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間葉系幹細胞の基礎と臨床応用

１． は じ め に

幹細胞とは自己増殖能と多分化能を有する細胞で，胚性

幹細胞（ES細胞）や山中らにより創製された人工多能性

幹細胞（iPS細胞）がよく知られている．しかし，我々の

体内にも幹細胞は存在し，例えば造血幹細胞については基

礎研究ならびに臨床応用も活発である．また，間葉系幹細

胞とよばれる幹細胞も存在し，中胚葉由来の骨・軟骨へ分

化する．この分化能を利用して，骨関節疾患の再生医療に

おいて臨床応用が開始されている．間葉系幹細胞は種々組

織から得られるが，古くよりその存在が知られ１），現在臨

床応用のための細胞ソースとして用いられている組織は骨

髄である．骨髄に含まれる細胞は大きく二つに分かれ，血

球系の細胞とそれを支持する間質細胞が存在する．本稿で

はこの骨髄に含まれる間質細胞を培養し，繊維芽細胞様の

形態をもってシャーレ上に付着増殖する細胞群を間葉系幹

細胞（mesenchymal stem cells：MSC）と呼ぶ２）．上述のよ

うに，MSCは骨や軟骨に分化することは知られていた

が１，２），この数年外胚葉や内胚葉由来の組織細胞へも分化す

ることが報告されている３～５）．また，MSCは血管内皮細胞

へも分化するのみならず VEGF（血管内皮細胞成長因子：

vascular endothelial growth factor）を多量に分泌する６～８）．

これらの経緯をふまえて我々は骨・関節疾患のみならず心

疾患患者に対しても患者自身のMSCを用いる再生医療を

医療機関とともに開始している．患者自身のMSCを用い
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る理由のひとつとして，他人（同種）の細胞は移植により

