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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。）

文　献
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 2） Maruyama T, Fukuda N, Matsumoto T, et al. System-
atic implantation of dedifferentiated fat cells amelio-
ra ted  monoc lona l  an t ibody  1 -22 -3 - induced 
glomerulonephritis by immunosuppression with in-
creases in TNF-stimulated gene 6. Stem Cell Res 

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。より安全な方法で治療法開発の可能性が示唆

された点，今まで不明だった細胞移植後のパラクラ

イン効果の一端を証明できた点が今回の収穫であ

り，臨床応用を目指して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

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。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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phoid cell: ILC2）に取り込まれ，IL-33刺激による

IL-5産生を特異的に増強し，好酸球性炎症を増悪さ

せること，アトピー性皮膚炎（atopic dermatitis; 

AD）患者では血清中の細胞外小胞内miR103a-3p発

現が有意に増加していることを見出した。

2．対象及び方法

（1）倫理的考慮

生命倫理に関しては ,日本大学医学部附属板橋病

院臨床研究倫理審査委員会に臨床研究審査申請書を

提出し，当委員会の承認を得ている（RK-150908-12

およびRK-160112-2)。

（2）ヒトマスト細胞の培養

ヒト滑膜マスト細胞は，変形性関節症の滑膜組織

から分離培養した。滑膜組織を採取後ただちに 2％ 

FBS，100 IU/mLの streptomycin/penicillinお よ び

1．はじめに

生体の維持には細胞間のコミュニケーションが必

須である。その方法としては，細胞同士の接着によ

り刺激を伝達する機構やホルモン，細胞増殖因子，

サイトカインや脂質メディエーターなどを細胞が分

泌することに加え，細胞が遊離する数十～数百ナノ

メートルのサイズの細胞外小胞がある。1)2）細胞外小

胞は ,遠隔の細胞間のコミュニケーションを媒介し，

免疫応答や血液凝固などさまざまなプロセスに関与

している。3）しかしながら，アレルギー・免疫疾患

患者の血清中の細胞外小胞に含まれるタンパク質，

核酸（mRNA，microRNA [miRNA]，ノン・コーディ

ング RNA）や脂質が疾患の病勢によってどのよう

なダイナミックな変化を起こしているのかは，全く

知られていない。今回，私達はヒトマスト細胞から

IgE依存性の刺激で分泌される細胞外小胞内のmi-

R103a-3pが2型自然リンパ球（group 2 innate lym-

岡山吉道 1），豊島翔太 1），坂本朋美 1），高橋恭子 2），葉山惟大 1），

木澤靖夫 3），藤田英樹 1），李賢鎬 1），丸岡秀一郎 1）

要旨

ヒトマスト細胞から IgE依存性の刺激で特異的に分泌される細胞外小胞内のmiR103a-3pが2型自
然リンパ球（group 2 innate lymphoid cell: ILC2）に取り込まれ，Protein arginine methyltransferase 5
（PRMT5）の発現を下げることによってGATA3のアルギニン残基の脱メチル化を起こし，IL-33存在
下の ILC2において IL-5 mRNA発現を増強し，IL-5産生を増加させることを見出した。 これによって
好酸球性炎症を増悪されることが示唆された。

アトピー性皮膚炎・慢性特発性蕁麻疹における

細胞外小胞による病態制御機構の解明

Elucidation of pathophysiological control mechanism in atopic dermatitis 
and chronic spontaneous urticaria

Yoshimichi OKAYAMA1）, Shota TOYOSHIMA1）, Tomomi SAKAMOTO1）, 
Kyoko TAKAHASHI2）, Koremasa HAYAMA1）, Yasuo KIZAWA3）, 

Hideki FUJITA1）, Hyunho LEE1）, Shuichiro MARUOKA1）

学術研究助成金・総合研究
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アトピー性皮膚炎・慢性特発性蕁麻疹における細胞外小胞による病態制御機構の解明

