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研究成果の概要（和文）：我々は新たな分離方法である、クローン単離法により高濃縮間葉系幹細胞の選択を可能にし
た。3つの細胞表面マーカー(LNGFR、THY-1、VCAM-1)を組み合わせ、すべて+の (LTV)細胞を分離しクローナル解析を行
ったところ、従来法のhMSCは p16(INK4a)を介し急速に細胞老化する上、頻繁にゲノムのコピーエラーを示すのに対し
、LTV細胞は培養環境で急速に分裂増殖し、全クローンで多系統分化と自己複製能および遊走能を示した。本研究で明
らかにしたマーカーコンビネーションLNGFR+ THY1+ VCAM-1hi+ は現在最も強力、かつ細胞性能の高いhMSCを分離する
ことができる。

研究成果の概要（英文）：We report an improved prospective clonal isolation technique and reveal that the c
ombination of three cell-surface markers (LNGFR, THY-1, and VCAM-1) allows for the selection of highly enr
iched clonogenic cells (one out of three isolated cells). Clonal characterization of LNGFR+THY-1+ cells de
monstrated cellular heterogeneity among the clones. Rapidly expanding clones (RECs) exhibited robust multi
lineage differentiation and self-renewal potency, whereas the other clones tended to acquire cellular sene
scence via P16INK4a and exhibited frequent genomic errors. Furthermore, RECs exhibited unique expression o
f VCAM-1 and higher cellular motility compared with the other clones. The combination marker LNGFR+THY-1+V
CAM-1hi+ (LTV) can be used selectively to isolate the most potent and genetically stable MSCs.
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１．研究開始当初の背景 
様々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
生を誘導する手法が不可欠である。 
 
２．研究の目的 
本研究では、組織幹細胞の中でも分化能と安
全性の高い間葉系幹細胞を用いて、損傷を受
けた際の間葉系幹細胞の遊走制御機構を解
明することを目的とした。ヒトが持つ治癒能
力を解明することにより、幹細胞移植治療の
有効性を評価することができ、早期に医療へ
の応用が実現可能な細胞移植方法を確立で
きるはずである。 
 
３．研究の方法 
ヒト間葉系幹細胞を移植したNOGマウスの後
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(実験 1)。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(実験
2)、サイトカインで遊走の促進を行う(実験
1)。その後、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、電場変化が創
傷治癒に対して与える影響や、細胞外マトリ
ックスによる輸送制御を行う(実験 3)。そし
て、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非侵
襲的・経時的に観察する(実験 4)。 
(1) 【損傷部位の細胞・成長因子の解析(in  
vivo)】 
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)より移植し、同 NOG マウスに損傷(後背
部位全層欠損層)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。 
(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(in  vitro)】 
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 で調べる。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。 
(3) 【電場変化と架橋細胞外マトリックス
による in vivo 幹細胞制御】 

グリコサミノグリカン(GAG)は、二糖が単位
になって枝分かれせず、繰り返し連結した多
糖である。GAG は糖の多くにカルボキシル基
(-COOH)を持つため、強く負に荷電している。
動物細胞が産生する最も陰性の強い物質で、
内在性電場を形成する重要なファクターで
あると考えられる。GAG の中でもヒアルロン
酸は親水性が高く、水を含むと少量でも膨張
して大きな体積を埋める性質を持ち、傷の修
復過程に置いて大量に生産され、潤滑剤とし
て働いている重要な成分である。また、アテ
ロコラーゲンも同様に治癒に関わる材料と
して知られており、架橋強度により間葉系幹
細胞は分化能を変化させる性質がある
(Engler Cell 2006)。そこで、ヒアルロン酸
(内在性電場誘導)とアテロコラーゲン(分化
誘導)を組み合わせた細胞外マトリックスを
作成し、電場変化に加え創傷部位に注入する
ことで、間葉系幹細胞の遊走能・分化能に与
える影響を調べる。実験①同様、組織染色・
FACS にて遊走・分化細胞の定量化を行う。 
(4) 【遊走間葉系幹細胞の In vivo イメージ
ング】 

移植細胞がマウスの組織内や体内でも識別
できるように、ヒト間葉系幹細胞に対しレン
チウィルスを用いて CBR(変異型ルシフェラ
ーゼ遺伝子)を導入し、細胞に恒常的に発現
させる。In vivo リアルタイムイメージング
装置(IVIS)を用いて生体内での間葉系幹細
胞の局在を体外から観察し、間葉系幹細胞損
傷部位への遊走を非侵襲的に確認する。電場
変化・細胞外マトリックス等の投与によって
遊走能に現れる影響を観察し、間葉系幹細胞
を用いた細胞治療法の有効性を証明する。 
 
４．研究成果 
ヒト間葉系幹細胞を免疫不全動物へ移植し、
高率よく体内動態を観察する系の確立に集
中した。フローサイトメーターにて分離した
ヒト間葉系幹細胞にLuc遺伝子を導入し、NOG
マウスの眼下静脈叢より全身移植後、IVIS に
て体外より細胞動態を経時的に観察したと
ころ、継代培養を経て老化した細胞はほぼ全
ての移植細胞が肺毛細血管に捕捉されてし
まうため血中循環に入らず、その後の動態を
追うことが不可能であることが判明した。そ
こで、別プロジェクトにて確立した手法を用
い、移植前に遊走性を持つ細胞のみを分離し、
ホストへ投与したところ肺毛細血管へ捕捉
されずに体内循環させることが可能であっ
た。分離の指標としたインテグリン受容体は、
単なるマーカーであるのみならず、特異的抗
体を用いて細胞間相互作用をブロックする
ことで遊走性が失われることから、間葉系幹
細胞の遊走性に必須の分子であることが明
らかになった。 
確立したヒト間葉系幹細胞体内動態モニタ
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非侵襲的・経時的に観
察した。移植細胞が、マウスの組織内や体内



でも識別できるように、ヒト間葉系幹細胞に
対しレンチウィルスを用いて CBR（変異型ル
シフェラーゼ遺伝子）を導入し、細胞に恒常
的に発現させた。In vivo リアルタイムイメ
ージング装置(IVIS)を用いて生体内での間
葉系幹細胞の局在を体外から観察し、間葉系
幹細胞の損傷部位への遊走を非侵襲的に確
認した。電場変化・細胞外マトリックス等の
投与によって、遊走能に現れる影響を観察し、
間葉系幹細胞を用いた細胞治療法の確立に
役立てる。 
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