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研究成果の概要（和文）：脂肪組織由来間葉系幹細胞（ADSC）は増殖が速く組織再生因子の産生が高いことか
ら、慢性閉塞性肺疾患（COPD）に対する肺再生医療において有望な細胞ソースと考えられている。我々は、フィ
ブロネクチンとゼラチンを交互に積層したLayer by Layer法により細胞同士の接着を誘起し、ADSCで構成される
3次元組織体（3D-ADSC）を作成した。3D-ADSCは、HGF、SDF-1などの組織再生因子分泌能が高く、エラスターゼ
誘導COPDモデルマウスの肺表面への移植により肺胞再生能の亢進を認めた。以上より、3D-ADSCはCOPDに対する
有用な治療手段になる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Stem cell based therapy offers a promising therapeutic approach that has 
shown potential in chronic obstructive pulmonary disease (COPD). As adipose-derived stem cells 
(ADSCs) rapidly proliferate and secrete high amounts of regeneration promoting factors, they have 
been investigated for their utility in respiratory diseases. We have developed a novel cell coating 
technique using ADSCs based on the concept of layer-by-layer (LbL) to create 3D tissue (3D-ADSCs) 
scaffolded only by nanofilms that were composed of two fundamental ECM proteins, such as fibronectin
 and gelatin. 3D-ADSCs expressed significantly higher levels of HGF and SDF-1 that participate in 
lung regeneration and transplantation of 3D-ADSCs onto the surface of the lung of elastase-treated 
emphysema mice models enhanced alveolar regeneration as compared to 2D ADSCs. These findings suggest
 that cellular therapy using 3D-ADSCs is a therapeutic potential for treating patients with 
end-stage COPD.

研究分野：呼吸器外科
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研究成果の学術的意義や社会的意義
呼吸器領域では慢性閉塞性肺疾患（COPD）など非可逆性の慢性進行性の肺疾患が急増しており、臓器移植に代わ
る根治的治療法の開発が望まれている。脂肪組織由来間葉系幹細胞（ADSC）は組織再生因子分泌能を有してお
り、COPDに対する新たな治療法として注目されている。本研究は、「ADSC積層シートを外科的に投与する手法を
開発し、COPDに対する再生医療にむけ新たな細胞移植法を確立する」ことを目的として実施した。組織修復因子
を多く分泌するADSCを用いて、積層シート状にして病変部に貼付することで、大量の細胞を局所に投与できる利
点があり、呼吸不全に対する新たな外科治療法の開発につなげることができる。

※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 
呼吸器領域では慢性閉塞性肺疾患（COPD）など非可逆性の慢性進行性の肺疾患が急増しており、
臓器移植に代わる根治的な治療法の開発が望まれている 1)。一方、間葉系幹細胞（MSC）は多分
化能を有し免疫抑制作用も併せ持つことから、再生医療に対する臨床応用が期待されており、
COPD に対する新たな治療法として注目されている。我々は、慢性呼吸不全に対する治療手段の
可能性の一つとして、hepatocyte growth factor（HGF）に注目し、動物モデルを用いて HGF の
外的補充による肺気腫の病態改善の可能性について検討した 2)。肺気腫の病態進展に伴う内因
性 HGF 産生の低下が肺気腫の病態進展に関与しており、HGF が枯渇する時期に合わせて HGF を経
静脈的に遺伝子導入すると、肺血管床・肺胞上皮細胞の増加を認め、組織学的変化に一致してガ
ス交換能及び運動耐容能が改善した。また、肺切除による代償性肺再生動物モデルにおいて、HGF
投与が残存肺の代償性再生を誘導することを示した 3)。同様に、肺再生を促す因子として、
fibloblast growth factor（FGF）、insulin like growth factor（IGF）、keratinocyte growth 
factor（KGF）、granulocyte-colony stimulating factor（G-CSG）などが報告されている。肺障
害モデルを用いた解析から、骨髄由来幹細胞が炎症刺激により損傷部位に動員されることが報
告されている 4)。骨髄由来幹細胞は HGF を含む多くの増殖因子を介して、免疫調節、抗炎症作
用、組織修復を促し、さらに肺を構成する肺胞上皮、血管内皮、線維芽細胞などに分化するとさ
れる 5)。一方で、脂肪組織は大量の MSC を含み、脂肪組織より得られる脂肪組織由来間葉系幹
細胞（ADSC）は増殖が速く細胞活性も高いため再生医療において有望な細胞ソースと考えられて
いる。小動物肺気腫モデルに対するの投与の効果を検討したところ、経静脈的に ADSC を投与す
ることにより、肺における内因性 HGF の持続的な増加が得られた。また投与した ADSC 自身が肺
胞細胞へ分化することによって肺実質細胞を補充する可能性を報告した 6)。しかし、MSC を COPD
患者へ全身投与することによる臨床試験では、抗炎症効果は期待できるが、肺機能の改善を示す
までに至っておらず臨床使用までに克服すべき課題は多い 5)。とくに、MSC の全身投与による肺
機能改善効果や合併症は十分に解明されておらず、病変部位への大量細胞投与など最適な投与
法の検討が必要であると考えられる。したがって、今後は、投与量、投与レジュメ、対象になる
肺疾患の選別が必要とされている 7)。我々は、小動物肺気腫モデルを用いて肺切除時に ADSC を
シート状に投与することで、残肺の肺胞が再生することを報告した 8)。今回、さらに多量の ADSC
を肺表面に貼付するために、明石らが開発した Layer by Layer（LBL）法 9)を用いて ADSC 積層
シートを作成し、外科的に障害部位に直接貼付する手法を開発した。COPD モデルマウスに対す
る本手法の治療効果を検証することを目的に、本研究を計画した。 
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２．研究の目的 
「ADSC 積層シートを外科的に投与する手法を開発し、COPD に対する再生医療にむけ新たな細胞
移植法を確立する」ことを目的として、本研究を計画した。 
 