1％ fungizoneを含んだIscove's Modified Dulbecco's 

Medium（IMDM）に入れ細切した。1.5 mg/mLの

collagenase type Iと0.75 mg/mLのhyaluronidaseを

用いて37℃で1時間反応させた。比重遠心によって

マスト細胞の前駆細胞を単離し100 ng/mLの re-

combinant human stem cell factor（rhSCF）および

50 ng/mLの rhIL-6を含んだ無血清培地（Iscove’s 

methylcellulose mediumと IMDM)で培養した。

（3）細胞外小胞の単離

ヒト培養滑膜マスト細胞を刺激なし，100 ng/mL

の IL-33，IgE感作のみ，および IgE感作後，抗 IgE

抗体で24時間刺激し細胞上清を回収した。回収し

た細胞上清にExoQuick-TCを添加し，一晩反応さ

せ，6,000 x g 30分遠心を行い，EVsを単離した。

（4）ヒト ILC2の単離・培養

末梢血からLSMを用いて末梢血単核球から単離

し，CD3，CD4，CD8，CD11b，CD14，CD16および

CD19 Microbeadsを用いて lineage陰性細胞を単離

した。この細胞からLin-CD45+CRTh2+CD161+細胞

（ILC2)をFACS Aria IIuで単離した。単離した ILC2

をマイトマイシン処理した末梢血単核球と 100 IU/

mLの IL-2存在下で培養した。

（5）サイトカイン測定

ILC2の培養上清中の IL-5および IL-13はELISAで

測定した。

（6） miR103a-3p mimicおよびmiRNA mimic control

の ILC2への遺伝子導入

miR103a-3p mimicおよびmiRNA mimic controlは，

10 nM，Sigma-Aldrich社製を用いた。ILC2への遺伝

子 導 入 は，MISSION siRNA Transfection Reagent 

Sigma-Aldrich社製を用いた。

（7）mRNAの発現解析

mRNAの発現解析にはquantitative RT-PCR法を

用いた。

（8）タンパク質の発現解析

タンパク質の発現解析にはウエスタンブロッティ

ング法を用いて解析をおこなった。

（9）ルシフェラーゼレポーターアッセイ

PRMT5のwild typeとmiR103a-3p結合サイトを欠

損させたPRMT5を作製しmiR103a-3p mimicあるい

はnonsense miRNA mimicの影響をルシフェラーゼ

の活性を用いて定量化した。

（10）統計解析

3群以上の統計解析は two-way analysis of variance

（ANOVA）および Tukey’s multiple comparison test

もしくはone-way ANOVAおよびTukey’s multiple 

comparison testで行った。臨床データの2群間比較

は，Mann-Whitney U testで行った。p値が0.05未満

の場合を統計学的に有意な差が認められると判断し

た。統計学的解析は，GraphPad Prism 8（MDF，To-

kyo，Japan）を使用した。

3．結　果

（1） IL-33刺激した ILC2に発現するPRMT4，PRMT5

およびPRMT8に対するmiR103aの影響。

ILC2の IL-5，IL-13の転写はGATA3によって制御

されていることが知られている。また，Hosokawa

ら 4）は，GATA3のアルギニン残基261の脱メチル化

が IL-5の転写を促進するが IL-13の転写を促進しな

いと報告している。そこでmiR103a-3pが ILC2にお

いてGATA3のアルギニン残基のメチル化に影響を

及ぼすという仮説を立てた。miR103a-3pはprotein 

arginine methyltransferase（PRMT）familyの4，5 お

よび8の3’UTRに作用できることが in silicoの検索

から判明したのでこれら酵素が IL-33刺激した ILC2

に発現しているかを検討した。図1の如くPRMT4

の発現は低くmiR103a-3pの影響はなかった。

PRMT5は IL-33によって発現が増強するがmiR103a-

3pの添加によって有意に発現が抑制された。

PRMT8は ILC2において発現が見られなかった。

（2） IgE依存性刺激後にヒトマスト細胞から遊離

される細胞外小胞の IL-33刺激した ILC2に発

現するGATA3のアルギニン残基のメチル化

（symmetric dimethyl-arginine：SDMA) と

PRMT5の発現に対する影響

次にmiR103a-3pの影響がPRMT5への直接作用か

どうか調べるためにルシフェラーゼレポーターアッ

セイを行ったPRMT5のwild typeとmiR103a-3p結合
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サイトを欠損させたPRMT5を作製しmiR103a-3p 

mimicあるいはnonsense miRNA mimicの影響を調

べたところmiR103a-3p結合サイトを欠損させた

PRMT5においてはmiR103a-3pによるルシフェラー

ゼ活性の低下が抑制されmiR103a-3pの影響が

PRMT5への直接作用と確認された。

実際に IgE依存性刺激後にヒトマスト細胞から遊

離される細胞外小胞が IL-33刺激した ILC2に発現す

るGATA3のアルギニン残基のメチル化に影響を及

ぼすかどうかウエスタンブロッティング法を用いて

検討した。IgE依存性刺激後にヒトマスト細胞から

遊離される細胞外小胞を IL-33刺激した ILC2に添加

24-72時間後にGATA3のアルギニン残基のメチル化

（SDMA)は減弱しPRMT5の発現は低下した（図2)。 1 

  

図 1. IL-33刺激した ILC2に発現する PRMT4, PRMT5および PRMT8に対する

miR103aの影響. 時間は IL-33刺激時間. 緑のバーがmiR103a-3pの添加なし. 黒

が添加あり. 

 

 
 

図 2. IgE依存性刺激後にヒトマスト細胞から遊離される細胞外小胞の IL-33刺

激した ILC2に発現する GATA3のアルギニン残基のメチル化 (symmetric 

dimethyl-arginine：SDMA)と PRMT5の発現に対する影響 

 
図 3. miR103a-3pの IL-33刺激した

ILC2に発現する GATA3のアルギ

ニン残基のメチル化への影響 
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図 2  IgE依存性刺激後にヒトマスト細胞から遊離される細胞外小胞の IL-33刺激した ILC2に発現する
GATA3のアルギニン残基のメチル化（symmetric dimethyl-arginine：SDMA）とPRMT5の発現に
対する影響

図 3  miR103a-3pの IL-33刺激した ILC2に発現するGATA3
のアルギニン残基のメチル化への影響
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図 4  IL-33刺激した ILC2からの IL-5産生に対する
PRMT5の発現低下の影響

機能を制御（この場合アレルギー炎症を増強）して

いることがわかった。実際にマスト細胞が活性化さ

れているAD患者の血清中の細胞外小胞内miR103a-

3pの発現が有意に増加していることを見出した。5）

したがってAD患者では，患者の全身の皮膚におい

て好酸球炎症を増強していると考えられた。

5．結　語　

ヒトマスト細胞から IgE依存性の刺激で特異的

に分泌される細胞外小胞内のmiR103a-3pが ILC2

に取り込まれ，Protein arginine methyltransferase 5

（PRMT5)の発現を下げることによってGATA3のア

ルギニン残基の脱メチル化を起こし，IL-33存在下の

ILC2において IL-5 mRNA発現を増強し，IL-5産生を

増加させることを見出した。これによって好酸球性

炎症を増悪されることが示唆された。
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GATA3タンパクの発現量には影響はなかった。

