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肪組織を採取出来れば細胞の性質上，その後大量調

製が可能であるため，侵襲や組織破壊が非常に少な

く，心不全や高齢患者からも採取・調製が可能であ

る。さらにまた癌化などのリスクも他の移植細胞原

と比べても格段に少なく，まとめると安価で安全で

かつ低侵襲の手技によって大量調整が可能であり，

間葉系幹細胞による疾患治療の移植細胞原として非

常に期待の持てる治療ツールである。腎臓疾患は一

度罹患すると根治治療が難しく病態が慢性化する場

合も珍しくない。高血圧や糖尿病，糸球体腎炎など

腎臓病の原因疾患には様々な疾患があるが，それら

をまとめて慢性腎臓病（CKD：Chronic Kidney Dis-

ease）と呼ぶ。この疾患は現在1330万人の患者が本

邦に存在して，都合国民 8人に 1人か何らかの腎疾

患に罹患している事になるが根治療法が十分でない

のが現状である。根治療法が十分でないため透析患

者数の増加にもつながり医療費の高騰など社会問題

1．はじめに

本学生物資源科学部の加野らは皮下成熟脂肪細胞

を脱分化させDFATを得る技術を開発，特許化した

（特願平10-378013）。DFATは再生医療の移植細胞原

として骨，軟骨，筋，上皮および神経細胞などに分

化転換させる技術の開発や間葉系幹細胞と同等の性

質を有している事も解明してきた 1）。この間葉系幹

細胞は他にも体内に障害が起きた際に障害部位に集

積して障害部位を修復するのに寄与するという報告

が散見されており，これを応用してこの間葉系幹細

胞を体内に移植して様々な疾患を治療する試みが基

礎実験のみならずヒトにおいても脳梗塞治療などに

既に臨床応用され始めている。間葉系幹細胞は一般

に骨髄細胞などから作製されるがその過程の侵襲も

強くまた一度の処理で得られる間葉系幹細胞も限ら

れたものである。これに対してDFATは間葉系幹細

胞と同等の性質を持ちながら局所麻酔下に 1gの脂
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要旨

今回我々は腎疾患の中でも特に生命予後の悪いANCA関連腎炎について，本学で開発され間葉系
幹細胞の性質を有する脱分化脂肪細胞（dedifferentiated fat cell：DFAT）を用いた治療の効果と作用
機序について検証した。その結果，生存率，採血・尿・組織所見の改善と安全性についても確認さ

れた。治療改善のメカニズムとして，免疫調整作用を有するTSG6の発現亢進がDFAT細胞移植後
惹起され，ANCA関連腎炎の病因である自己免疫異常が改善されたためと考えられた。更にその後
の検証から病態改善の機序として，DFAT由来のエクソソームによる病態改善の可能性が考えられ，
今後臨床応用できる可能性が示唆された。現在までに得られた結果をまとめて以下に報告する。
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化している。腎疾患の増加は高齢化や様々な医療技

