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研究成果の概要（和文）：ASCの免疫寛容に関与する因子を同定、評価をおこなったが、FACSで分離したASCはヘ
テロな細胞集団のため、免疫寛容に関与する細胞の同定を次世代シーケンサーを用いて検証した。その結果、
ASCには、遺伝学的類似性から10の集団が存在することを確認し、網羅的な遺伝子解析により、ある細胞集団Xに
おいて、免疫応答に関与する遺伝子群の発現上昇を認めた。この集団XをCD3+T細胞とLPS添加培地で共培養した
ところ、CD3+T細胞のTreg分化が有意に増加することを認め、さらに集団XとCD3+T細胞間に存在するシグナルを
RNA-Seqにより検証をおこなったところ、免疫応答に関与する候補因子を確認した。

研究成果の概要（英文）：We examined the factors associated in immune tolerance by cytokine assay. 
However, ASC isolated by FACS was remained an issue, as these cells were heterogeneity cell 
population. Therefore, we verified whether there are cells involved in immune tolerance in the 
population using single cell RNA-Seq. As a result, ASC isolated by the conventionally method 
revealed that were consists of ten populations from genetic similarity. Furthermore, through global 
gene analysis, expression of a genes related in an immune tolerance were upregulated in a specific 
cell population X. When this cell population was co-cultured with CD3-positive T cells in 
LPS-supplemented medium, we confirmed differentiation of CD3 positive T cells to CD4/25/Foxp3 
positive Treg was significantly increased. In addition, the signal existing between population X and
 CD3 positive T cells was analyzed by RNA-Seq. As a result, we identified candidate factors 
associated in the immune tolerance.

研究分野： 再生医療
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
従来、口腔外科領域における先天異常、外

傷、外科手術にともなう骨を含む組織欠損に
対して、セラミックや金属プレートなどの人
工材料、骨細胞や海綿骨細片（PCBM）など
の自己由来細胞・組織などが治療に用いられ
てきた。しかし、これらの材料や組織を用い
ることによる術者のハンドリングの悪さ、侵
襲性、術後感染などが問題となる。また、自
己組織から採取できる量はごく少量である
ことから適応に制限がある。骨髄由来間葉系
幹細胞(BM-MSC)は多能性幹細胞であり、抗
炎症作用、治癒促進作用を有することから、
BM-MSC を骨欠損に対する治療法として期
待されているが、採取に際しての侵襲性や自
由度、細胞の特性などの優位性から近年、脂
肪由来幹細胞（ASC）が注目されている。ま
た MSC は一般に、免疫抑制作用を有するこ
とも示唆されることから、再生医療における
組織移植の最終目標である、『移植片を免疫
応答を引き起こさずに機能的に生着、成熟さ
せる』ことが可能であると考える [Gonzalez 
2009 Gastroenterology]。MSC の免疫寛容の
機構に関して、先行研究によれば、免疫系に
関わる病態および疾患の治療において MSC
を用いる方法について 1. MSC によって樹枝
状細胞（DC）を刺激することで、腫瘍抑制
およびウイルス感染症に対する免疫を促進
する IFN-βを産生することができ、2. MSC
は、免疫応答の抑制的制御（免疫寛容）を司
る T 細胞の一種である制御性 T 細胞（Treg
細胞）および/または DC からの IL-10 の放出
を発生させることにより、自己免疫性疾患ま
たは他の望ましくない免疫反応といった免
疫応答を抑制することができるとしている 
[Pittenger 2013 Nat Med]。この Treg の発生
には転写因子である Foxp3 が大きく関与し、
Foxp3 が誘導されることにより T 細胞が
Treg に分化すると考えられることから
[Ohkura 2012 Immunity]、この Foxp3 の恒
常的な発現が、Treg による免疫応答の制御に
重要な役割を果たすと考えている。また、
MSC が Foxp3 の発現を誘導することを鑑み
ても[Sundin 2011 J Immunol]、移植にとも
なう免疫応答を抑制するために MSC が重要
な要素であることが伺える。しかしながら、
通法によって獲得する MSC はヘテロな細胞
集団であること、また、採取時の血球系や他
の間葉系細胞の混入をともなうため、Foxp3
発現を誘導する TGF-βなど本来の MSC が
分泌する因子の作用が弱く、恒常的に誘導刺
激することが難しいのが現状である。その結
果として、他家移植では当然ながら、本来免
疫寛容を有するはずの MSC を同種移植した
としても、移植部および周囲に炎症反応を惹
起し、あるいは移植片が免疫拒絶により生着
できず脱離してしまうという現象が生じる
（図 1）。これは、MSC が純化されていない
ことで、MSC 以外の細胞が抗原として感作
されることに起因すると申請者は考えてい