（3） miR103a-3pの IL-33刺激した ILC2に発現する

GATA3のアルギニン残基のメチル化への影響

次にmiR103a-3pが直接 IL-33刺激した ILC2に発現

するGATA3のアルギニン残基のメチル化を減弱さ

せるかを検討した。図3の如くmiR103a-3pが直接

IL-33刺激した ILC2に発現するGATA3のアルギニ

ン残基のメチル化を減弱させ，PRMT5の発現を低

下させた。

（4） IL-33刺激した ILC2からの IL-5産生に対する

PRMT5の発現低下の影響

最後にPRMT5の発現を減弱させると IL-5の産生

が増加するかについて検討を行った。IL-33刺激した

ILC2に shRNAの技術を用いてPRMT5の発現を低

下させると図4のように確かに IL-5の産生は増加す

るが IL-13の産生には影響がないことが分かった。

4．考　察

以上の結果から IgE依存性刺激にてヒトマスト細

胞から遊離させる細胞外小胞内miRNAは ,刺激なし

や他の刺激とは異なるmiRNAを含有し，免疫細胞

2 

図4. IL-33刺激した ILC2から

の IL-5産生に対する PRMT5の

発現低下の影響 
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その患者の約7000人に年余に渡り投与されており，

その減薬方法は確立されていない。我が国にてオマ

リズマブは，既存薬で効果が不十分な重症花粉症の

適応となり，その患者数は国内に200～300万人い

ると推定されている。既に私達は，オマリズマブの

投与中の薬剤減量の目安となるbiomarkerの測定系

を実験室レベルで確立しており 1），これはオマリズ

マブと結合していない IgE　（free IgE）の測定系で

ある。オマリズマブと結合した IgEは，マスト細胞

や好塩基球を活性化できないが，free IgEはこれら

細胞に結合し抗原に結合するとこれら細胞を活性化

させる。臨床血液検査で測定している血清 IgE値は

オマリズマブと結合した IgEと free IgEの総和であ

る。今回さらに感度が高く安定した free IgEの測定

系（コンパニオン診断薬）を確立させ，free IgEが，

1．はじめに

我が国の全喘息患者（300万人）のなかで高容量

吸入ステロイド薬と長時間作用性β刺激薬等の長期

管理薬の併用でも効果不十分な難治性喘息は，約

34～35万人いる。この患者の治療費は，全喘息患

者の治療費の七割を占めているため難治性喘息患者

の医療費の削減が喫緊の課題である。難治性喘息患

者の治療薬として使用されているヒト化抗 IgE抗体

（オマリズマブ）は，日本での売上額は50億円であ

り，患者の1カ月の医療費は30万円にもおよび，投

与中の薬剤減量の目安となるbiomarkerは存在せず

年余に渡り投与されている。従って副作用の頻度も

上昇する。さらに，我が国で慢性特発性蕁麻疹と診

断された患者の中で重症患者は5～6万人と推定さ

れており，オマリズマブは重症患者に適応があり，

岡山吉道 1），丹羽悠介 1），葉山惟大 1），丸岡秀一郎 1），木澤靖夫 2），高橋恭子 3），權寧博 1）

要旨

慢性特発性蕁麻疹の治療薬であるヒト化抗 IgE抗体 (オマリズマブ )の投与前に治療効果を予測で
きるbiomarkerおよびオマリズマブの投与中の薬剤減量の目安となるbiomarkerの測定系として free 
IgEの酵素結合免疫吸着アッセイ (ELISA)の測定系を最適化し，感度が1.17 ng/mLとなる臨床検体
の測定系が確立できた。オマリズマブ投与前の free IgEの測定はオマリズマブ投与開始8～12週間
後の治療効果を判定できた。しかしながら，臨床血液検査で測定している血清 IgE値（オマリズマ
ブと結合した IgEと free IgEの総和 : total IgE）においてもオマリズマブ投与前の total IgEの測定は
オマリズマブ投与開始8～12週間後の治療効果を判定できた。free IgEのカットオフ値は，133.3 ng/
ml，感度は，57.1％，特異度は，85％であった。total IgEのカットオフ値は，327.6 ng/ml，感度は，
71.4％，特異度は，72.5％であった。free IgE値が133.3 ng/ml以上でオマリズマブの治療効果が得ら
れることが分かった。

重症アレルギー疾患患者に対する抗 IgE抗体治療の
コンパニオン診断薬の開発

Development of companion diagnostic medicine for treatment of severe 
allergic patients with anti-IgE antibody

Yoshimichi OKAYAMA1）, Yusuke NIWA1）, Koremasa HAYAMA1）, Shuichiro MARUOKA1）, 
Yasuo KIZAWA2）, Kyoko TAKAHASHI3）, Yasuhiro GON1）

学術研究助成金・社会実装
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重症アレルギー疾患患者に対する抗 IgE抗体治療のコンパニオン診断薬の開発