術，治療の進歩の裏返しとも言えるが，このような

現状から腎臓病に対する治療法の更なる発展，開発

が期待されている。また一部の腎疾患においては透

析導入といった問題にとどまらず生命の危機に関係

する，つまり生命予後の悪い腎疾患も存在する。

そのような背景の中，慢性腎疾患の中でも特に生

命予後の悪いANCA関連腎炎について，本学で開発

された間葉系幹細胞の性質を有するDFATを移植す

る細胞治療の効果と作用機序について検証した。

これまで我々は平成27年～29年度の科学研究費

（15K09280）助成事業「進行性腎障害に対するDFAT

を用いた細胞移植治療の開発」にて自己免疫性腎炎

がDFAT移植により改善し，その作用機序として免

疫抑制作用にTSG-6の発現が関与している事を見出

し た 2）。 更 に 平 成30 ～ 令 和 2年 度 の 科 研 費

（18K08255） 助成事業によりANCA腎炎がDFAT移植

で改善する事を見出した。病態改善の更なる詳細な

機序として抗炎症物質TSG6の発現やマクロファー

ジのM1からM2へ形質転換による抗炎症物質産生

等，移植による免疫調整作用が機序として考えられ

た。しかしDFAT細胞移植において静脈投与された

DFATは殆ど肺にトラップされ，障害臓器の腎臓へ

の集積は確認されず，DFATと障害臓器である腎臓

と直接の細胞間インターラクションがない環境で上

記のような現象がどのように見られているのか，細

胞分子レベルでは依然不明のままであった。

一方，興味深いデータとして我々の研究室のデー

タとして，このDFATの培養上清中に細胞間コミュ

ニケーションに関与するエクソソームが高純度に確

認され，その内部にTリンパ球の増殖抑制や制御性

T細胞分化抑制に関わるとされるmiRNAが確認さ

れ，DFATの分泌するエクソソームは種々の免疫調

整作用を有するという結果を得た。その内容として

T細胞の増殖を制御する作用が報告されている 

miRNA-20a-5p， miRNA-17-5p， ナイーブT細胞から制御

性T細胞の分化誘導するmiRNA-26a-5p， miRNA-100-5p， 

Th17細胞への分化誘導を抑制するmiRNA-20b-5pの発

現をエクソソーム内に確認している。

この in vitroの結果から考えて，in vivoにおいても

DFAT移植がエクソソームという液性因子を通じて

免疫調整を発揮する可能性は十分にある。本研究で

はDFAT投与による病態改善の機序についてエクソ

ソームを含め改めて検証するとともに，抽出された

エクソソームのみの投与で細胞投与と同等に病態が

改善するかを検証して，将来の慢性腎臓病治療の開

発の一助となることを目的とする。

2．対象及び方法

ANCA関連腎炎のモデル動物であるSCG/ThpNkc

マウスにDFATを経静脈的に細胞移植を行い，その

改善効果を再検証した。さらにDFAT細胞移植によ

る腎炎改善の機序を解明するため，移植後マウス血

液中のエクソソームを抽出してmiRNAの発現を網

羅的に行い，腎炎を改善させるmiRNAの検討を行っ

た。またDFAT培養上清中のエクソソームをSCG

マウスに投与して同様に効果が得られるかを検証し

た。以下その具体的方法を簡潔に記す。

1）DFATの作製

ddyマウスの皮下脂肪を採取してコラゲナーゼで

処理し，低速遠心で得られた均一成熟脂肪細胞を

20％ウシ胎仔血清含有DMEMで満たした天井側で

培養する。DFATのコロニーが形成される培養7日

頃にフラスコを反転し，通常の付着培養を行うこと

によりDFATは急速に増殖し 1週間後に凍結保存し

て後の実験用に保存する。

2）実験に使用するSCG/ThpNkcマウスの繁殖

SCG/ThpNkcマウスは他のマウスと違い，生命

力の弱いマウスである。発売元である，国立研究開

発法人　医薬基盤・健康・栄養研究所の疾患モデル

小動物研究室は大阪にあり輸送が必要であった。そ

のため同マウスを輸送後は体力低下でそのまま死亡

することもまれでなく，実験で使用する場合は輸送

後，良好な環境におきその後繁殖した次世代マウス

を使用することが必要になった。また繁殖後も本マ

ウスは約 8週齢より糸球体腎炎および血管炎を発症

して雌親の授乳が困難であるため，健常マウスとし

てddyマウスを同時期に同数交配し里親として使用

した。5週齢のSCG/ThpNkcマウスを一週間の順化

期間後，繁殖し，実験用マウスを作出した。繁殖で

は1回の繁殖で約5頭の出産が予想される事から，

実験に使用する41頭を得るためにはメス9頭の交配

が必要となった。

3）DFATの細胞移植

7週齢のSCG/ThpNkcマウスにddyマウス由来

DFATをそれぞれ1×106個/頭，1×105個/頭，1×
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104個/頭の割合で各 4頭ずつ静脈より細胞移植を