る。したがって、MSC の本来有する機能で
あろう免疫寛容を検証し、最大限に活用する
ためには、MSC の純化こそが重要と考える
に至った。 
２．研究の目的 
近年、BM-MSC に特異的に発現するマー

カーが発見されたことにより、フローサイト
メトリーを用いて純化することが可能とな
っ て いる。 CD31- CD45- Ter119- Sca-1+ 

PDGFR-α+（Pα-S）で分画される BM-MSC
はmultilineage reconstruction assayにおい
て、Pα-S で分画された細胞の 20 個に 1 個

が MSC であることから、非常に高い純化度
を示すことが分かってている（図 2）。なかで
も脂肪組織は、容易に採取でき、また大量の
幹細胞 が含まれていると示唆されているた
め [Yoshimura 2006 J Cell Physiol]、ASC
は、BM-MSC に代わる新たな再生医療の細
胞源として注目を集めている。しかし、通法
にて採取した ASC はヘテロな状態であるこ
と、採取時に ASC 以外の血球系や他の間葉
系細胞の混入も見られることから、ASC を純
化する技術の獲得は喫緊の課題である。近頃、
Pα-S が脂肪組織においても骨髄同様に存
在することが示唆されているが、詳細な機能
解析までには至っていない。したがって、本
研究の目的は ASC の純化のための単離法と
培養法を確立し、幹細胞が本来有する免疫寛
容を検証するとともに、口腔外科領域におけ
る再生医療の新たな移植細胞源としての
ASC の免疫寛容を利用した同種移植へ応用
することである。 

 
３．研究の方法 
①  in vitro における ASC の純化・培養 
法の確立および特性評価 

ASC は従来法として、6 週齢の C57BL/6J



マウスの鼠径部より脂肪組織を摘出し、
1~2mm 大に細切した後、0.075%コラゲナー
ゼを含むPBS中で 37℃、30分間分解を行う。
その後 800g、10 分間遠心分離を行い、脂肪
細胞と線維性組織をペレットから分離した
後、ペレットのみを再懸濁する。100µmのフ
ィルターに通したのち、抗体染色を行う。
FACS AriaⅢ Fusion (BD Bioscience 社)に
て、CD31, 45 陰性、CD34 陽性で分画される
集団を ASC として採取し、10% FBS 含有
DMEM 培地にて 10cm ディッシュに播種す
る（初代培養、P0）。１週間培養した後、P1
で検討に使用する[Yoshimura 2006 J Cell 
Physiol]。また、新法として、CD31, 45, 
Ter119 陰性、Sca-1, CD140a で分画される細
胞集団（Pα-S あるいは ASC）を用いる。特
性評価は、採取した ASC 1.0x103 細胞を
10cm ディッシュに播種し、10 日後のコロニ
ー形成能を評価する CFU-F アッセイ、初代
培養（P0）~P8 までの細胞増殖率を評価する
細胞増殖能、骨、軟骨、脂肪の間葉 3 系統誘
導培地による分化能を評価することで確認
を行う。 
 