慢性特発性蕁麻疹の治療薬であるオマリズマブの投

与前に治療効果を予測できるbiomarkerとなりうる

かどうかを判定することを本研究課題の目的とす

る。

2．対象及び方法

1． free IgE測定のための私達が実験室レベルで確立
した酵素結合免疫吸着アッセイ（ELISA）1）の最適

化

1－1． プレートに固定化するリコンビナント可溶
性FcεRIα鎖濃度の最適化

（1）リコンビナント可溶性FcεRIα鎖をプレートに

固定化する際，種々濃度のリコンビナント可溶性

FcεRIα鎖（0.03～0.50 µg/well）を含むコーティン

グバッファーを調製した。リコンビナント可溶性

FcεRIα鎖は，CHO細胞にFcεRIα鎖を強制発現させ

て，その細胞上清をconcentratorにより濃縮後，抗

FcεRIα鎖抗体（clone CRA1）とaffinity columnを用

いて精製した。ウエスタンブロッティング法（WB）

で精製を確認した。

（2）各濃度の等容量をプレートへ添加して，ELISA

を実行した。

（3）シグナルとバックグラウンドを確認した。

1－2．ブロッキングバッファーの最適化

（1）種々のブロッキング溶液（種々の濃度のFBS/

PBS，BSA/PBS）を調製した。

（2）それぞれ等容量をプレートへ添加して，ELISA

を実行した。

（3）シグナルとバックグラウンドを確認した。

1－3．サンプル濃度の最適化

（1）サンプルのマトリックスに極力近い標準希釈液

を調製した。

（2）それぞれ等容量をプレートへ添加して，ELISA

を実行した。

（3）標準曲線で適切なダイナミックレンジを確認

し，サンプルの希釈直線を確認した。

（4）スパイク回復または希釈直線試験を行った。マ

トリックス効果を示す干渉物質の除去を行った。

1－4．検出抗体濃度と酵素複合体の最適化

（1）種々の濃度の検出抗体（種々のcloneやpoly-

clonalのHRP標識抗 IgE抗体）を含む標準希釈液を

調製した。各基質に対する濃度範囲内の濃度に設定

した。各種酵素複合体結合抗 IgE抗体としてclone 

4F4，clone 1A2，clone 4C3，clone M94176，poly-

clonal抗体を用いた。

（2）各濃度の等容量をプレートへ添加して，ELISA

を実行した。

（3）シグナルとバックグラウンドを確認した。

1－5．シグナル検出の最適化

（1）サンプル中の抗原想定量や使用機器による抗原

検出能力に基づいて，基質を選択した。

（2）作業溶液をプレートへ添加してELISAを実行し

た。

（3）抗原が全ダイナミックレンジにわたり確実に検

出可能か検討した。

1－6．希釈標準液の最適化

（1）種々濃度の酵素複合体を含む標準希釈液を調製

した。各基質に対する濃度範囲に対応した濃度に設

定した。

（2）各濃度の等容量をプレートへ添加して，ELISA

を実行した。

（3）シグナルとバックグラウンドを確認した。

2．free IgE測定系のバリデーションの評価
日本大学医学部附属板橋病院臨床研究倫理審査委

員会に小臨床試験の新規申請をし，承認を得た（RK-

150908-12）

重症慢性特発性蕁麻疹患者の血清を用いて開発し

たELISAの分析法バリデーションを評価した。分析

法バリデーション試験は以下の省令やガイダンスに

従った。

・ 厚生省令第21号「医薬品の安全性に関する非臨床

試験の実施の基準に関する省令」

（平成9年3月26日，一部改正　厚生労働省令第114

号　平成20年6月13日）準用・「トキシコキネティ

クス（毒性試験における全身的曝露の評価）に関す

るガイダンスについて（平成8年7月2日薬審第443

号）」準拠

以下の項目について評価した。

1）検量線の作製

2）定量下限の決定
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Casein，Wash Bufferは，PBS/0.05％ Tween-20と決

定した。至適インキュベーション温度と時間は，

25℃にて16時間であった。

1－3．サンプル濃度の最適化

血 清 を Sample Diluent（PBS/0.05 ％ Tween-20，

0.5％ Casein）で希釈しオマリズマブ投与前は血清

を40倍希釈。オマリズマブ投与後は血清を10倍希

釈が至適条件であった。至適インキュベーション温

度と時間は，4℃にて16時間であった。

1－4．検出抗体濃度と酵素複合体の最適化

検出抗体は，HRP標識マウス抗ヒト IgE抗体

clone M94176 （Fitzgerald Industries International，

North Acton，MA，USA）と決定し，検出抗体を

PBS/0.5％ Caseinで1/1000に希釈が至適条件と決

定した。至適インキュベーション温度と時間は，

25℃にて1時間であった。

1－5． および6．シグナル検出の最適化および希

釈標準液の最適化

TBS（Sera Care，Milford，MA，USA）を用いて至

適インキュベーション温度と時間は，25℃にて30分

であった。以上より高感度 free IgE測定系（コンパ

ニオン診断薬）は，確立できた。

2．free IgE測定系のバリデーションの評価
1）検量線の作製

検量線の作製には immunoCAP 総 IgE （#10-9387-

10 ファディア社）を用いた，300 ng/mLから150 

ng/mL，75 ng/mL，37,5 ng/mL，18,75 ng/mL，

3）日差再現性

4）感度

5）確認アッセイ

6）抗体価算出

3． オマリズマブ投与前の free IgE値（pre-free IgE）
と total IgE値（pre-total IgE）とオマリズマブ治
療効果の関連に関する解析