拒絶されることが挙げられる９）．しかし，この点において，

MSCは移植免疫を回避し，同種への移植でも免疫抑制剤

を使用せずに定着することが最近報告されている１０，１１）．こ

れらのMSCに関する動向，特に血管再生と同種移植に焦

点をあてて概説する．

２． 細胞移植による血管再生療法

下肢虚血疾患の骨髄を利用しての再生医療が開始されて

いる．松原や室原らは，全身あるいは腰椎痲酔下に患者腸

骨より５００―８００mlの骨髄液を採取し，比重遠心法により

骨髄単核球を分離して数十個所の下肢虚血部位に移植をし

ている．２０００年より多施設臨床試験を行い移植された患

者に明らかな副作用は認めず，良好な結果を得たと報告し

ている１２）．浅原らは骨髄細胞を培養するとその中の一部が

血管内皮細胞に分化することを見いだし，この細胞を血管

内皮前駆細胞（endothelial progenitor cells, EPC）と名付け

た．これまで生体における血管再生は，既存の血管から分

枝が派生・伸張することによる機序（血管新生 angiogene-

sis）のみと考えられていたが，胎児期のように EPCが新

たな血管を発生させる機序（脈管形成 vasculogenesis）が

生じている可能性を明らかにした１３）．現在，浅原らは神戸

先端医療センターにおいて重症下肢虚血疾患患者の治療を

行っている．患者の骨髄から EPCを末梢血に誘導するた

め，あらかじめ G-CSF（granulocyte colony stimulating fac-

tor）を皮下注射し EPCを誘導したのち，採取した末梢血

から単核球を採取する．その後，EPCを多く含む細胞分

画として CD３４陽性細胞を磁気により分離して，患部に移

植している．

３． 間葉系幹細胞（MSC）と心・血管再生

さて，上記の EPCは表面抗原の CD３４が陽性である．

この点に関して，後述するようにMSCは CD３４ならびに

CD４５は陰性であり，EPCとは明らかに異なった表面抗原

提示を示す１４）．最近の報告ではMSCは心筋細胞へも分化

しうることが報告されている．福田らはマウスの骨髄由来

MSCを長期培養することにより，自己拍動を伴う細胞集

団を得，MSCが in vitro で心筋細胞へ分化したことを初め

て報告した１５）．最近では，梅澤らにより骨髄以外の組織由

来MSCによる心筋分化も報告されている１６）．このように

MSCは心筋細胞へ分化しうるが，MSCは血管内皮細胞へ

も分化可能である．実際，我々はMSCと多孔体のセラ

ミックの複合体を作製したのち皮下へ移植するモデルによ

り，MSCがセラミック気孔内で増殖分化して効率よく骨

形成を起こす実験系を構築していた．この際，移植する

MSC（CD３４，４５陰性）をレトロウイルスでマーキングす

ることにより，移植されたドナー細胞を移植部位で追跡し

てみた．そうすると，移植細胞はセラミック気孔表面で増

殖分化して骨芽細胞になるが，セラミックに接していない

細胞は非常に効率よく内皮細胞へ分化し血管再生を引き起

こすことを報告した１７）．さらに，永谷らはラット心筋梗塞

モデルによりマーキングされた移植MSCが血管新生を引

き起こすのみならず，心筋細胞にも分化しさらに心機能を

亢進することを報告している６，７）．これらの結果は明らかに

EPCとは異なる細胞（MSC）による新生血管誘導であり，

かつMSC移植による心機能亢進を示している．

４． MSCの増殖とサイトカイン分泌能力

骨髄中に含まれるMSCの数は総有核細胞数の０．００１―

０．０１％と非常に低い割合とされている．すなわち，骨髄１

ミリリットル中には約１００万個の様々な細胞が含まれてい

るが，その中のMSCの数は１０～１００個程度である２）．し

かし，MSCはシャーレ上で比較的容易に増殖する．図１

左上にみられるように，新鮮骨髄をシャーレ上に播種する

と大多数は赤血球であり，この段階でMSCを見いだすの

は不可である．しかし，数日後には多数の赤血球を駆逐す

るようにシャーレの底に繊維芽細胞様の形態の細胞が出現

し始め，約１０日でシャーレを覆い尽くすように増殖する

（図１左下）．ただ，この初期培養だけでは得られるMSC

の数は少なく，通常はこの細胞をトリプシン等により

シャーレからはがし，さらに多数のシャーレ上に播種（継

代）して総細胞数を増やす．得られた細胞は FACS解析に

より，血球系細胞に存在する CD３４や CD４５は陰性であ

り，MSCに多く存在するとされている CD１０５や CD２９は

強陽性である（図１右下）．このようにして増殖されたヒ

ト骨髄由来MSCとヒト皮膚由来繊維芽細胞を同一条件で

さらに培養し，分泌される種々サイトカインをアレー

（Human Angiogenesis Antibody Array I: RayBiotech, Nor-

cross, GA, USA）により検出した８）．図２Aにみられるよう

に，種々のサイトカインの分泌が検出されたが，VEGFの

分泌はMSCでは明らかであったが繊維芽細胞では検出で

きなかった．さらに，この VEGF分泌量を定量すると

MSCからは高濃度の分泌を確認できたが繊維芽細胞から

の分泌は極微量しか検出されなかった（図２B）．
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５． MSCを用いる治療技術

