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研究成果の概要（和文）： 
 創傷治癒は多細胞生物の完全性維持に不可欠である。間葉系幹細胞はその多分化能から創傷
治癒に関与していると考えられているが、ヒト間葉系幹細胞のin vivoでの性状、組織修復能
力に関わる解析は未だ行われていない。そこで申請者は、細胞表面抗原を標的としたスクリー
ニングにより、間葉系幹細胞をフローサイトメーターで純化する方法を開発した。ヒト間葉系
幹細胞の移植が可能になり、損傷後の幹細胞遊走がin vivoで解析することができるようにな
った。申請者の開発した分離技術により、ピュアな幹細胞そのものを解析することができ、イ
メージング技術により幹細胞と創傷治癒のより深い理解を得ることが可能となるであろう。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 Wound healing is essential for maintaining the integrity of multicellular organisms. 
It is thought that Mesenchymal Stem Cells (MSCs) were concerned with wound healing, 
however because MSCs have only been isolated from tissue in culture, the equivalent cells 
have not been identified in vivo. In this study, we performed a comprehensive screening 
of putative surface markers in order to select those that are most predictive of a pure 
MSC population in hBM. The transplant of the human MSCs enabled to analyze the migration 
of the human MSCs after the injury in vivo. Isolation technology of human MSC can analyze 
pure stem cell itself and elucidation of wound healing by an imaging technology. 
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１．研究開始当初の背景 
創傷治癒は多細胞生物の完全性維持に不

可欠であり、止血過程・炎症過程・増殖過程・

再建過程を通して行われる（Moulin et al. 

Eur J Cell Biol. 1995, Gurtner et al. 

Nature 2008）。さらにそれらのイベントごと

に細胞や成長因子が複雑に関与しており、未

だ解明していない部分が多く存在している。

近年になって、電気的信号に応答した細胞移

動や、電場による創傷治癒を導くシグナル伝

達経路が明らかにされた（Zhao et al. Nature 

2006）。これまでに研究されたすべての生物
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種において、上皮層が損傷を受けると瞬時に