当該研究は，日本大学医学部附属板橋病院臨床研

究倫理審査委員会に臨床試験の申請をし，承認を得

た（RK-150908-12）　図1のようにオマリズマブ1回

目投与前に採血し，pre-free IgEとpre-total IgEを測

定した。オマリズマブ2回目投与までの4週間の

UAS7の平均値とオマリズマブ投与3回目から4回

目までのUAS7の平均値を用いて治療効果を判定し

た。平均UAS7が6以下を responder， 6より大きい場

合をnon- responderとし， responderとnon-responder

の2群間においてpre-free IgE値とpre-total IgE値に

有意差があるかどうか評価した。

3．結　果

1． 私達が実験室レベルで確立した free IgEの酵素
結合免疫吸着アッセイ（ELISA）1）の最適化

1－1．プレートに固定化するリコンビナント可溶

性FcεRIα鎖濃度の最適化
リコンビナント可溶性FcεRIα鎖の至適濃度は

0.50 µg/well（PBSで希釈）であった。至適インキュ

ベーション温度と時間は，4℃にて16時間であった。

1－2．ブロッキングバッファーの最適化

ブロッキングバッファーの最適条件は，PBS/0.5％ 

図 1　臨床研究プロトコール

1 
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6）抗体価算出

3.4 ng/mLは1 IU/mLに相当し抗体価は IU/mLで

表した。

7）凍結融解安定性

表2の如く，凍結サンプルと凍結融解を繰り返し

たサンプルでは測定値に大きな差が認められ，測定

には -20℃以下で凍結保存したサンプルでなければ

ならないことが明らかとなった。

9.375 ng/mL，4.688 ng/mL，2。344 ng/mLと段階希

釈して使用した（図2）Human myeloma IgE（Meck 

Millipore，Darmstadt，Germany）を検量線の作製に

用いた場合に比較して immunoCAP 総 IgE （#10-

9387-10 ファディア社）の方が感度がよかっ た。

2）定量下限の決定

定量下限は，検量線から2.344 ng/mLと決定した。

3）日差再現性

表1は，1週間の間隔をあけて2回同一のサンプル

の free IgE値（IU/ml）を測定した結果である。Nは

normal healthy control（健常人）を指す。健常人4

名において日差の再現性は確認できた。

4）感度

Human myeloma IgE（Meck Millipore，Darm-

stadt，Germany）を検量線の作製に用いた場合に比

較して immunoCAP 総 IgE （#10-9387-10 ファディア

社）の方が感度がよかった。検量線スタンダードの

最小値の1/2である1.17 ng/mLを感度とした。

5）確認アッセイ

omalizumab投与前の慢性特発性蕁麻疹患者の

free IgE値（pre free IgE）は，血清 IgE値に相当す

るので受託臨床検査会社であるエスアールエル株式

会社（SRL）に外注しその測定値（pre total IgE）と

比較したところ，図3の如く相関係数は0.8198で

あった。

表 1　free IgE 測定値の日差再現性

図 2　free IgE ELISAの検量線

図 3　pre free IgE 値とpre total IgE値の相関

1 
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12週間後の平均UAS7で分類した responderとnon-

responderの2群間でのpre-free IgE値，pre-total IgE

値の有意差検定を行った。

オマリズマブ投与開始8～12週間後の平均UAS7

で分類した responderとnon-responderの2群間での

pre-free IgE値，pre-total IgE値は両者とも responder

群で有意に高かった。pre-free IgEのカットオフ値

は，133.3 ng/ml，感度は，57.1％，特異度は，85％

3．オマリズマブ投与前の free IgE値（pre-free IgE）
と total IgE値（pre-total IgE）とオマリズマブ治
療効果の関連に関する解析

その結果，図4に示すように投与開始0～4週間

後の平均UAS7で分類したresponderとnon-respond-

erではpre-free IgE値，pre-total IgE値は有意差がな

かった。

次に図5に示すようにオマリズマブ投与開始8～

3 

 
A)                                     B) 

B) D)  

 

図 5. オマリズマブ投与開始 8〜12 週間後の平均 UAS7 で分類した responder と

non-responder の 2 群間での pre-free IgE 値、pre-total IgE 値の有意差検定 (それ

ぞれ A と C)およびそれぞれのカットオフ値、感度と特異度（それぞれ B と D） 
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図 5  オマリズマブ投与開始8～12週間後の平均UAS7で分類した responderとnon-responderの2群間での
pre-free IgE値，pre-total IgE値の有意差検定（それぞれAとC）およびそれぞれのカットオフ値，感度と
特異度（それぞれBとD）
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markerの測定系として free IgEの酵素結合免疫吸着

アッセイ（ELISA）の測定系を最適化し，感度が

1.17 ng/mLとなる臨床検体の測定系が確立できた。

しかしながら，慢性特発性蕁麻疹に対してオマリズ

マブの治療効果を判定するbiomarkerとしてpre-

free IgEがpre-total IgEに勝るものではなかった。
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であった。pre-total IgEのカットオフ値は，327.6 

ng/ml，感度は，71.4％，特異度は，72.5％であった。

4．考　察

慢性特発性蕁麻疹の治療薬であるオマリズマブの

投与前に治療効果を予測できるbiomarkerおよびオ

マリズマブの投与中の薬剤減量の目安となるbio-

markerの測定系として free IgEの酵素結合免疫吸着

アッセイ（ELISA）の測定系を最適化し，感度が1。

17 ng/mLとなり，この感度は臨床検体の測定に十

分使える系が確立できたと言える。

free IgEが，慢性特発性蕁麻疹の治療薬であるオ

マリズマブの投与前に治療効果を予測できるbio-

markerとなりうるかどうかを判定するためにオマ

リズマブ投与前の free IgEの測定し，オマリズマブ

投与開始0～4週間および8～12週間後の平均UAS7

で分類した responderとnon-responderの2群間で有

意差検定を行ったがオマリズマブ投与開始0～4週

間後では有意差は認められなかったが，オマリズマ

ブ投与開始8～12週間後の治療効果は予測できた。

しかしながら臨床血液検査で測定している血清 IgE

値（total IgE）においてもオマリズマブ投与前の to-

tal IgEの測定はオマリズマブ投与開始8～12週間後

の治療効果を判定できた。この結果はChuangらの

報告 2）と合致していた。pre-free IgEのカットオフ値

は，133.3 ng/ml，感度は，57.1％，特異度は，85％

であった。すなわちpre-free IgE値が133.3 ng/ml以

上でオマリズマブの治療効果が得られることが分

かった。pre-total IgEのカットオフ値は，327.6 ng/

ml，感度は，71.4％，特異度は，72.5％であった。従っ

てpre-free IgEのカットオフ値はpre-total IgEのカッ

トオフ値より特異度は高かったが感度は低く，慢性

特発性蕁麻疹に対してオマリズマブの治療効果を判

定するbiomarkerとしてpre-free IgEがpre-total IgE

に勝るものではなかった。現在オマリズマブ投与3

回目の際に採血しpost-free IgEとpost-total IgEを測

定しオマリズマブの投与中の薬剤減量の目安となる

biomarkerとなるかを検討中である。

5．結　語　

慢性特発性蕁麻疹の治療薬であるオマリズマブの

投与前に治療効果を予測できるbiomarkerおよびオ

マリズマブの投与中の薬剤減量の目安となるbio-
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色結果により抗HER2抗体療法の適応が決定される

