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研究成果の概要（和文）：本研究は脂肪組織由来幹細胞（ADSCs:Adipose Derived Stem Cells)を効果的に治療
に用いるため、サイトカイン放出効果（パラクライン効果）の特性について詳細な検証を行った研究である。
我々はADSCsのパラクライン効果を高めることが知られているb-FGFをADSCsに投与し、オートクライン効果が発
生する前段階で放出されたサイトカインを合計181種類調査した。最終的にCXCL1とIL8というサイトカインが人
種、性別、年齢問わず放出され、同様の結果が糖尿病患者のADSCsでも見られた。またCXCL1とＩＬ８が創傷治癒
に不可欠な血管新生とリンパ管新生を促進することが判明した。

研究成果の概要（英文）：In this study, the characteristics of the cytokine-releasing effect 
(paracrine effect) of adipose-derived stem cells (ADSCs) were examined in detail in order to 
effectively apply them to therapeutic use. In the first step, we administered b-FGF, which is known 
to enhance the paracrine effect of ADSCs, and verified by RT-PCR a total of 181 cytokines released 
in the preliminary stage of autocrine effect. In the second step, we used ADSCs of various ages, 
genders, and races to confirm by RT-PCR whether b-FGF stimulation caused the release of CXCL1 and 
IL8, which proved that the release of CXCL1 and IL8 could be confirmed regardless of race, age, or 
gender. The same experiment was also performed with ADSCs collected from diabetic patients and the 
same response was obtained.In the third step, to investigate the effect of CXCL1 and IL8 on wound 
healing, we conducted a validation on angiogenesis and lymphangiogenesis and found that both were 
promoted.

研究分野：脂肪組織由来幹細胞
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ADSCsを用いた治療についてはこれまで多くの論文が報告されており、その効果をｂ－FGFが促進することも知ら
れてきたが、これまで「何の成分が効果的であるから治療に役立つ可能性があるのか」が不明瞭なままだった。
またこれまでADSCsをb-FGFで刺激した際に得られる反応に対し、創傷治癒に関連する１８１種類もの遺伝子に関
しての検証は行われておらず、詳細な検証が行われたのは本研究が初めてとなる。そのため漠然と役立つという
形で定義されていたADSCs治療に関し、具体的に創傷治癒に効果のあるサイトカインを同定したことは、今後の
再生医療の発展に大きく寄与すると考えられる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
再生医療における脂肪組織由来幹細胞の役割としてはこれまで幹細胞自身の有する多分化
能により細胞自身が目的とする再生組織に分化する効果、及び幹細胞自身が分泌する種々
の液性因子が周辺の細胞に働きかけ、細胞の増殖、遊走、分化を介した再生誘導を促すと
いった、いわゆるパラクライン効果によるものの 2つが存在すると言われてきた。しか
し、実際には幹細胞の分化よりも、むしろ後者のパラクライン効果のほうが組織再生によ
り寄与している可能性を示す研究成果が多く散見され、最近では培養上清中の幹細胞由来
成長因子のみを投与しても幹細胞投与と遜色のない再生効果が獲得できる報告も出てき
た。その中で我々のチームは、投与する幹細胞に予め別の増殖因子で外因性の刺激を与
え、増殖因子の放出力を高めてより強力なパラクライン効果を引き出し、単に幹細胞のみ
を投与したときと比較して極めて効果的な頭蓋骨組織再生現象および末梢血管再生現象が
起こることを発見し、論文報告を行った。そこで、予め外因性増殖因子で刺激を加えてパ
ラクライン効果を最大限発揮させることのできるよう、最適化した状態の幹細胞を投与で
きれば、多くの組織再生、創傷治癒促進を含めた疾患治療がより一層効果的に達成可能と
なるのではないか、と仮説を立てるに至った。また既存治療では非常に難治性であること
が知られている糖尿病性の潰瘍や創傷治癒遅延に対してにも効果的であるかを検証できた
場合、非常に多く存在する糖尿病症例に対しても効果的な治療の選択肢になるのではない
かと考えた。 
 
２．研究の目的 
本研究では ADSCsに対する b-FGF刺激によるサイトカイン放出に関して、これまで明ら
かでなかったサイトカインの詳細な種類に関して調査を行い、具体的にどのようなサイト
カインが創傷治癒の促進を起こしているのかを突き止めることで、最適な幹細胞補充治療
の開発に結び付けるための裏付けをとること、また糖尿病患者脂肪組織幹細胞に関して外
的刺激による内因性増殖因子の産生や、それによるパラクライン効果を健常人の脂肪組織
幹細胞と比較する事を目的とした。幹細胞補充療法の本質は、必ずしも細胞の分化能による
組織再生とは限らず、 むしろ幹細胞の持つ“増殖因子放出媒体”としての役割のほうが、よ
り組織再生において重要な側面を持つとされている。従って、その機能を最大限に活かすた
めの検証において、動物実験ではなく、①ヒト幹細胞、②糖尿病患者と健常人との比較を行
ったデータが得られることが本研究では重要であり、糖尿病性潰瘍および健常人の創傷治
癒に対する新たな治療法の確立に役立つデータを提供できると考えた。 
 
 
３．研究の方法 
サイトカインの同定を行うため、ヒト ADSCs（健常人、糖尿病患者）を b-FGF で刺激し、そのサ
イトカインの上昇に関して RT-PCR、ELISA で検証する。 
得られた遺伝子情報をもとに、そのサイトカインが創傷治癒において重要な血管新生、リンパ管
新生に対してどのような影響を示すかを確認した。また線維芽細胞の遊走に対しての影響も調
査を行う。 
 
 
４．研究成果 
 
LONZA 社から健常人の ADSCs のリストを入手し、その中でも細胞の条件が良いものをスクリーニ
ング用に選び、b-FGF 刺激を行った後に最初のサイトカインの上昇が発生するタイミングを確認
した。 
我々の実験では 4時間目の上昇が安定していたことから、4時間目の時点で創傷治癒に関連する
合計 181 種類のサイトカインに関して RT-PCR を行ったところ、IL1B,HBEGF,CXCL1,IL8 の４つの
遺伝子が安定上昇を示した。次に ELISA で確認を行ったところ、CXCL1 と IL8 の上昇がみられ
た。 
そのため複数の人種、年齢、性別の ADSCs で CXCL1,IL8 に関して同様の実験を行い、RT-PCR で
検証したところ、人種、年齢、性別問わず同様に CXCL1 と IL8 の上昇が確認された。また糖尿病
患者から採取された ADSCs でも同様の結果であった。 
 
このデータをもとに、HUVEC と TIME-GFP,HDLEC の細胞を用いて、血管新生とリンパ管新生に関
し Tube formation assay を施行した。また HUVEC と TIME-GFP については CXCL1 と IL8 の中和
抗体を用いて、CXCL1 と IL8 が阻害された場合の影響を検証したところ、この２つのサイトカイ
ンが中和された場合血管新生が阻害されることを証明した。 
 



また線維芽細胞の Migration assay に関しては、CXCL1 と IL8 両方共遊走能を促進させた。 
 
以上の成果から、ADSCs を b-FGF で刺激した場合オートクライン効果の影響が少ない培養 4時間
目では、人種、性別、年齢問わず CXCL1,IL8 の上昇がみられ、さらには糖尿病患者でも同様の結
果となったこと、この２つのサイトカインは創傷治癒を促進することが考えられ、健常人、糖尿
病患者問わず、これらのサイトカインの放出を増強させた ADSCｓは創傷治療に対して効果が高
い可能性が示唆された。 
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