内因性の電場が発生し、これが創傷治癒に重

要であると提唱されている。また、人為的に

内因性電場と同程度の電場を発生させるこ

とで、創傷治癒過程における細胞の移動方向

を指示できることが示された。これらの結果

は、治癒過程をより詳細に解析することがで

きる事に加え、創傷治癒を模倣・促進させる

可能性を秘めている。 

間葉系幹細胞はその多分化能から創傷治

癒に関与していると考えられているが、ヒト

間葉系幹細胞のin vivoでの性状、組織修復

能力に関わる解析は未だ行われていない。ヒ

ト間葉系幹細胞は、モデル動物に効率よく生

着させることが免疫学的に困難であること

が、in vivoでの機能を解析する大きな障壁

となっている（Kenneth et al Nat Med 2000）。

生着率が低いことに加え、接着培養によって

分離する方法をとっているため、関与してい

ない細胞が含まれてしまい、実際に組織修復

に関与している細胞集団を特定することが

できない。そのため、移植後のin vivoでの

動態や、損傷部位における遊走機構、またそ

の分化能については不明瞭な点が多く残さ

れ、ヒト間葉系幹細胞の本質を知ることは困

難である。そこで申請者は、細胞表面抗原を

標的としたスクリーニングにより、間葉系幹

細胞をフローサイトメーター(FACS)で純化

する方法を開発した（Mabuchi et al 

Inflammation and Regeneration 2009）。 

 
２．研究の目的 
本研究は、幹細胞治療法の確立を目標とし

て、体内に存在する間葉系幹細胞の遊走制御

を行うことを目的としている。近年、さまざ

まな組織において組織幹細胞が分離され、そ

の細胞を用いた細胞移植治療が試みられて

いる。この実現には、再生現象に関わる増殖

能・分化能の高い幹細胞の生物医学的研究が

重要であり、さらには細胞に生体組織の再生

を誘導する手法も不可欠である。本研究では、

組織幹細胞の中でも分化能が高く、さまざま

な分野で研究されている間葉系幹細胞を用

いて、体内での遊走制御機構を解明し、早期

に医療への応用を実現可能な技術を確立す

る。 

 
３．研究の方法 

申請者が開発した間葉系幹細胞分離方法

は、短時間でピュアな間葉系幹細胞を分離で

きるうえに、CD271・CD133マーカーを指標に

することで、生体内での間葉系幹細胞を容易

に観察できる画期的な方法である（特許出願

済み）。また本課題では、ヒト組織の生着率

が非常に高いことを特徴とする重度の免疫

不全動物 NOD/SCID γ c null（NOG）マウス

を用いることによって、免疫学的生着効率の

問題を解決できると考えている。このマウス

へのヒト造血幹細胞の移植はすでに行われ

ており、移植後6ヶ月でマウス体内の血液細

胞の大部分がヒト由来の血球細胞に置き換

わった報告がされている（Ishukawa et al 

Blood 2006）。さらに、移植細胞にレンチウ

イルスを用いて CBR（変異型ルシフェラーゼ

遺伝子）を導入し(Okada et al FASEB 2005)、

移植細胞に恒常的に発現させることにより、

移植後、高感度CCDカメラ（IVIS）によるバ

イオイメージングによってin vivo での細胞

動態・生着部位を経時的かつ定量的に観察す

ることが可能となる。ヒト間葉系幹細胞の移

植が可能になり、損傷後のヒト間葉系幹細胞

の遊走がin vivoで解析できれば、創傷治癒

に対する間葉系幹細胞移植治療の確立へ大

きく前進することになる。 

 
 本研究の具体的な手順としては、まず 21

年度において、ヒト骨髄細胞より間葉系幹細



胞を分離し機能を調べる。分離したヒト間葉

系幹細胞をNOGマウスへ移植し、移植後の間

葉系幹細胞の移植効率を経時的に観察する。

ヒト間葉系幹細胞を移植したNOGマウスに後

背部欠損創を作成し、損傷部に細胞が流入し

てくるかどうかを調べる。同時に、細胞が流

入してこない場合も考え、分離した間葉系幹

細胞を in vitroで電場をかけることで、遊

走能を獲得するかどうかを調べ、損傷に加え

電場変化を起こし、またG-CSFなどのサイト

カインで遊走の促進を行う。 

 

（1）損傷部位の細胞・成長因子の解析 

フローサイトメーターにて分離したヒト

間葉系幹細胞を、NOGマウスの眼下静脈叢

（iv）より移植する。ヒト骨髄細胞を移植し

たNOGマウスに損傷（後背部位全層欠損層）

を作成する。損傷を与えることで移植細胞が

遊走する様子を、免疫組織染色にて組織学的

に観察、またヒト細胞マーカーを指標にFACS

を用いて定量化する。創傷部位への細胞の遊

走が見られない場合、電場変化やG-CSFを初

めとする細胞動員を誘導する成長因子を投

与して遊走する条件を探索する。 

上記の性質を明らかにした段階で、22年度

では、in vivo実験を中心に、ヒト間葉系幹

細胞移植マウスを用いて、創傷治癒に対して

電場変化の与える影響や、細胞外マトリック

スによる遊走制御を行う。また、細胞モニタ

リングシステムを応用し、間葉系幹細胞が創

傷治癒に関わる様子を経時的に観察する。 

 

(2)間葉系幹細胞の電場変化による遊走能・

遊走促進因子の探索 

電場による間葉系幹細胞の遊走活性を in 

vitroにて調べる。さらに実験(1)の際に、局

所および血中で変化する PDGFや、TGF-β、

炎症系サイトカインをELISAで定量し、変動

が見られた成長因子に対する間葉系幹細胞

の遊走活性を in vitroにて調べる。また、

前述の論文で明らかにされたシグナル伝達

や電気走性応答（PI3Kγ や PTEN）に対する

ノックダウン、また遊走活性のあった成長因

子に対する中和抗体を用いて、遊走現象が抑

制されるかどうかを調べる。 
 
４．研究成果 

はじめに、フローサイトメーターにて分離

したヒト間葉系幹細胞を、NOGマウスの眼下

静脈叢より移植し、その生着率・動態を調べ

た(図)。 

図：間葉系幹細胞の予期的分離 

骨髄細胞中の、成熟血球系細胞マーカー
（Lin,GPA）陰性・CD271陽性・CD133陽性分
画に、コロニー形成能を持ち、間葉系（骨・
軟骨・脂肪）への多分化能を有する間葉系幹
細胞が濃縮されていることが示された。 
 

移植後 3ヶ月では、NOGマウス中のヒト細

胞の割合が 10-30％確認された。一方。従来

行われている培養による間葉系幹細胞の分

離方法では、間葉系幹細胞は肺の静脈にトラ

ップされてしまい、骨髄に homingする割合

が極めて低かった。6ヶ月後、NOGマウス骨

髄中のヒト細胞の割合はさほど変化はなか

ったが、末梢血やその他の臓器における間葉

系幹細胞の割合は低いことがわかった。続い

て、生着したヒト間葉系幹細胞を末梢に動員

させるようなアッセイ系の確立を行った。現

在、レポーター遺伝子を組み込んだ間葉系幹

細胞を用いてG-CSFなどの投与を行い、体内

での遊走機構の解明を行なっている。本研究

により、In vivoでの間葉系幹細胞の遊走、



動態を知る上でのデータの一つになったと

考えられる。間葉系幹細胞は、ヘテロな集団

で in vivoの動態解析は不可能であったが、

申請者の開発した分離技術により、ピュアな

幹細胞そのものを解析することができ、イメ

ージング技術により幹細胞と創傷治癒のよ

り深い理解を得ることが可能となる。 
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