ため，その精度管理が重要となる 1）。

以上のように，病理診断，免疫組織化学的検討に

おいて，膜厚は重要な要素であるにもかかわらず，

現在まで十分な精度管理の対象となってきていな

い。通常，FFPE切片の薄切は，ミクロトームを用

いて厚みを設定して行われる。しかしながら，実際

の膜厚は，薄切環境（湿度や温度）により影響を受

けることが知られており，実際に薄切されたFFPE

の膜厚は不明である。よって，われわれは，膜厚コ

ントロールシステムの開発が喫緊の課題であるとの

認識に至り，本研究を開始することとなった。

2．対象及び方法

（1）本研究による開発機器のコンセプト

現在，膜厚測定用の先行機器は存在しない。工業

1．はじめに

病理診断は，身体から採取された組織のホルマリ

ン固定パラフィン包埋切片（formalin fixed paraffin 

embedded sections, FFPE）を用いて行なわれる。

組織内の状態を適切に観察するための第一段階とし

て，適切な検体取扱いとともに，適切な標本作製が

重要となる。

本研究開始の契機となった乳癌診療においては，

バイオマーカーであるホルモン受容体 （エストロゲ

ン受容体 , ER; プロゲステロン受容体 , PgR），HER2

の発現状況と増殖活性マーカーである Ki67陽性率

によって，薬物療法の治療選択が行われる。すなわ

ち，ER陽性症例には抗ホルモン薬が，HER2蛋白高

発現あるいはHER2遺伝子増幅を伴う症例には抗

HER2抗体療法が，また，いずれも陰性の症例には，

抗がん剤の適応となる。HER2蛋白に対する免疫染

増田しのぶ 1），中西陽子 1），廣谷ゆかり 1），菊池加穂里 1），

阿部仁 2），向井規浩 2），西川喜久 3）

要旨

病理標本の膜厚測定機器開発を行いプロトタイプ1号機についての動作確認，精度評価を行った。
プロトタイプ1号機は，接触式センサーを用い，10枚連続測定可能な仕様とした。1枚のホルマリン
固定パラフィン切片（FFPE）について，スライドガラス表面を基点としてFFPEの膜厚を4点測定し，
その平均値をFFPEの厚みとして測定結果を得た。求められる膜厚測定の精度には，大幅な改善の
余地があることが明らかになった。今後，測定部の精度を向上させたプロトタイプ2号機を開発し，
動作確認，精度評価を行う。

病理標本の膜厚測定機器開発
― 膜厚標準化による標的分子評価と人工知能体系の適正化に関する研究 ―

A study of development of a device 
to evaluate the tissue thickness of pathological sections: 

For adequate evaluation of biomarkers and basic platform for artificial 
intelligence systems by standardization of tissue thickness

Shinobu MASUDA1），Yoko NAKANISHI 1）, Yukari HIROTANI 1）, Kaori KIKUCHI 1）, 
Hitoshi ABE 2）, Norihiro MUKAI 3）, Yoshihisa NISHIKAWA3）

学術研究助成金・社会実装
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病理標本の膜厚測定機器開発

用の非接触表面・層断面形状計測システム（光干渉

方式初高精度表面形状計測）との対比により，本研

究による開発機器のコンセプトについて検討した

（表1）。

（2）本研究における機器開発の構想

本システムを，①測定部，②標本識別部，③スラ

イド移動部，④PC制御，データ管理部から構成す

ることとした（図1）。

（3）工業用測定システムによる膜厚測定結果と比較

検討することにより，精度評価を行った。

3．結　果

搬入されたプロトタイプ1号機（図2）について，

以下の検討を行った。

（1）機器の動作確認

①測定部，②標本識別部，③スライド移動部，④

PC制御，データ管理部それぞれについて，動作確

認を行い，設計通りに動作することが確認された。

 

（2）測定精度の評価

薄切機器ミクロトームで4µmに設定し，あらか

じめ工業用測定システムにより膜厚を測定した

FFPE標本10枚について，開発機器により膜厚を測

定し，以下の結果を得た。FFEPの時間的経過によ

る変化の有無をみるために，同一切片について，13

回 （8/23～9/28）測定した。

a．測定結果の概要

現時点での膜厚測定結果は，大きく改善が必要な

レベルであった（図3）。

b．時間的経過によるFFPEの膜厚変化の有無

時間的経過による大きな変化は認められなかった

（図4）。

c．検体毎の測定値の差異

検体によって，測定値に多少の差異が指摘された

（図5）。

d．測定部位による測定値の差異

測定部位によって，膜厚には統計学的に有意差が

指摘された （p<0.05）。スライドガラス切片の対角

表 1　工業用測定システムとの対比による本研究開発機器のコンセプト

工業用測定システム 本研究開発機器

測定範囲 ～ 80 µm 4 µm±10％誤差を中心する範囲

機器の使用目的
工業製品に対して

汎用的使用を想定
膜厚測定に限定

価格 高価 市中病院で購入可能な価格帯

図 1　膜厚測定機器の開発計画

1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



増田しのぶ　他

─      ─22

2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2　プロトタイプ1号機
（（株）西川精密製作所納品報告書、取扱い説明書より）

図 3　プロトタイプ1号機の測定値分布

図 4　時間的経過による膜厚の変化（サンプル1）（2022年）
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病理標本の膜厚測定機器開発

線上の測定値が近似していることから，測定時に何

らかのゆがみが生じている可能性が示唆された（図

6）。

e．膜厚測定部位の確認

本開発機器においては，測定部位を確認すること

ができる仕様となっている。測定部位は仕様通り

FFPEの4点となっていることが確認された（図7）。

4．考　察

膜厚側的機器プロトタイプ1号機の精度は，大幅

な改善の余地があるものであった。原因として考え

られた点は，次の通りである。（1）1度に10枚の連

続測定を可能な仕様としたため，スライド移動部の

カートリッジの剛性が測定誤差に影響を与えた可能

性がある。（2）容易にスライドガラスを着脱できる

よう，スライドガラスを静置するカセットは浅く固

定されていない仕様となっていたが，接触式セン

サーがスライドガラスに接触した際に，スライドガ

ラスがZ軸方向に移動し，精度誤差に影響を与えた

可能性がある。（3）ゼロ点の測定は，10枚測定の最

初の1回となる仕様であったが，スライドガラス毎

にゼロ点の測定が必要であった。
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図 5　サンプル毎の膜厚測定値

