
１． は じ め に

細胞融合を生じることで多核細胞形成は，発生分化過

程，生理的反応，病的反応にて認める．骨格筋細胞は発生

過程で融合し多核となり，分化過程そのものが融合と切り

離すことができない．精子と卵子の受精も，特殊な例かも

しれないが異なる細胞間の融合である．胎盤の絨毛で母体

血と接触する部分に存在する細胞性栄養細胞は融合し，合

胞体性栄養膜細胞となる．また，マクロファージは融合し

異物巨細胞を形成する．造血幹細胞に由来する破骨細胞も

多核である．また，再生医療における移植細胞が生着した

部位で宿主の細胞と融合することが知られている．さら

に，人為的ではあるが，ハイブリドーマ作製，iPS細胞の

元となる考えを提示した ES細胞と体細胞の融合研究があ

る１）．このような細胞融合機構を解明することが最も大事

であるが，ここでは分子メカニズムではなく，細胞融合が

再生医療という分野にとって役立つことを紹介したい．具

体的には移植細胞が宿主細胞と融合することで筋ジストロ

フィーが治療できることを提示する．

２． 筋ジストロフィーとは

筋ジストロフィーは進行性の筋力低下と筋萎縮を伴う筋

繊維の変成・壊死・再生を主な病理像とする遺伝子性疾患

の総称である．その中でジストロフィンの欠損による

Duchenne（デュシェンヌ）型筋ジストロフィーは筋ジス

トロフィーの中で最も頻度が高い X連鎖劣性遺伝性疾患

であり，かつ最も重症な進行性筋疾患である．男児のみに

発症し，頻度は１／３，５００人であり，幼少期に発症し多くは

２０歳代に心不全，呼吸不全により死亡する．Duchenne型

筋ジストロフィーの薬物療法として最近ステロイドホルモ

ンが使用されているが，症状の進行を遅らす程度の効果し

か得られず，対症療法が中心である．また，ジストロフィ

ン遺伝子を導入する遺伝子治療法が注目されていたが，い

まだ臨床応用には至っていない．これらの問題を解決する

打開策として，近年，組織幹細胞を用いた障害組織に対す

る再生医療が注目されており，筋ジストロフィーにおいて

も例外ではない．細胞源としては，筋芽細胞，骨髄細胞な

どがあげられ，筋再生の供給源として期待されている．

３． 筋ジスモデル動物に対する細胞融合戦略

近年，組織幹細胞を用いた再生医療が注目されており，

細胞源として骨髄に由来する間葉系幹細胞などがあげられ

ている２）．骨格筋再生においても，１９８９年 Partridgeらは，

正常新生仔マウスの筋から分離した単核細胞をジストロ

フィン遺伝子欠損 mdx／scidマウスに移植することにより

ジストロフィン陽性細胞が発現する３）．細胞移植は従来の

臓器移植と異なり，自己の細胞を含め，細胞レベルで臓器

の機能を補填，改善することができる．細胞供給源とし

て，骨髄間質細胞が注目されており，臨床応用への可能性

が高い２～４）．同時に，子宮内膜，月経血，胎盤が候補にあ

げられ，これらの細胞は「初期値」の面からも骨格筋への

なりやすさ（preference）を有しており，筋ジストロフィー

に対する細胞治療において有力な細胞供給源である５～７）．

どのようなメカニズムで移植細胞からジストロフィンが

発現されるかは極めて興味深い（図１）．融合後の遺伝子

発現で重要な研究のひとつに，多田氏による ES細胞と体

細胞の融合研究がある１）．この論文では，融合後に ES細

胞に存在する転写因子のお陰で，体細胞より ES細胞特異

的遺伝子の発現が誘導されるというものである．体細胞の

核に存在する特異的なクロマチン構造により，転写因子の

みではそのような現象（体細胞における ES細胞特異的遺

伝子の発現）は起きないと予想されるので，このことは ES

細胞中にはリプログラミング因子も存在し，体細胞核をリ

プログラムしたと考えられる．この現象と同じことが移植

細胞と宿主細胞との間の融合によって生じると思われる．
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すなわち，宿主細胞である骨格筋細胞に存在するジストロ