② ASC の恒常的 Foxp3 発現を維持する 
in vitro 培養系の確立 

ASC の抗炎症、免疫抑制作用の in vitro 検
証に関しては、ASC を培養した際の培養上清
（コンディショナルメディウム、CM）を
6-well plate に RAW264.7 細胞 8.0x105 
cells/wellの細胞濃度で播種し､10%FBSを添
加した D-MEM で 24 時間培養し上清を吸引
除去し PBS で洗浄する。Control 群と LPS
刺激群は無血清の MEM-alpha に、CM 添加
群は CM に培地を入れ替える。続いて LPS 
100 ng/ml を添加し 24 時間後に RAW264.7
細胞の mRNA およびタンパクを抽出する。
その後、先行研究にて報告されている ASC
の分泌する抗炎症作用に関与する因子を
[Toyserkani 2015 Ann Plast Surg]を基に、
mRNA は定量的 RT-PCR 法にてタンパクは
western blotting にて成長因子、炎症性サイ
トカインおよびケモカイン発現量を検討す
る。同時に、ASC の Foxp3 発現変動を確認
し、この発現量の結果から、Foxp3 発現が高
いレベルで維持され、また抗炎症に強い関与
が示唆される因子に関して、因子の発現を抑
制する shRNAを用いて loss of functionの系
を立ち上げる。これにより、ASC の抗炎症、
免疫抑制に実質的に関与する因子を特定す
るとともに、Foxp3 発現を制御していること
を検証する。特定因子が細胞外基質であれば、
ディッシュに固着化させ、液性因子であれば、
リコンビナント蛋白質が存在する場合は、培
地に添加することで、ASC における Foxp3
発現維持を検証する。リコンビナント蛋白質
が存在しない場合は、レンチウイルスベクタ
ーに因子を恒常発現するように ASC へ導入
することにより ASC における Foxp3 発現が
維持されることを検証していく。 

③  in vitroにおけるASC/T細胞共培養系
の確立と Treg 分化の検証 

T 細胞には、ASC との識別と ASC との共
培養の後にT細胞を速やかに除去できるよう
緑色蛍光 GFP で標識されたマウス（グリー
ンマウス）を用いる。T 細胞単離方法として
は、8-10 週齢マウス末梢血より採取した血液
を遠心分離して血漿成分を除去し、その後蒸
留水を加え赤血球を浸透圧破壊、したのち、
FACS(BD 社製 AriaⅢ Fusion、現有)を用い
て T 細胞マーカーCD4 陽性、GFP 陽性の細
胞を選別し、T 細胞維持培地にて培養する。
ASC は①項で用いた従来法、および新法にて
採取する。共培養は、トランスウェル付き 12
ウェルプレート底面に GFP 陽性 T 細胞 
1x103細胞、トランスウェル上にASC 1x103~4

細胞を、②項で使用した RAW264.7 細胞のみ
を培養した培地のみを用いて培養を行う。共
培養期間を 1、2、4、6 日間と設定し、培養
後 ASC と T 細胞を回収する。回収した細胞
の mRNA を回収し、遺伝子解析を行う。ま
た、回収した T 細胞を FACS にて CD4+ 
CD25+ CD45R+ GFP+で標識される Treg を
評価する。対照には T 細胞単独で培養したも
のを用い、比較検討する(図 3)。 
 
④  ASC中に存在する免疫抑制に関与する分
画の同定および検証 
 現在用いているマーカー（CD31, 45, 
Ter119（PE-Cy7）、Sca-1（PE）, PDGFR-α
（APC））を用いて単離した細胞を ASC とし
ているが、ヘテロな細胞の集合体であること
から[Morikawa 2009 J Exp Med]、ASC 特性
の本質を探るうえでは純度をさらに高める
必要がある。この問題を解決する方法として、
上記マーカーで分離した細胞を基に、次世代
シーケンサー（single cell RNA-Seq）解析を
おこなう。これにより、単一細胞あたりの細
胞特性評価が可能となり、さらにゲノムの類
似性からクラスタリングも可能となる。各ク
ラスタで変化する遺伝子発現パターンを抽
出することで、特異性の有無が解析可能とな
ることから、免疫寛容に関与するクラスタを
分離し、特性解析をおこなう。 
 