上記のように，骨髄MSCは移植により血管内皮細胞へ

分化し，新生血管を形成するのみならず一部は心筋細胞に

も分化しうる．さらに，血管誘導因子である VEGFを多

量に産生する能力をもつ．これらの結果や大動物を用いた

経験をふまえ，我々は国立循環器病センターと共同で患者

MSCを増殖ののち，心筋障害部位へ移植する再生医療を

開始した．すなわち，MSCの血管新生能力ならびに心筋

への分化能力を期待して細胞移植を行った．特筆すべき

は，上記の虚血疾患に対する骨髄単核球による治療では約

５００mlあるいはそれ以上の骨髄量が必要であるのに対し，

骨髄MSCによる治療は，わずか約１５mlの骨髄で可能な

ことである．すなわち，患者からの細胞（骨髄）採取は局

所麻酔下で行うことが可能であり，心筋への移植もカテー

テルを用いるので局所麻酔下で可能である（図１右上）．

このように，患者にとっての負担が少なく非侵襲的な治療

である．

以上は，患者MSCを用いての心・血管再生治療である

が，このMSCをビタミン C，リン酸やデキサメサゾンの

存在下に，さらに培養を継続することにより，MSCは骨

形成細胞である骨芽細胞に分化するとともに骨基質を産生

する．我々は，このMSC由来の骨芽細胞を用いての骨再

生を２００１年より行っているが，紙面の関係上詳細は文献

を参照されたい１８，１９）．

６． MSCを用いての同種移植

以上，患者の骨髄の細胞からMSCを体外で増殖させ

て，同一患者にその細胞を用いて治療する方法を述べてき

た．このような新しい治療技術はドナー不足で問題となっ

ている組織・臓器移植におきかわる治療法となる可能性を

秘めている．しかし，細胞の増殖・分化能には個人差があ

図１ ヒト（患者）骨髄からの間葉系幹細胞（MSC）の増殖
約１０日でシャーレを覆い尽くすように増殖し，継代によりさらなる細胞増殖が生じる．
このMSCは血液系のマーカーを示さず，この細胞を用いての心・血管再生が行われる．
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り，全ての患者細胞が同様の挙動を示すのではない．ま