フィンを発現させる転写因子が移植細胞ゲノムに働いてジ

ストロフィンを発現させる．宿主細胞のジストロフィン遺

伝子は変異・欠損しているので，ジストロフィンの発現は

移植細胞からのものであると結論づけられる．細かいこと

を言うと，宿主の変異から正常リバータントが生じる可能

性は否定できないが，実験の上では使用している抗体・プ

ライマーがヒト特異的であるので正常リバータントの可能

性は否定できている．

４． どのような移植細胞が良いか

移植細胞は骨格筋細胞への分化能を有することが必要と

なる．一方，ジストロフィン遺伝子発現のためには，移植

細胞が宿主の骨格筋内で融合することができれば分化能を

有していなくても良いという考え方もありえる．分化能が

なくとも融合能のみを獲得できれば良いわけであるが，

ES細胞とは異なりリプログラミング因子が宿主細胞に存

在しない可能性があるので，やはり骨格筋への分化を伴っ

て，核が骨格筋のクロマチン構造になっていることが良い

と予想される．そのような分化能の観点から，子宮内膜，

月経血及び胎盤に由来する細胞が移植細胞として好まし

い．in vitroの検討では，５-azacytidine（５mM）で２４時間

前処理した胎盤由来細胞は Skeletal myosin heavy chainを

発現する（図）．また，胎盤由来細胞とマウス骨格筋芽細

胞 C２C１２との融合率を試験管の中で検討したところ，高

率な融合能を胎盤由来細胞は示した（図）．さらに，生体

内における胎盤由来細胞の骨格筋細胞への分化を確認する

ため mdx／scidマウスを用いた移植細胞の骨格筋再生能を

検討すると，マウス骨格筋中にヒト・ジストロフィンの発

現を認めることができる（図）．胎盤は部位によって骨格

筋への分化能に相違があり，特に胚外中胚葉である羊膜中

胚葉，絨毛，絨毛膜，絨毛板には間葉系幹細胞が多く含ま

れると考えられた．

５． 融合能（分化能）を付与するエピジェネティクス修飾剤

筋ジストロフィーに対する再生医療の前臨床研究とし

て，月経血からの細胞（脱落してきた子宮内膜細胞）を利

用し，DNAメチル化阻害剤である５-アザシチジンを用い

図１ 細胞融合によって移植細胞のジストロフィン遺伝子が発現するメカニズム
マウス・筋ジストロフィーモデルでは，正常のジストロフィンタンパク質は発現していない．移植
するドナー細胞となるヒト細胞ではジストロフィン遺伝子があり，宿主細胞と融合することで宿主
の転写因子を用いてジストロフィン遺伝子は発現することになる．
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て骨格筋細胞に分化させ，融合能を獲得させる５）．月経血