行った。更に移植後の体内分布を検討する為，

PKH26GLでラベルしたDFATを105個/頭の割合で

移植した。

4）移植後の評価項目

細胞移植後 1カ月飼育した。その間1週間おきに

体重測定，畜尿を施行した。1日尿蛋白量と定性試

験にて潜血反応の経過を観察した。

5）移植による治療効果，作用機序の検証

移植 1カ月後，ddyマウス由来DFATを移植した

群では生化学的検査として血液中のBUN，Cre，

ANCA，ANA，WBC，CRP，IL-1，6，8，TNF-α，

TSG-6濃度をELISA法で測定した。腎臓と肺につい

てReal-time PCR解析，Western blot法を用いて免疫

制御分子としてTSG-6・IDOを，Th1-type cytokine

として IFN- γ・TNF- αを，M1マクロファージ関連

サイトカインとしてMCP-1・IL-6・IL-12をM2マク

ロファージ関連サイトカインとしてCCL17・IL-4・

IL-10・mannose receptorの発現の変化を観察した。

これによりDFAT細胞移植が免疫系のどの部位に作

用するかを考察した。

6）移植による安全性の検証

移植後の代表的な副作用として，免疫毒性を機序

とする移植片対宿主病（GVHD）がある。この症状

として代表的な皮膚病変（手のひらや足の裏，四肢

や体幹の赤い斑点の有無，全身の皮膚の赤色化や水

ぶくれ，脱落の有無），消化器病変（食欲低下，嘔吐，

下痢等），肝臓病変（黄疸や意識障害）などが移植後

の実験動物に診られないか注意深く観察した。以上

の結果を踏まえて免疫性腎炎へのDFAT細胞移植療

法について効果の有無や作用機序，免疫毒性を中心

とした安全性について多角的に判断した。DFAT投

与細胞数，DFAT投与期間などの細胞治療としての

データを蓄積し，DFAT移植の最適治療条件を確立

した。

7）更なる作用機序，エクソソームについての検証

DFATから分泌されるエクソソームについて実験

計画について以下の通りとした。

in vitroの系としてDFATを培養してその培養上清

中においてサイズ排除クロマトグラフィー法を用い

てエクソソームの回収を行った。培養上清（DMEM）

15 mlを15 ml tubeで 4 ℃，1500 g，15～ 30分遠心，

15 ml tubeの上清 2mlを 2ml tube（1Sample 各 9本）

へ移し，4℃，10000 g，10分遠心，Amicon限外濾過

フィルター（Cut off100kDa）を用いて，MilliQ Water 

15 mlをいれて4000 g，10分遠心し，フィルターの前

処理を行い，100 kDa Amicon Ultra-15に c）の15 ml 

DFAT培養上清を加えた。以上より得られたDFAT

培養上清濃縮液 0.5mlをqEVカラムの上から注入し

抽出した。メイワフォーシス株式会社のナノ粒子マ

ルチアナライザーを使用して培養上清，血清中，肺

組織，腎組織中のmiRNAについて測定を行った。

in vivoの系として以下のとおり施行した。移植1

カ月後，メイワフォーシス株式会社製のqEVオー

トマチックフラクションコレクター （AFC） および

エクソソーム抽出キット（qEV）を用いて血液のエ

クソソームを抽出した。それがエクソソームである

ことを確認するために走査電子顕微鏡による観察

と，ウェスタンブロット法によるエクソソーム特異

的マーカーであるCD63 のバンドについて確認し

た。エクソソームの存在を確認後，SeraMirTM Exo-

some RNA Amplification Kit（SBI，SeraMir）を用い

て total RNA を抽出し，バイオアナライザ（Bioana-

