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研究成果の概要（和文）：我々の研究の最終ゴールは脂肪由来間葉系幹細胞（ASC=adipose 
tissue-derived stem/stromal cell）の再生促進作用と免疫抑制作用を融合し腎疾患に対する新

たな細胞治療を開発することである。本研究はそのための基盤研究と位置づけられる。In vitro
での T 細胞抑制および in vivo での異種抗原に対する抗体産生といったモデル、つまり LASC
の免疫抑制作用を定量する系が確立された。このことは、今後 LASC の免疫抑制作用に関する

分子機序を解析を加速するものと期待される。 
研究成果の概要（英文）：Our final goal is to develop a new cellular therapy for the renal 
disease by using the regenerative and immunosuppressive action of adipose tissue-derived 
stem/stromal cells (ASC). This study is a basic study for this purpose. We successfully 
established an in vitro model to evaluate the T cell suppression as well as in vivo model of 
suppression of anti-xenoantibody production. These systems to assay immunosuppressive 
actions of LASC will accelerate our future study to clarify the molecular mechanisms of 
LASC action.   
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１．研究開始当初の背景 
 １）再生医療の動向 
  申請者らは、｢体内の幹細胞の量的・質的
な低下が腎障害を含む各種臓器障害を進行
させる要因であり、幹細胞の補充が臓器障害
を抑制する｣ という仮説を立てた。申請時ま
でに、透析患者では末梢血 CD34 陽性細胞数
の減少が心血管事象を増加させる独立危険
因子であることを報告した（Maruyama S, 
2008 KI）。動物実験では骨髄由来幹細胞の投

与がマウスの腎不全を軽減させることが報
告されていた（Morigi M, 2004 JASN）。臨
床面では室原らが重症虚血肢に対する再生
治療の有効性を報告している（Lancet 2002）。
しかし、その後透析患者の虚血肢には無効で
あることも明らかとなり（TACT-NAGOYA）、
再生医療における骨髄由来幹細胞の限界も
明らかとなっていた。また iPS 細胞が注目
されていたが、実用化にはまだ相当の時間を
要するものと思われた。 
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２）脂肪由来幹細胞の再生医療への応用 
  幹細胞のソースとして脂肪組織が注目さ
れている（Zuk PA, 2002 MBC）。低侵襲に採
取可能であり、幹細胞数が多く、良好な増殖
能を持つことが特徴である（表 1）。申請者ら
は、ヒト皮下脂肪から分化能力と増殖能力の
高い MSC の選択的分離培養法（＝低血清培
養法）を開発した (特願 2004-201615, 国際
公開第 2006/006692)。厚生労働省の班研究
（慢性腎障害の重症化防止を目的とした幹
細胞移植による残存腎機能再構築 H17-再生-
一般-010、腹圧性尿失禁に対する新規治療法  
の開発 H19-長寿-一般-001）においては、 
低血清培養 MSC が各種疾患動物モデル 
（シスプラチン腎症、葉酸腎症、下肢虚 
血、皮膚潰瘍、尿失禁、骨粗鬆症など） 
に対し治療効果を示すことを明らかに 
した (国際出願 PTC/JP2007/065431)。また
申請者らは腹圧性尿失禁患者に自己脂肪由
来細胞を投与する再生医療を計画し、名古屋
大学医学部倫理委員会の承認を得ていた。 
 
３）脂肪由来幹細胞の免疫抑制作用 
 骨髄由来 MSC は免疫抑制作用を有するこ
とが知られている。近年骨髄移植後の GVHD
に対する治療として臨床応用され効果を挙
げている（Blanc KL, 2004 The Lancet）。そ
の機序のひとつにT細胞の増殖抑制作用があ
る。申請者らは低血清培養脂肪由来 MSC が
強力にT細胞増殖を抑制することを見出した。
申請者らは「MSC 移植は再生促進作用のみ
ならず免疫抑制（抗炎症）作用により腎保護
効果を呈する」という仮説を立てていた。 

 

 
２．研究の目的 

低血清培養脂肪由来 MSC の治療効果を、
腎再生促進作用と免疫抑制作用の両面から
明らかにする。特に従来の高血清培養との違
い、あるいは臨床で最もよく使用されている
骨髄由来間葉系幹細胞との違いに着目し、そ

の治療効果を明らかにする。さらに、投与経
路（経静脈的あるいは腹腔内投与など）に関
しても検討する。 

また、今後の研究展開にむけた基盤として、
着実に治療効果を判定できるシステムを in 
vitro および in vivo の系で作成することも
本研究における重要な目的のひとつである。 
 
