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研究成果の概要（和文）：C57BL/6マウスにブレオマイシン（BLM）を経気道投与して作製した肺線維症モデルマ
ウスに対してマウスならびにヒト由来DFATを尾静脈内に投与した結果、肺線維症モデル群のマウス肺組織では広
範な炎症浸潤と膠原繊維の沈着が観察され、肺組織線維化の進行が認められたが、DFAT投与によってBLMが誘発
した肺線維化の進行は抑制された。また、M1またはM2マクロファージに分化させたヒト単球由来細胞株THP-1を
ヒトDFATと非接触型共培養を行なった結果、THP-1由来M1マクロファージではTNFα、IL-6ならびにIL-1βの発現
が減少し、M2マクロファージではIL-10の発現が増加することが示された。

研究成果の概要（英文）：Mouse models of pulmonary fibrosis (C57BL/6) injected with bleomycin (BLM) 
via the airway were treated with DFAT of mouse and human origin intravenously via the tail vein. 
Extensive inflammatory infiltrates and collagen deposition were observed in the lung tissue of the 
pulmonary fibrosis model mice, indicating progressive fibrosis of the lung tissue. However, DFAT 
administration prevented the progression of BLM-induced pulmonary fibrosis. Furthermore, contactless
 co-culture of THP-1, a human monocyte-derived cell line differentiated into M1 or M2 macrophages, 
with human DFAT showed that the expression of TNFα, IL-6 and IL-1β was reduced in THP-1-derived M1
 macrophages and IL-10 was increased in M2 macrophages.

研究分野： 再生医学

キーワード： 脱分化脂肪細胞　DFAT　特発性肺線維症　成熟脂肪細胞　間葉系幹細胞　脂肪組織由来幹細胞　マクロ
ファージ　脱分化

  ２版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究において肺線維症モデルマウスに対するDFAT静脈内投与による治療有効性を検討するとともに、その作用
メカニズムを明らかにするための解析を行なった。本研究成果は、治療法が乏しい特発性肺線維症（IPF）に対
する新たな治療法の開発に結びつく見識を深めることにつながる。DFATは少量の脂肪組織から均質なMSC様細胞
を大量製造可能で、先行するMSCによる細胞治療をより安全安価なものとして広く普及させる可能性がある。本
研究は、IPFに対する細胞治療の普及において、患者を選ばず安定した性能を示し、簡便・安価に大量調製可能
な細胞源の確立を目指すものとして学術的・社会的意義のあるものと考える。

※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 

 特発性肺線維症（Idiopathic pulmonary fibrosis: IPF）は原因不明の間質性肺炎の中の約半
数を占める頻度の高い疾患であり、しばしば線維化が進行して不可逆性の蜂巣肺を形成する。そ
の有病率は、10 万人あたり 495 件であり 1)、平均生存期間 3～5 年と多くの悪性腫瘍よりも悪い
2)。IPF 治療薬として、ピルフェニドンとニンテダニブが承認済みで、死亡率を低下させる効果
を示すが 3,4)、症状の根本的な克服には至らない。近年、骨髄や脂肪組織等に存在する間葉系幹
細胞（Mesenchymal stem cell: MSC）は、多分化能のみならず液性因子の分泌を介した抗炎症・
免疫制御作用を有し、様々な疾患に対し治療効果を発揮することが明らかになっている。IPF に
関しても、肺線維症モデル動物への MSC 投与実験にて肺の炎症や線維化の抑制効果を示すほか、
IPF 患者に対する MSC 細胞治療の臨床試験も行われ一定の有効性と安全性が報告されている 5)。
一方で、MSC はヘテロな細胞集団であり培養に伴い治療効果が低下するといった報告や 6)、患者
年齢や基礎疾患に影響を受け細胞の性能が低下するといった問題点が指摘されている。したが
って IPF に対する細胞治療の普及には、患者を選ばず安定した性能を示し、簡便・安価に大量調
製可能な細胞源の確立が望まれる。 
 我々は成熟脂肪細胞を天井培養という方法で培養することにより得られる脱分化脂肪細胞
（Dedifferentiated fat cell: DFAT）が、MSC に類似する高い増殖能と多分化能を獲得するこ
とを明らかにした 7)。現在までに 70 例以上のヒト検体にて検討した結果、DFAT はドナー年齢や
基礎疾患に影響されず、均質な MSC 様細胞を再現性よく調製できることを確認している。我々は
最近、T 細胞との共培養実験により、DFAT が T 細胞の増殖を抑制すること 8)や、細胞数依存性に
制御性 T 細胞への分化促進作用や Th17 細胞への分化抑制作用を示すことを明らかにした。これ
らの知見は、免疫細胞の病的活性化を主病因とする IPF に対する DFAT の有効性を示唆するもの
である。 
 
２．研究の目的 
 我々は、成熟脂肪細胞に由来する DFAT が MSC と同様に抗炎症効果や免疫制御作用を有する
ことを明らかにした。本研究では肺線維症モデルマウスに対する DFAT 静脈内投与による治療有
効性ならびにマクロファージの活性化に対する DFAT の影響を明らかにする目的で行なった。
DFAT は少量の脂肪組織から均質な MSC 様細胞を大量製造可能で、先行する MSC による細胞治療
をより安全安価なものとして広く普及させる可能性がある。DFAT 研究は国内外の多施設で行わ
れているが、IPF を対象とした研究報告はなく、有効性が示せれば IPF に対する新たな治療法の
開発につながる。 
 