由来細胞は，免疫不全動物への移植により骨格筋分化を示

す．一方，試験管内においては，MyoD，Dystrophinを構

成的に発現し，脱メチル化剤である５-azacytidine処理によ

り，Desmin陽性骨格筋線維への分化を示す．また，脱メ

チル化剤による分化誘導は濃度に依存し，５-azacytidine濃

度５µM（２４時間処理）にて最も分化が顕著である１）．

この低分子の脱メチル化剤はランダムな脱メチル化を生

じさせる．５-azacytidineは，ゲノムの DNAにとりこまれ

て DNAのメチル化を阻害するか，または methyltrasferase

の活性を阻害する．この細胞に特有の DNAメチル化状態

を脱メチル化剤で変化させること自体は，細胞が分裂する

とその細胞でいられなくなることを意味し，細胞の分化状

態のリセットがかかることになる．

６． 高い細胞融合能を示す月経血由来細胞

ヒト子宮内膜は，再生，分化，そして月経周期の一部と

して剥離（Shedding）する．その再生過程は月経周期のみ

ならず分娩後にも見られ，閉経後でのエストロゲン投与で

も認められる．月経のない種においては，生理的剥離の代

わりに増殖とアポトーシスによる周期が存在する．ヒトの

内膜における周期では，内膜虚血による剥離があり，月経

血となるが，末梢血，臍帯血の「血」とは様相が異なり，

月経血は「血」というよりも虚血に陥った内膜が多く存在

し，組織と言える．この月経血を利用し，生体外で培養す

ることにより，再生医療の供給源として利用でき，その細

胞数は月経初日の塊状物を含む月経血では１０万を超える．

また，そのような月経血由来細胞は試験管内での増殖能は

顕著である．月経血中に含まれる細胞は多彩な多分化能を

示すというよりも骨格筋，心筋細胞への分化ポテンシャル

があることを強調したい．子宮内膜から発生する癌肉腫や

肉腫に，横紋筋肉腫が多いことと連関しているかもしれな

い．

月経血を初めとするヒト細胞を培養することに関する倫理

月経血は，手術検体とは全く異なり病院に訪れる患者さ

んからインフォームドコンセントを得る訳ではなく，ボラ

ンティアにお願いすることになる．ボランティアは，広く

多くの施設にポスター（図１）を掲示することで自発的な

意思によることが要求されることになる．また，個人情報

の関係から連絡先は，研究コーディネーターとする必要が

ある．連絡しやすいように，筆者らは研究コーディネー

ターを女性にお願いしている．同意書は，研究コーディ

ネーターから個人情報管理者に送ることになり，情報は研

究者には全く行かないことになる．研究においては，個人

情報は全く必要ないので連結不可能匿名化した状態で研究

者に検体が送付される．

月経血からの培養

月経血２１検体から，培養を開始した２，３）．月経血検体は，

ペニシリンとストレプトマイシンを最終濃度１００U／mlと

した２％ウシ血清を含んだ基礎培地（DMEM：Dulbecco’s

Modified Eagle Medium）を２５ml入れた５０mlプラスチッ

クチューブ（ファルコン）の中にボランティア自身が入れ

る（図２：月経血採取方法の説明文書，図３：注意事項を

記載した説明文書）．抗生物質添加は膣，皮膚，手指等々

図２ 試験管内（in vitro）における細胞融合
A．共培養系における骨格筋分化．左は位相差顕微鏡写真で，
右は骨格筋に分化したヒト細胞の蛍光写真．B．脱メチル化剤
によるヒト胎盤細胞の骨格筋へ分化させた．写真は骨格筋ミオ
シン重鎖に対する抗体を用いた免疫細胞化学．C．マウス由来
筋芽細胞（C２C１２細胞）と共培養を行い，ヒト胎盤細胞とマウ
ス細胞の細胞融合による筋管細胞の形成．写真はヒト骨格筋ミ
オシン重鎖に対する抗体を用いた免疫細胞化学．D．胎盤に由
来する細胞の融合数（１，０００個の細胞に認められる融合細胞の
数）．UC：臍帯血由来細胞，AE：羊膜上皮細胞，AM：羊膜由
来線維芽細胞，CP：絨毛板由来細胞，VC：繁茂絨毛由来細胞，
DB：脱落膜由来細胞．
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からの細菌混入への対策であり，実際に培養過程で細菌が

増殖してくることはない．抗真菌剤は使用していないが，

酵母，真菌の増殖も認められない．マイコプラズマの検査

は行っていない．月経血は，月経開始後初日から３日目の

間になるべく採取をお願いしている．月経血は説明文書に

記載するように，組織塊を含む場合と含まずに「さらさら」

状態の場合がある．組織塊が含まれた場合に多くの細胞が

採取されているのではないかと類推するが，実際のところ

は不明であり，いずれの検体からも多くの細胞が採取され

ている．検体を受け取ってから２４時間以内に培養を開始

しているが，壁付着細胞が存在し，増殖する．なお，郵送

過程は常温としているが問題にならない．夏場で気温が

３７度 Cを超える場合も否定できないが，そのような場合

は少ないと考えている．逆に凍結されてしまうと細胞が死

滅してしまうので，常温としているところがある．なお，

当初は，このような手続きのために，研究者に月経血が

入った５０mlチューブが届くまでに時間がかかるのが問題

となるのではないかと心配していたが，実際には月経血由

来細胞はチューブ内の培地にて二日くらいは問題なく生存

していると思われ，実質的に問題にならないので細かい検

討は行われていない．

７． 細胞融合の効率を上昇させるためには

細胞移植は従来の臓器移植と異なり，自己の細胞を含

め，細胞レベルで本来の臓器の機能を補填，改善すること

ができ，組織幹細胞を用いた骨格筋の再生の細胞源として

筋芽細胞，骨髄細胞などがあげられている．しかしながら

これらの細胞は，移植に必要充分な量の細胞数の獲得と細

胞移植後 in vivoでの生存率限界がある．子宮内膜由来細

胞の分離培養，細胞のプロファイルの確定後，遺伝子導入

による細胞寿命延長の検討を行ったところ，筋ジストロ

フィーモデルマウスにおいてヒト・ジストロフィン発現を

認めた．細胞供給源として，骨髄間質細胞が注目されてお

り，臨床応用への可能性が高い．

１）Tada, M., Takahama, Y., Abe, K., Nakatsuji, N., & Tada, T.
（２００１）Curr Biol.,１１,１５５３―１５５８.

２）Dezawa, M., Ishikawa, H., Itokazu, Y., Yoshihara, T., Hoshino,

図３ 生体内（in vivo）における細胞融合
A．mdx／mdx scid／scidマウスの作成．
B．羊膜細胞の mdxモデルマウス筋修復への寄与．免疫不全 mdxモデルマウスの骨格筋に Amniotic mesoderm-
derived cellsを移植し，３週間後マウス骨格筋中にヒト・ジストロフィンの発現を認めた．
C．ヒト月経血及び子宮内膜に由来する細胞を移植することによって出現するジストロフィン陽性率．
D．移植細胞（EGFPでラベル）とヒト・ジストロフィンの免疫組織化学．DAPI染色とMergeを同時に示す．
E．移植部位におけるヒト特異的ビメンチン抗体を用いた免疫組織化学．間葉系細胞の場合，マウス細胞とヒト細胞
を区別するのに，ビメンチン抗体はたいへん有効である．
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