図 6　部位別膜厚測定値

図 7　測定部位の確認
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以上の検討の結果，まずは，測定部の精度向上に

開発の焦点を絞り，1枚のスライドガラス測定に限

定したプロトタイプ2号機の開発を行うこととなっ

た。

5．結　語　

病理標本の膜厚測定機器開発を行いプロトタイプ

1号機についての動作確認，精度評価を行った。今

後，測定部の改良を行ったプロトタイプ2号機の動

作確認，精度評価を行う。
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織サンプルから高効率に大量調製できる，③初代培

養から均質な細胞が得られる，といった利点を有す

ることから実用性の高い治療用細胞ソースとして有

望であると考えられる。我々の研究グループでは，

自施設内に設置された細胞加工施設（CPF）におい

てアイソレータを用いた臨床グレードのDFAT製造

法を確立し，2020年より重症下肢虚血患者を対象と

した自家DFATを用いた血管再生細胞治療のFirst-

in-Human臨床試験を実施中である。DFAT細胞治療

を広く社会実装するためには，汎用性が高く，より

安全，安価にDFATを調製する技術が求められる。

培養細胞を人体に移植する際には，安全性の観点

から，その培地や調整試薬には動物由来の成分が含

まれないいわゆる「ゼノフリー」が望ましいとされ

ている。従来のDFAT調製法では，ウシ胎仔血清

（Fetal bovine serum: FBS）を含んだ培地の使用が必

1．はじめに

再生医療によく用いられる間葉系幹細胞 Mesen-

chymal stem cells （MSC）は患者自身の骨髄液や脂

肪組織などから培養調製でき，移植安全性が高いた

め，広く臨床応用が行われている。一方，MSCは

患者の年齢や病状により細胞の品質にばらつきが生

じやすく，均質性が低いといった問題点がある。

MSCによる細胞治療を普及させるためには，簡便・

安価に大量調製可能で，患者を選ばず均質で安定し

た性能を示すMSC製造技術の確立が望まれる。

Matsumotoら 1）は，成熟脂肪細胞を天井培養法と

いう方法で培養することによって得られる脱分化脂

肪細胞 （Dedifferentiated fat cells: DFAT）が，MSC

に類似した高い増殖能と多分化能を獲得することを

明らかにした。DFATは，①患者の年齢や基礎疾患

に影響されず安定的に調製できる，②少量の脂肪組

松本太郎 1），副島一孝 2），樫村勉 2），李予昕 1），風間智彦 1），

萩倉一博 1），山元智衣 1），長岡悠紀 1）
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成熟脂肪細胞から「天井培養法」により誘導される脱分化脂肪細胞（DFAT）は，間葉系幹細胞
（MSC）に類似した多能性細胞である。DFATは少量の脂肪組織から均質な治療用細胞を大量に作る
ことができることから，実用性の高い再生医療の細胞源として期待できる。我々は，ウシ胎仔血清

（FBS）の代替としてヒト血小板溶解物（hPL）を用いることにより，動物由来成分を含まずDFATの
調製を可能とする「ゼノフリー培地」の開発に成功した。また臨床グレードDFATを効率良く製造で
きるhPLの至適濃度や基礎培地の検討を行った。さらに健常ボランティア脂肪組織を用いたDFAT
の試験製造を行い，再現性よく臨床グレードDFATが製造できることを確認した。このような調製
培地の最適化により従来法に比べより安全で高効率にDFATを調製できることが明らかになった。
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須であった。このため最終製品の梱包時に十分な洗

