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胞と同等の性質を持ちながら局所麻酔下に 1gの脂

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 Disease）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

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
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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，興味深いことに我々の研究室において，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，miR-

NA-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，それを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。
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清（DMEM）15mlを15ml tubeで4℃，1500 g，15～

30分遠心，15ml 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，Mil-

liQ Water 15mlをいれて4000 g，10分遠心し，フィ

ルターの前処理を行い，100kDa Amicon Ultra-15に

加えた。更にqEVカラムに注入し抽出してDFAT培

養上清中のエクソソーム濃縮液を作成した。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 Exosome RNA Ampli-

fication Kit（SBI，SeraMir）を用いて total RNA を抽出

し，バイオアナライザ（Bioanalyzer 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。間葉系幹細胞が障害臓器に集積し

て障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）。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，肺の末梢血管径と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

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×

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（手掌や足底，四肢や体幹

の赤い斑点の有無，全身の皮膚の紅斑や水泡，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。DFATの培養上
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不可能であり，我々の結果はDFATが腎に集積する

結果ではなかった。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

よる生存率の改善を認めた（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

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，

図 1　移植されたDFATの体内分布

図 2　DFAT移植後の生存率（赤；疾患群，黒；治療群）

図 3　治療後の糸球体障害指数（GIS）
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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

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

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，

図 4　移植後の各物質の発現

図 5　移植後のMCP-1の発現
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ソームについて検討した。前述の方法による細胞外

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，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

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

る手掌や足底，四肢や体幹の赤い斑点の有無，全身

の皮膚の紅斑や水泡，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

3 
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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

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。

その一つにTSG-6の抗炎症作用の機序について，

Songらによると炎症性腸疾患（IBD）モデルのデキ

ストラン硫酸ナトリウム誘発大腸炎マウスに脂肪組

織由来MSCを腹腔内投与することで，MSCから分

泌されたTSG-6が IBDを改善させ，炎症性サイトカ

イン（TNFα，IL-6，IL-10など）の発現を調節した。

また IBDの大腸切片とMSCをトランスウェル共培

養することで，MSCから放出されたTSG-6がマクロ

ファージM1からM2へ誘導を促進して抗炎症作用

を起こしていると報告している 7）。

この内容と今回の我々の結果を合わせて考える

と，経静脈的に投与されたDFATが肺にトラップさ

れDFATから分泌されたエクソソームが障害臓器ま

で移動することでエクソソーム内のマイクロRNA

を介してTSG-6を増幅して，それがM1からM2へ

誘導を促進して抗炎症作用，疾患改善をもたらした

可能性が示唆された。間葉系幹細胞の一種である

DFATを全身投与した際のパラクライン効果の詳細

の一端を証明できた可能性がある。

DFATの細胞治療において，当初は腎臓に直接投

与して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

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，

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

4 

 

(図 8)エクソソーム注射後の TSG-6の発現 図 8　エクソソーム注射後のTSG-6の発現
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も遅延したため，本来令和3年度で終了のところを

令和4度にわたり研究期間延長をご許可頂き実験を

継続致しました。マウスの個体数を増やして統計学

的にも有意差がでるような結果であるかといった今

までの得られた結果の再検証や，疾患改善に必要な

エクソソームをより選択的に回収する試みとして

DFATを疾患群に注射後の血清中のエクソソームを

回収，保存してそれを新たに疾患群に投与した場

合，今までよりも劣らないもしくは良好な治療成績

が得られるかを検討する予定でございました。しか

し，前述の通り当マウスは疾患マウス故，寿命も短

く，落下した衝撃でも死亡することもある，病弱で

あるため，非常に扱いが非常に難しいマウスでござ

います。繁殖も必ず成功するとは限りません。疾患

マウスを直接搬入後その個体そのものを実験に使用

すると搬入先である大阪からの長距離輸送のダメー

ジで体調に影響が出来る可能性があり，搬入した個

体を当施設で飼いならし，その後ペアリングのもと

その代の仔マウスを里親の制度を用いて繁殖させて

初めて実験に使用できるもので御座います。以前で

は5ペアから20～30頭以上の仔マウスを作成する

ことに成功して，前述の通りの実験結果を得てまい

りましたが，今回も同様の5ペアのマウスを購入し，

導入の飼育を試みましたが結果5頭の仔マウスしか

作成できず，販売元とも十分な連絡を取りました

が，十分な改善策は得られず，それ以降の実験の進

行は困難な状態で研究資金が終了，1年を費やす結

果となってしまいました。今後施行予定だった内容

については新たに競争資金を得て実験の継続をした

いと思っております。また今回得られた研究結果の

一部を文献8に掲載させて頂いたことをご報告申し

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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5．結　語　
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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

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。
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です。尚，今回コロナ禍の影響もありマウスの供給

が思った時期に届かないこともあり実験が予定より
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