梗塞や肝障害，皮膚潰瘍や慢性腎臓病
などの疾患モデルマウスにおいて報告されている．末梢血 SSEA-3 陽性細胞にも損傷部位へ
生着し，適切な細胞系統へ分化する能力があるかどうか調べるために，重症複合免疫不全マ
ウスにラクナ梗塞を作製し，単離ヒト新鮮末梢血 SSEA-3 陽性細胞を発症後 7 日目に梗塞巣
近傍へ局注して組織学的検討を行った． 
局所投与後 7 日目，免疫組織化学染色によりヒト特異的ミトコンドリアに標識されたヒ

ト末梢血 SSEA-3 陽性細胞の梗塞巣近傍への生着が認められた．対照として用いた 
FluoroBrite DMEM のみ投与では，ヒトミトコンドリア陽性細胞を認めなかった． 

 

骨髄間葉系幹細胞由来 Muse 細胞と末梢血 Muse 細胞 

 骨髄間葉系幹細胞 Muse 細胞 
(BM MSC-Muse) 

末梢血 Muse 細胞 
(PB-Muse) 

SSEA-3 expression ○ ○ 
Pluripotent markers expression ○ ○ 
Migration for S1P ○ ○ 
Differentiation ability ○ ○ 
Adhesiveness to the dish ○ - 
Proliferation to make cluster ○ - 
Cell size 13 – 15 μm 10 μm 

CD105 expression high low 

CD45 expression - ○ 
 

本研究において同定したヒト末梢血中に存在する，多能性マーカーである SSEA-3，Nanog, 
Oct3/4, Sox2 を発現し，遊走能を持ち，傷害組織に投与することで分化する能力があることを
示唆した細胞は，Muse 細胞のアナログとしての“末梢血 Muse 細胞”である可能性があると考
えられた．末梢血中には組織由来 Muse 細胞と異なる特性を有する新規の Muse 細胞サブタイプ
が含まれている可能性がある．急性侵襲病態にある患者において，末梢血 Muse 細胞の出現とそ
の程度を評価することにより，本細胞を補充することが適切となりうる病態を見出し，治療展開
へとつなげられると考えられる． 
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