lyzer RNA6000 Pico）で total RNA の解析，並びに

Agilent Technology 社製のオリゴDNA マイクロア

レイを用いてmiRNA について我々の予備実験の結

果を始め更に網羅的解析を行った。得られたmiRNA

をリアルタイムRT PCR 法を用いてその発現を確認

した。

3．結　果

移植後のDFATの体内分について，PKH26GLで

ラベルしたDFATは投与後 1時間においてDFATの

肺でのトラップが確認され，その他の臓器への分布

は認めなかった。間葉系幹細胞が傷害臓器に集積し

て傷害臓器が修復される内容の既報があるため，腎

臓の周囲または腎臓の内部にDFATの存在が見られ

ることを予想していたが，静脈注射されたDFATは

ほぼすべてが肺にトラップされている結果であった

（図1）。肺の抹消血管径とDFATの細胞径は後者の

方が大きく物理的に肺を通過することが理論的には

不可能であるが，既報では同様の実験で障害の腎臓

に間葉系幹細胞が集積していると報告しているもの

が散見されるが，我々の結果はその限りではなかっ

た。その後 1週間，2週間と徐々に肺にトラップさ

れDFAT数は減少していったが，この間その他の臓
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ANCA腎炎発症時に上昇する血清MPO-ANCA値は

腎炎群と比較し，DFAT投与群で低下傾向であった

が，有意な差は認めなかった。腎臓でのTSG-6の

mRNA発現は腎炎群と比較し，DFAT投与群におい

て有意な発現の亢進 （P = 0.041） を認めた。TSG-6の

発現を免疫組織学的に観察した。染色性は腎炎群と

DFAT投与群で糸球体において同等であった。一方，

腎間質でのTSG-6の染色性は，腎炎群と比較し，

DFAT投与群において，近位尿細管と遠位尿細管の

両方において亢進を認めた。またCD44の発現は，

DFAT投与群で低下傾向であった。免疫調整物質で

ある IL-10 の発現はDFAT投与群で増加傾向であり，

PGE2の発現は，腎炎群と比較し，DFAT投与群で

増加傾向であった。IL-1βの発現は両群で差を認め

ず，TNF-αの発現は腎炎群と比較しDFAT投与群で

低下傾向であった（図4）。またM1マクロファージ

のケモカインであるMCP-1の蛋白発現は，腎炎群

器への移行は認めなかった。

移植細胞数については1×105個/頭の割合で投与

した群が最も生存率，治療成績が良く今回の結果で

はこの方法が最適と考えられた。以下データは

DFATを1×105個/頭の割合で投与した結果につい

て述べる。生存率についてはDFATを移植した群が

治療4か月後100％だったのに対して移植しなかっ

た疾患群が66％と低下しており，移植したことに

よる生前率の改善を認めた（図2）。蛋白尿について

は腎炎群よりもDFAT投与群の方が蛋白尿の改善を

認めた。腎臓組織の評価として，組織GIS（糸球体

障害指数）は腎炎群と比較し，DFAT投与群で有意

な低下を認めた （P = 0.018）（図3）。一方，尿細管の

障害度を表す指数であるTISでは腎炎群および

DFAT投与群において有意な差は認めなかった。腎

機能の評価として，血清BUN値と血清Cr値につい

て腎炎群とDFAT投与群で差を認めなかった。また

図 1　移植されたDFATの体内分布

図 3　治療後の糸球体障害指数（GIS）図 2　DFAT移植後の生存率（赤；疾患群、黒；治療群）
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と比較し，DFAT投与群において有意な発現低下 