た，MSCは数継代を経るとその増殖能は低下するととも

に分化能も低下する．そのため，安定した増殖と分化能を

有する他人の細胞を保存しておき，必要に応じてその保存

細胞を用いて治療することが考えられる．この他人の細胞

を用いる移植は同種移植であり，我々が行っている患者自

身の細胞を用いるのは自家移植である．同種移植の場合は

患者から細胞を採取する必要がないという利点を有する

が，問題は他人の細胞を移植するので，移植された細胞は

患者の体にとって異物と認識され，拒絶されることであ

る．すなわち，移植免疫反応が生じる．また，既知ならび

に未知の感染症を引き起こす可能性も高い．

我々は同一の個体（レシピエント）において，自家なら

びに同種細胞の増殖，引き続いての分化過程を検証できう

るユニークな実験系を確立している１７）．具体的には白色の

Fischer３４４（RT１１v）ラット大腿骨より骨髄を採取し，セラ

ミックとハイブリッドを行い他の Fischer３４４（RT１１v）ラッ

ト皮下に移植する（図３）．この場合，両者とも RT１１v遺伝

子座をもっており，同系移植（一卵性双生児間に相当する

移植）である．すなわち自家の細胞移植と同じである．ま

た，同種として，黒色の ACI（RT１a）あるいは白色の Le-

wis（RT１１）のラット骨髄細胞もセラミックとハイブリッ

ド後 Fischer３４４（RT１１v）に移植する．このように，Fischer

３４４の皮下に Fischerの骨髄あるいは同種（Lewisもしくは

ACI）の骨髄とセラミックのハイブリッドを移植する．こ

れにより，移植環境が同一であり，同じ個体のレシピエン

トに自家ならびに同種の細胞が移植されうるので実験結果

に信頼性が生じる．この場合，ドナーとして Lewisを用い

ると軽度の不適合（minor mismatch）であり，ACIを用い

ると高度の不適合（major mismatch）である．図３にみら

れるように，Fischer／Fischer間の移植では効率よく骨形成

がみられたが，Lewis／Fischer間は拒絶反応によると思わ

れるリンパ球を含む炎症性の細胞浸潤がみられ，骨形成は

全く生じなかった１７）．また，当然のことながら，major

mismatchの ACI／Fischer間でも同様の反応がみられ，骨髄

MSCの増殖ならびに骨芽細胞への分化のプロセスが阻害

され，骨形成は全く生じなかった．しかし，免疫抑制剤

（FK５０６；tacrolimus）を投与することにより例え major mis-

match間でもMSCは生着し分化能を発揮した１１）．

以上の結果は新鮮骨髄細胞を用いた結果である．当然の

ことながら用いた細胞にはMSCのみならず血液系の細胞

も多量に含まれる．この点において，MSCは免疫抑制の

機能を有し，免疫抑制剤を用いなくても同種のMSCは移

植により生着する可能性が報告されている．そこで，我々

は上記の移植実験系を用いて，Fischer３４４ならびに ACI

ラットにおいて血液系細胞の含まれないMSCを用いての

実験を行った．自家MSCの場合は移植によりセラミック

気孔内に良好な骨形成を生じるのみならず，高いアルカリ

ホスファターゼ活性や骨に特異的なオステオカルシンの発

現がみられたが，同種の場合（majorのみならず minor mis-

matchでも），生着するには免疫抑制剤の使用を必要とし

た２０）．以上，例えMSCでも他人のMSCは移植により拒絶

され，治療に用いるには免疫抑制剤を必要とすることが明

図２ サイトカインアレーを用いてのヒトMSCとヒト繊維芽
細胞（fibroblast）のサイトカイン分泌

（A）アレー（RayBioTM Human Angiogenesis）上のサイトカイン
に対する抗体の位置と検出できたサイトカインのスポット．黒
矢印に示されるように，VEGFはMSCから検出されるが繊維
芽細胞からは検出されない．
NEG＝negative control; EGF＝epidermal growth factor; IL＝inter-
leukin; TIMP＝tissue inhibitor of metalloproteinase
（B）VEGF分泌の ELISAによる定量
文献８の図より改変
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らかになった．

７． お わ り に

古くより，骨髄にはMSCの存在が知られ１），この細胞

は骨や軟骨に分化することが多く報告されている１，２）．さら

に，本稿で述べたように，この細胞は血管への分化能なら

びにその分化をサポートするサイトカインも分泌すること

が明らかになった．臓器・組織の再生には血管新生が必須

であり，この点からもこの幹細胞は種々の疾患治療に有用

である．このようにこのMSCを用いることにより，いま

までの治療ではなしえなかった難治性の疾患治療が期待で

きる．また，患者自身のMSCでなく，他人のMSCを用

いての治療技術開発も可能であるが，免疫抑制剤の投与を

必要とする．重要な点は，体外での培養という技術により

MSCを増殖でき，少量の骨髄採取で種々の疾患治療が可

能である点である．さらに，本稿ではあまり触れなかった

が，MSCは神経３）や肝細胞４，５）にも分化しうる細胞である．

このようにMSCは様々な能力をもつ細胞であるが，その

起源は不明な点が多い．さらに，増殖能と種々の組織細胞

への分化能力には限度があり，“幹”細胞と呼ぶにはすこ

し距離を置く必要があると思われる．我々はこの能力を高

めるために，転写因子の導入をMSCにこころみている２１）．

本稿を読まれた研究者がこの分野に興味を持たれ，さらな

る進展を引き起こすことを期待したい．
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図３ 自家細胞と同種細胞の移植実験モデルと in vivo 骨再生
多孔体のセラミックを骨髄細胞あるいは間葉系幹細胞（MSC）と複合化させてラット皮下に移植する．ドナー
として ACI（黒色）あるいは Fischer（白色）を用い，レシピエントとして Fischerを用いた．一部のラットには
免疫抑制剤（FK５０６）を投与した．
文献９，２０の図より改変
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炎症に関与する酸化脂質メディエーター

は じ め に

リン脂質やコレステロールエステルなどを構成する多価

不飽和脂肪酸は酸化に最も鋭敏な生体構成成分であり，プ

ロスタグランジンなどの生理活性脂質の起源であることは

いうまでもない．一方，生体における脂肪酸の酸化反応は

酵素反応を介した合目的なものに限らず，フリーラジカル

連鎖反応を介する脂質過酸化反応のように，脂肪酸の酸化

的分解により短鎖アルデヒドなど様々な酸化物を生成する

反応も含まれる．これまでの研究から，プロスタグランジ

ンのような生理活性脂質だけでなく，こうした脂質過酸化

反応によって生成される化合物の多くが細胞応答誘発作用

を示す脂質メディエーターになりうることが明らかになっ

てきた．一方，最近筆者らは n-６系多価不飽和脂肪酸に由

来した短鎖アルデヒドの一つである４-ヒドロキシ-２-ノネ

ナール（HNE）が，マクロファージなどにおいてプロス

タノイド合成の律速酵素であるシクロオキシゲナーゼ-２

（COX-２）の遺伝子発現を特異的に誘導することを見いだ

した．また，その誘導機構の解析過程において，HNEに

よる COX-２の誘導には細胞培養に用いる血清成分が必須

であることを見いだした．さらに，同定された血清成分

は，以前より動脈硬化症発症の初期過程におけるマクロ

ファージ泡沫化への関与が示唆されてきた分子であった．

本ミニレビューは，COX-２誘導分子としての HNEの発見

から，血清成分の同定，さらに HNEと血清成分が協調し
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