３．研究の方法 

(1) 肺線維症モデルマウスに対する DFAT 移植実験 
C57BL/6 マウスに対し PBSに溶解させたブレオマイシン(BLM）(2mg/kg)を経気管内投与し、肺

線維症モデルを作製した。BLM 投与 7 日後にラクテック注に懸濁したマウス DFAT またはヒト
DFAT（3×105個/100µL)を尾静脈より投与した。細胞投与 3 週間後に肺組織を摘出し、ヒドロキ
シプロリンアッセイによりコラーゲン量を定量化した。また組織切片標本を作製後、ヘマトキシ
リン・エオジン(HE)染色、マッソントリクローム染色ならびに抗ヒトビメンチン抗体を用いた免
疫染色を行なった。さらに、Ashcroft スコアを用いて線維化の程度を定量化した。実験群とし
て正常マウスとしての
BLM と同量の PBS を経
気管内投与したマウス
に対して DFAT または
ラクテック注を静脈内
投与した群と、肺線維
症モデルとしての BLM
を経気管内投与したマ
ウスに対して DFAT ま
たはラクテック注を静
脈内投与した群の全 4
群で比較解析を行なっ
た(図 1)。 
 
(2) THP-1 とヒト DFAT の共培養実験 
 肺線維化に係わる免疫細胞に対して DFAT がどのような作用を示すか in vitro で解析を行な
うために、急性単球性白血病患者より樹立されたヒト単球由来細胞株 THP-1 を、PMA 刺激により
マクロファージへ分化誘導後に LPS と INF-γ刺激により M1 マクロファージへ分化誘導したも
の、IL-4 刺激により M2 マクロファージへ分化誘導したものをそれぞれヒト DFAT とトランスウ



ェルを用いた非接触型共培養を行なった(図 2)。共培養 24 時間ならびに 48 時間後に、各 THP-1
誘導群より RNA 抽出と培養上清の回収を行ない、共培養後の各誘導群の THP-1 における M1 マク
ロファージで高発現し炎症性サイトカインとして知られる TNFα、IL6 そして IL1βや M2 マクロ
ファージで高
発現する TGM2
と IL10 の発現
量をリアルタ
イ ム PCR や
ELISA にて解
析を行なった。 
 
４．研究成果 
(1) 各実験群においてマウ
ス DFAT 投与 3 週間後にマウ
ス肺組織を摘出し、組織切片
標本を作製後、HE染色を行な
った。PBS 投与の対照群では
正常な肺構造を示したが、
BLM投与の肺線維症モデル群
では広範な炎症浸潤が観察
され、肺構造の歪みと線維化
病巣の形成がみられた。この
BLMが誘発した肺構造の変化
は、マウス DFAT 投与によっ
て抑制することが示された
(図 3)。 
 
(2) マウス DFAT 投与後における肺組織のコラーゲン量を Hydroxyproline assay kit を用いて
測定した結果、肺組織中のコラーゲン量は、BLM 投与肺線維症モデルマウスに対するマウス DFAT
未投与群と比較して、マウス DFAT 投与群において有意に減少した(図 4)。また、マウス DFAT 投
与後における肺組織の線維性変化を、Ashcroft スコアに基づいて病理組織学的に定量化した。1
群につき 5 頭のマウスを使用し、マウス 1 頭について約 20 視野中 10 視野を無作為に選んで検
査した結果、BLM 投与肺線維症モデルマウスに対するマウス DFAT 未投与群と比較して、マウス
DFAT 投与群において有意に減少した(図 5)。 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(3) 各実験群においてヒトDFAT投与3週間後にマウス肺組織を摘出し、組織切片標本を作製後、

HE 染色を行なった。図 1 と同様に PBS 投与の対照群では正常な肺構造を示したが、BLM 投与の
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(4) 各実験群においてヒト DFAT 投与 3 週間後にマウス肺組織を摘出し、組織切片標本を作製

後、マッソントリクローム染色を行なった。PBS 投与の対照群と比較して、BLM 投与の肺線維症
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範に膠原繊維の

沈着が観察さ

れ、肺組織の線

維化が進行して

いる様子が認め

られたが、この
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(5) ヒト DFAT 投与 3 週間後における各群肺組織のコラーゲン量を Hydroxyproline assay kit

を用いて測定した結果、肺組織中のコラーゲン量は、BLM 投与肺線維症モデルマウスのヒト DFAT

未投与群と比較して、ヒト DFAT 投与群においてに有意に減少した(図 8)。また、各群のマウス

肺組織において移植したヒト DFAT の生着や局在を調べた結果、移植 3 週間後のマウス肺組織に

おいてヒト DFAT は全ての群において生着を認められなかった(図 9)。(scale:100 µm) 

 

 

(6) M1 誘導群に

おける THP-1 に

おいて、THP-1単

独培養と比較し

て TNFAや IL6の

遺伝子発現量は

ヒト DFAT との

共培養によって
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た。また、M2 誘
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と比較して IL10
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(7) M1 誘導群における THP-1 培養上清中において、THP-1 単独培養と比較して TNFαのサイトカ

イン発現量はヒト DFAT との共培養によって有意に減少した。また、 THP-1 単独培養と比較して

IL1βのサイトカイン発現量はヒト DFAT との共培養によって有意な差は認められなかったが減

少傾向にあることを示した(図 11)。 

 

 以上の結果より、DFAT は肺線維化に係わる免疫細胞の抗炎症作用を増進させ、肺線維症モデ

ルマウスに対する DFAT 静脈内投与の有効性が示された。 
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