（P = 0.04） を認めた（図5）。M2マクロファージに発

現するケモサイトカインであるCCL-17の蛋白発現

は，腎炎群と比較してDFAT投与群で有意な発現亢

進 （P = 0.04） を認めた（図6）。real-time PCR 法で

ICAM，VCAMにおいては両群に優位な発現の差を

認めず，脾臓細胞におけるActivated Tregの発現は

両群に有意差を認めなかった。ここまでの結果をま

とめると移植された間葉系幹細胞と類似するDFAT

が免疫性腎炎を改善する機序として，抗炎症作用を

もつTSG-6の発現亢進と，M1マクロファージから

M2マクロファージへの形質変換の誘導が病態の改

善に関与していると考えられた。

またDFATについての催奇形性であるが，肺には

DFATがトラップされた後も肺への腫瘍形成などは

認められず，現時点でのDFATによる催奇形性は認

められなかった。

移植による免疫毒性の一種であるGVHDを考え

る手のひらや足の裏，四肢や体幹の赤い斑点の有

無，全身の皮膚の赤色化や水ぶくれ，脱落の有無と

いった皮膚病変や，食欲低下，嘔吐，下痢等の消化

器病変，黄疸や意識障害といった消化器病変などが

移植後観察されることは無かった。

これらより，DFATの細胞移植が難治性の自己免

疫性腎炎に治療効果，副作用の両面から考えても臨

床応用が可能であることが示唆されたと考えた。

エクソソームについての結果を以下に記す。

DFATの培養上清中や治療マウスの血清内にエクソ

ソームについて検討した。SEC法による細胞外小胞

抽出キット（qEV）でDFAT培養上清中のエクソソー

ムを回収した結果，6.38×109個/mlの豊富なエクソ

ソームが確認された。TSG6に関係あるmiRNAとし

て既報では，miR214-5p，miR-1247-3p，miR-326-5p，

図 4　移植後の各物質の発現

2 

 

(図 4)移植後の各物質の発現 

 

 
(図 5)移植後のMCP-1の発現 

 

2 

 

(図 4)移植後の各物質の発現 

 

 
(図 5)移植後のMCP-1の発現 

 

2 

 

(図 4)移植後の各物質の発現 

 

 
(図 5)移植後のMCP-1の発現 

 

図 5　移植後のMCP-1の発現

図 6　移植後のCCL-17の発現
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免疫性腎炎に対するDFAT細胞療法の治療効果と作用機序の検討

miR204-3p，miR-23b-3pなどがある 3, 4）。今回の我々

の検証でもmiR-23b-3pはDFATおよび培養上清投与

の両方において腎と肺，血清共に発現亢進を認めて

おり既報どおりの結果である。つまり，同エクソ

ソームがDFAT細胞移植によりまたはDFATの培養

上清中に産生されそれが肺，腎臓に作用して，更に

はTSG-6の産生亢進，組織修復に寄与した可能性が

あり得る。miR214-5pは既報ではその発現が低下し

てそれによりTSG-6が亢進すると報告されている。

我々の結果では，DFAT移植により血清や腎臓でそ

の発現が低下していたのは既報どおりであったが，

肺においては発現が亢進していた。miR-326-5pは既

報ではその発現が亢進するとされている。我々の結

果では腎臓ではその発現が亢進し，一方肺では低下

していた。miR204-3pも既報では亢進すべきである

が，我々の結果では血清，腎臓，肺共に低下を認め，

既報とは逆の結果であった。miR-1247-3pは既報で

は亢進すべきmiRNAであるが，我々の結果では血

清では亢進し，腎臓，肺ではその発現は低下してい

た。既報と違う点は今後検討の余地があるがmiR-

23b-3pは我々の結果は既報と同一であり，TSG6を

更新させるメカニズムとしてこのmiRNAが最も寄

与している可能性があり，DFATを直接細胞移植し

なくても培養上清中にこのmiRNAの発現が確認で

きれば，培養上清の投与でも効果が得られる可能性

がある。

さらに既報には無いTSG6に寄与するmiRNAと

して，DFATの治療を行った個体に比して無治療の

個体よりもmiR-23a-3p，miR-30a-5pが肺，腎臓共に

発現が亢進しており，miR-181a-5pが低下している

結果が得られた（図7）。TSG6発現亢進につながる，

図 8　エクソソーム注射後のTSG-6の発現
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既報にはない新規のmiRNAの可能性がある注目す