４．研究成果 
脂肪組織由来幹細胞（ASC）は、骨髄由来間

葉系幹細胞（BM-MSC）に代わる新たな再生医
療の細胞源として注目を集めている。しかし、
通法にて採取したASCは、採取時にASC以外の
血球系や他の間葉系細胞の混入も見られるこ



とから、ASCを純化する技術の獲得は重要 
である。近頃、ASCの分離マーカーが同定され
つつあるが、詳細な機能解析までには至って
いない。したがって、ASCの純化法と培養法 
を確立し、幹細胞が本来有する免疫寛容を検
証するとともに、再生医療の新たな移植細胞
源としてのASCの有用性評価を本研究の目的 
として、当年度は、in vitroにおけるASCの純
化・培養法の確立および特性評価を実施した。
具体的には、マウス鼠径部脂肪組織より間葉
系細胞を通法により分離したのち、同細胞集
団を抗CD31, 34, 45, 90, 105, 146抗体にて
染色をおこなったのち、FACSを用いてソーテ
ィングし、CFU-Fアッセイ、細胞増殖試験、多
能性評価をおこない、これら細胞がBM-MSCと
同程度に幹細胞特性を有していることを確認
した。また、これらの細胞を用いてASCの恒常
的Foxp3発現を維持するin vitro 培養系の確
立を目的として、まず初めに、ASCが免疫抑制
作用を有することを検証した。方法として、
培養ASCにマウス脾臓からFACSを用いて、CD3
およびCD3/4陽性で分画されるT細胞を単離し
たのち、共培養をおこない、T細胞をCD8陽性
に分化促進させる試薬コンカナバリンAを添
加したときのT細胞変化を検証した。その結果、
ASCはCD8陽性分画への分化を抑制させること
が確認されため、ASCの免疫寛容効果を示唆し
た。 
ASCはMSC同様、免疫応答の抑制的制御（免疫
寛容）を司るT細胞の一種である制御性T細胞
（Treg細胞）を発生させることにより、免疫
応答の制御に重要な役割を果たすと考えてい
る。MSCはまたFoxp3の発現を誘導することを
鑑みても、ASCも同様に免疫応答を抑制する重
要な要素であることが伺える。したがって、
ASCの本来有する機能であろう免疫寛容を検
討し、サイトカインアッセイをにより検出さ
れたいくつかの因子に着眼し、検証をおこな
ったが、影響は個体差が大きく選定因子の効
果は免疫抑制の本質でないことが推測された。
また、純化したASCは継代培養により、早期に
増殖、分化能の低下を生じることが判明した
ため、分離直後の細胞確保が急務となった。
これまで、使用してきた分離マーカーでは、
ヘテロな細胞集団をASCとしていたため、集団
内に存在する特性を有する細胞の同定を
single cell RNA-Seqを用いて検証した。その
結果、当初使用していたASC細胞集団には、遺
伝学的類似性を示す細胞群が10集団存在する
ことが判明し、網羅的な遺伝子解析により、
ある細胞集団Xにおいて、免疫応答に関与する
遺伝子群の発現上昇を認めた。また、この細
胞を増殖能、多分化能評価したところ、MSC
と同等～以上の能力を有することを確認した
ことから、脾細胞由来CD3陽性T細胞との共培
養をLPS添加、非添加群で検討をおこなった。
その結果、LPS添加群共培養によりCD3陽性T
細胞のCD4,25陽性Foxp3陽性Tregの発生を有
意に増加させることがわかった。この結果を
踏まえ、集団XとCD3陽性T細胞間に存在するシ

グナルをRNA-Seqにより解析をおこなったと
ころ、共培養により免疫応答に関与する因子
のいくつかで発現上昇を認めたことから、現
在さらなる検証をおこなっている。 
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