 
３．研究の方法 
①ADSC 採取法：移植実験に用いる ADSC を得るために、
緑色蛍光（GFP）トランスジェニックマウスを過剰麻酔
により安楽死させ、鼠径部より皮下白色脂肪組織を採
取した。採取した組織をコラゲナーゼ溶液で酵素処理
し、遠心分離により浮遊した脂肪細胞を除去し、ADSC
を採取し、専用培地で細胞培養を行った（図 1）。ADSC
が多分化能をもつことを確認し、②以下の実験に使用
した。 
 また、研究期間 2年目より、動物実験施設の改修工
事のため、マウスの飼育数に制限が設けられたため、
ADSC 細胞株（マウス由来 GFP-ADSC、CYAGEN ）を購入
して同様に用いた。 
 
②細胞シートの作成：フィブロネクチンとゼラチンを
交互に積層した Layer by Layer 法（LBL 法）による薄膜
を人工細胞間物質として、細胞同士の接着を誘起し ADSC
積層シートを作成した(図 2)。 
 
③細胞シートの機能解析：三次元積層組織の培養上清中の
組織修復因子（HFG、SDF-1）を ELISA で測定した。 
 
④小動物における COPD モデルの作成と呼吸機能評価：エ
ラスターゼ吸入や肺切除モデルを用いて気腫変化を誘導
した。吸入後 1 週間後に全身麻酔下に左開胸を加え ADSC
シート（2次元培養シートと 3次元組織体）を左肺表面に
貼付（図 3）し、貼付 1、2週間後に小動物呼吸機能測定を
行い、さらに犠牲死させた後に組織学的評価を行った。 
 
 
 
 
４．研究成果 
①マウスより採取した ADSC 細胞または市販された ADSC 細胞の多分化
能を確認した（図 4）：１.に示した文献 6）より引用。 
 
②LBL 法を用いて互いに相互作用する 2 種の高分子溶液（フィブロネ
クチンとゼラチン）に交互に浸漬するだけで、組織厚を有する三次元
積層組織が構築可能で、厚みをもった細胞シートを作成することがで
きた（図 5：ADSC 積層シートの切片像）。 

 



③ADSC 三次元培養組織培養上清中には、HGF、
SDF-1などの組織再生に関与する組織修復因子
が含有されており、二次元一層培養上清中と比
して、成長因子の濃度が高い傾向にあることを
ELISA にて確認した（図 6）。 
 
④さらに、エラスターゼ吸入により気腫変化を
誘導したCOPDモデルマウスへ開胸下にADSCの
3 次元組織体の移植を行い、2 週間後に犠牲死
させ胸腔内を確認したところ、3次元組織体の
委縮を認めたが移植細胞は残存していた（図
7）。 

 
 さらに生存細胞数は、2次元培養による細胞シートを重層して移植した場合より細胞生存率が
高かった。組織学的評価では、シート移植部位に沿って、気腫性変化の軽減を示唆する所見を得
た（図 8）。 

 
 ADSC シート（2次元（2D）培養シートと 3次元（3D）
組織体）を貼付し、貼付 2週間後に小動物呼吸機能測定
を行い、呼吸機能コンプライアンス（C chord）を測定し
た（各群 5匹）。結果、2D-ADSC シートに比して 3D-ADSC
シート貼付群では有意差はないものの C chord を低下さ
せ、気腫性変化を改善させている可能性が示唆された（図
9）。 
 



 3 次元組織体は脆弱であり、現状では移植手技が
COPD モデルマウスなどの小動物に限られているこ
と、気腫性変化の軽減がシート貼付肺全体には及ば
ないことから、大動物用の LBL 法による 3次元組織
体構築法の工夫・改善が必要である。温度感受性皿
（Upcell ）を用いて 3 次元組織体採取を試みた
が、皿上で良好な 3次元組織体構築を得られず（図
10）、今後一定の体積を有する 3 次元組織体の作成
を行う手法を新たに確立する必要があると考えら
れた。 
 
以上より、組織修復因子を多く分泌する ADSC を用いて、積層シート状にして病変部に貼付する
ことで、大量の細胞を局所に投与できる利点がある可能性が示唆された。肺切除後など局所修復
が必要な病態には有用な手段になると考えられ、また局所投与による肺全体にわたる効果につ
いては、今後さらなる解析が必要である。 
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