３．研究の方法 

手術中に採取されたヒト ASC を低血清(ウ
シ胎児血清 2％＋FGF-2)もしくは高血清(ウ
シ胎児血清 20％＋FGF-2)にて培養増殖した。
健常者より採取し分離したヒト末梢血単核
球(PBMC)を T細胞依存性の PHA もしくは T細
胞非依存性の抗 IgM抗体で刺激し増殖させた。
PHA もしくは抗 IgM 抗体で刺激したヒト PBMC
にヒト LASC もしくはヒト HASC を共培養する
ことにより、ヒト PBMC の増殖抑制効果を検
討した。ヒト PBMC の増殖はトリチウムおよ
び CFSE を用いたフローサイトメトリーにて
評価した。  
ラットの脂肪・骨髄を採取し各種培養にて

ラット LASC・HASC・LBM-MSC(low serum 
cultured BM-MSC)・HBM-MSC(high serum 
cultured BM-MSC)を作成した。ラット LASC・
HASC・LBM-MSC・HBM-MSC の増殖能を検討した
ところラット LBM-MSCはほとんど増殖しなか
ったため以後の実験にはラット LASC・HASC・
HBM-MSC のみを用いた。まず、ラット LASC・
HASC・HBM-MSC の表面マーカー(CD34・44・45・
54・90)および VEGF・HGF の分泌能を検討し
た。次にラットの脾臓から単核球を分離し
PHA で刺激した。PHA で刺激したラット脾臓
由来単核球にラット LASC・HASC・HBM-MSC を
共培養することにより、ラット脾臓由来単核
球の増殖抑制効果をトリチウムにて検討し
た。  
Lewis ラットにブタの赤血球である

pRBC(porcine red blood cells)を腹腔内投
与し Lewis ラットの体内に抗 pRBC 抗体を産
生させた。抗 pRBC 抗体産生抑制効果を検討
するため pRBC 投与 1日後・6日後に F344 ラ
ット由来の LASC・HASC・HBM-MSC を 2×10６
個ずつ静脈内もしくは腹腔内投与した。無治
療群は PBS のみを投与した。7日後・20日後
に Lewis ラットの血清を採取し、フローサイ
トメトリーを用いて pRBC に対する IgG 抗
体・IgM 抗体を測定し、ELISA にて総 IgG・IgM
を測定した。トレースの実験として CFSE で
ラベリングした F344 ラット LASC を Lewis ラ
ットの静脈内もしくは腹腔内に投与した。投
与 6時間・24 時間・48 時間後に Lewis ラッ
トの脾臓を採取し CFSE 陽性細胞をカウント
した。 
 
４．研究成果 
PHA で刺激されたヒト PBMC はヒト LASC を共



 

 

培養することによって有意に増殖が抑制さ
れ、フローサイトメトリーにて T 細胞・B 細
胞ともに抑制されていることが確認された。
抑制効果はヒト HASC よりも LASC で優れてい
た。またヒト LASC と PBMC を transwell にて
分離して培養するよりも共培養するほうが
増殖抑制効果に優れており LASC と PBMC の細
胞同士の接着が重要であると思われた。一方
抗 IgM 抗体で刺激した PBMC はヒト LASC との
共培養にて増殖は抑制されず(図 1)、フロー
サイトメトリーにても B細胞の抑制は確認さ
れなかった(図２)。  
 
図１ 

図２ 

ラット LASC・HASC・HBM-MSC の表面マーカー
の結果は従来の間葉系細胞マーカーと一致 
する結果であった。一方ラット LASC はラッ
ト HASC・HBM-MSC に比べて VEGF・HGF の分泌
能に優れていた。また PHA で刺激されたラッ
ト脾臓由来単核球をラット LASC・HASC・
HBM-MSCでそれぞれ共培養すると LASC＞HASC
＞HBM-MSC の順で増殖抑制効果に優れていた。  

In vivo の実験において Lewis ラット内の
抗 pRBC 抗体の産生を抑制するために F344 ラ
ットの LASC・HASC・HBM-MSC を静脈内投与し
たが、ラット LASC でのみ無治療群に比べて

抗pRBCの IgG抗体が抑制された。ラットLASC
も静脈内投与では抗 pRBC 抗体の産生を抑制
したが同量の腹腔内投与では抑制されなか
った。抗 pRBC の IgM 抗体に関しては、どの
投与方法でも抑制されなかった。Lewis ラッ
ト血清中の総 IgG・IgM 濃度は無治療群とラ
ット LASC・HASC・HBM-MSC 治療群において有
意な差を認めなかった(図３)。 
 

図３ 
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