べき結果であり，今後頭数を増やして結果の蓄積を

行っていく予定である。またDFATの培養上清中の

エクソソームを疾患モデルに直接注射した後，腎臓

でのTSG-6が疾患群より有意に上昇している現象が

確認出来た（図8）。エクソソームを2回投与した場

合，無治療群と同程度にこれが低下していた。

TSG-6の前駆物質であるTNFαも同様の結果が得ら

れた。

4．考　察

我々の結果ではDFAT細胞移植によりTSG-6の発

現が亢進して，それが免疫抑制作用を示すことが腎

障害改善のメカニズムの概略である。このTSG-6が

どのような形で発現が亢進して更に免疫抑制につい

図 7　移植後のエクソソーム中のmiRNAの発現
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細胞の作用についての他の報告から障害を改善でき

る可能性がある。また細胞を直接投与しなくても細

胞よりさらに微小な安全性の高いエクソソームを利

用した治療に結び付けられる可能性があり，この治

療法が腎障害に幅広く安全に行える可能性があるこ

とが示唆された。

（※この研究は，令和 3年度日大学術研究助成金・

総合研究の助成金交付により研究が遂行されたもの

です。この場を借りて深く御礼申し上げます。今回

研究の機会を与えて頂きました本学のすべての関係

者の方々に心より感謝致申し上げます。）
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てどのような役割を担っているかはいくつかの報告

があるが，まだ完全には解明できていない 5, 6）。

また近年，間葉系幹細胞由来のエクソソーム分

泌により種々の効果が得られることが報告されて

いる 7, 8）。

DFATの細胞治療において，当初は腎臓に直接投

与を行い腎臓を改善することを想定していたため，

腎動脈からDFATを直接投与することも行ってい

た。ある程度の効果はそれでも得られたが，ヒトに

それを行うことを考えると侵襲が大きくそこで静脈

による全身投与を別に行った結果腎臓に直接投与す

るよりも治療成績が良好で，侵襲も腎臓に直接投与

するよりもはるかに少なく，より臨床応用できる可

能性が高いと考えられた。しかし投与されたDFAT

がほとんど肺でトラップされ腎臓に到達しないにも

関わらず腎症が改善する機序の詳細が不明であり，

臨床応用するためににはその探索は必要と考えて，

DFATを静脈から投与することを前提に研究を継続

した。過去の我々の経験では，細胞を静脈に投与し

た場合にDFATではその数によっては肺に塞栓が起

きたためか，注射後すぐに死亡する動物モデルが観

られた。間葉系幹細胞をヒトに投与して疾患を投与

する場合，ヒトでも同様のことが過去にも報告され

ておりその安全性を担保することが臨床応用では必

要である。そこで今回DFATから産生されるDFAT

よりはるかに微小で塞栓の可能性はほぼ皆無である

ため，安全性が遥かに高いエクソソームによる治療

を考えて今回の結果を得た。特定のエクソソームを

今後作成する技術は現在無いが今回の我々の研究で

例えばDFATの培養上清中に既報のmiR-23b-3pや今

回我々が見出したmiR-23a-3p，miR-30a-5pが確認さ

れ，その培養上清中のエクソソーム注射を行えば抗

炎症，免疫作用が得られて，それがTSG6の発現を

亢進させて，細胞の直接投与よりも安全に治療が行

える可能性が今回の研究で示唆されたものであると

考える。今後エクソソームについては更なる検証の

蓄積が必要である。

5．結　語　

DFATの細胞移植により腎障害を改善させて，ま

た安全性を確認することができた。腎障害について

今回は免疫を機序とする腎炎について行った。糖尿

病や高血圧に起因する腎障害についても，間葉系幹