浄操作を行い，最終製品からウシ由来タンパク質を

除去する必要があった。そしてこの洗浄操作によ

り，最終製品の細胞数が大きく減少してしまうとい

う問題点があった。また十分な洗浄を行っても最終

製品中のウシ由来成分を完全に除去することはでき

ないため，ウシ蛋白にアレルギーがある患者には投

与できないなど，移植安全性に問題が残った。我々

は，種々の培養条件を検討した結果，血清代替物と

して，ヒト血小板溶解物 （Human platelet lysate, 

hPL）を用いることにより，成熟脂肪細胞からDFAT

を誘導し増殖させることができることを明らかにし

た。本研究では，臨床グレードDFAT製造法の最適

化を目指し，hPLの至適濃度や基礎培地の検討を

行った。また健常ボランティア脂肪組織を用いた

DFATの試験製造を行い，安定的に臨床グレード

DFATが製造できるか検証した。

2．対象及び方法

研究は，日本大学医学部附属板橋病院臨床研究倫

理審査委員会の承認を得て実施した（承認番号：

RK-160209-6, RK-220111-1）。ヒト脂肪組織は被験者

より同意取得後，脂肪吸引により採取された脂肪組

織の提供を受け実験に使用した。実験プロトコール

の概要を図1に示す。

脂肪組織2mLをコラゲナーゼ（Liberase MNP-S 

GMP grade, Roche）にて37℃，30分間処理後，セル

ストレーナーを用いて未消化組織を濾過した。その

後，低速度遠心分離（135 × g, 1分間）を行い，成

熟脂肪細胞を浮遊層として単離した。天井培養には

以下の組成の培地を用いた。血清代替物として，

hPLは ①UltraGROTM-PURE （UltraGRO, AventaCell 

BioMedical），②Human Platelet Lysate（Stem Cell 

Technologies）， ③ PLTGoldTM Human Platelet Ly-

sate（Sigma-Aldrich）を使用した。hPL濃度は5％を

基準として，0.5～20％の範囲で検討した。また対

照となる血清代替物として，ヒトMSC用基礎培養

液アニマルフリー添加剤CiMS-sAF （sAF, 細胞科学

研究所）を用いた。基礎培地としては，CSTI303-

MSC（CSTI, 細胞科学研究所）またはCiMS-BM

（CiMS, 細胞科学研究所）を用いた。単離した成熟

脂肪細胞分画100μLを上記の各培地30mLに懸濁

し，天井培養用フラスコ（サンプラテック）の仕切

板下面に播種した後，仕切板上部に各培地20mLを

加えた。細胞はインキュベータ内（37℃ , 5％ CO2）

で培養した。天井培養7日後に培地交換を行い，14

日後にPBSで2回洗浄後，細胞剥離液TrypLETM Se-

lect Enzyme （Thermo Fisher Scientific）を用いて細

胞を剥離し，T-225フラスコ8枚に9 × 105 cells/flask

で播種し7日間付着培養を行った。細胞形態の変化

は経時的に位相差顕微鏡にて写真撮影を行った。細

胞数の計測はトリパンブルーで死細胞を染色後，自

動セルカウンターTC20 （Bio-Rad）を用いて測定し

た。

健常ボランティア脂肪組織を用いた試験製造で

は，5％ UltraGRO含有CiMS培地を用いて，上記製

造法に従い14日間天井培養を行った後，継代し7日

間付着培養を行った。細胞剥離液を用いて細胞剥離

後，細胞数を計測するとともに，フローサイトメト

リーによる細胞表面抗原発現試験を行った。フロー

サイトメトリー用抗体はPE標識抗ヒトCD73，

CD90，CD105，CD31，CD45，HLA-DR抗 体（BD 

Biosciences）を用いた。死細胞を検出するため

7-Aminoactinomycin D （7AAD, BD Biosciences）を

図 1　DFAT調製法と実験プロトコールの概要

1 

図１ 調製法と実験プロトコールの概要

 

 
 

図２ 各種培養条件による細胞形態変化

 

 
 

図３ 各種 製品による細胞形態変化
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ト成熟脂肪細胞からDFATを誘導，増殖させること

に成功した。

次にhPL製品の種類に依存せずDFATが誘導可能

か明らかにする目的で，各種市販品のhPLを用いて

ヒト成熟脂肪細胞からDFATを誘導できるか検討し

た。その検討結果を図3に示す。

3種類のhPL製剤（hPL-#1: AdventaCell BioMedi-

cal 社製UltraGROTM-PURE，hPL-#2: StemCell Tech-

nologies社製Human Platelet Lysate，hPL-#3: Sigma 

Ardrich社製PLTGold Human Platelet Lysate）を5％

含有した培地は，20％ FBS含有培地を用いた場合と

同様に，天井培養によるDFATの製造が可能であっ

た。またいずれの5％ hPL含有培地も20％ FBS含

有培地に比べ，増殖能に優れている傾向が確認され

た。これらの結果より，hPLは普遍的に脂肪細胞の

脱分化を誘導しDFATを増殖できることが明らかに

なった。

次に，効率よく成熟脂肪細胞からDFAT を誘導し

増殖させるhPLの至適濃度の検討を行った。3名の

ドナーから採取した脂肪組織を用いて各種濃度の

hPL（UltraGRO）含有CiMS培地で成熟脂肪細胞の

天井培養を行い，14日後に誘導，増殖したDFATの

細胞数を評価した。その結果，DFATを効率良く誘

導，増殖させるhPLの至適濃度は5％～15％であっ

た（図4）。またDFATを誘導できるhPLの最低濃度

各サンプルに添加した。細胞表面抗原の測定は，

CytoFLEXフローサイトメーター（Beckman Coult-

er）を使用し，フォワードスキャッター（FSC）お

よびサイドスキャッター（SSC）をゲーティング後，

7AAD陰性分画をゲーティングし，生細胞のみを解

析した。解析はCytExpertソフトウェア（Beckman 

Coulter）を用いて行った。アイソタイプコントロー

ルの蛍光強度とサンプルの蛍光強度を比較し，標的

抗原に対する陽性細胞率を測定した。

3．結　果

最初にFBSの代替品としてhPLを用いてヒト成

熟脂肪細胞からDFATを誘導できるか検討した。各

種培養条件下における細胞の形態変化を図2に示

す。

その結果，従来培地（20％ FBS含有CSTI）と同

様に，5％ hPL含有培地（5％ UltraGRO含有CSTI，

5％ UltraGRO含有CiMS）でも紡錘形の形態を示す

DFATを誘導，増殖させることが可能であった。一

方，MSC培養用無血清培地（2％ sAF含有CiMS）で

は，少数のDFATが誘導されたが，これらを効率よ

く増殖させることはできなかった。またこれらの

5％ hPL含有培地を用いることにより，継代培養に

よる細胞増殖も良好であることを確認した。以上の

結果より，hPLを含有したゼノフリー条件下で，ヒ

図 2　各種培養条件による細胞形態変化
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図１ 調製法と実験プロトコールの概要
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次に培養21日目のDFATのフローサイトメトリー

による細胞表面抗原解析を行った。MSCマーカー

およびMSC陰性マーカーの発現プロファイルを図

6に 示 す。MSCマ ー カ ー で あ るCD73，CD90，

CD105はすべての症例で90％以上陽性であり，

MSC陰性マーカーであるCD31，CD45，HLA-DRの

陽性率は0.5％以下であった。以上の結果より，5％

hPL （UltraGRO）含有CiMS培地を用いた調製法で

も，既存の方法と同等の均質性が高いMSCの形質

を示すDFATが再現性良く調製できることが示され

た。

は0.5％であった。この検討結果より，臨床グレー

ドDFATの調製用培地として，5％ hPL （UltraGRO）

含有CiMSを使用することとした。

次に実際に健常ボランティア脂肪組織から，5％

hPL （UltraGRO）含有CiMS培地を用いて，DFATの

試験製造を行った。計5例の試験製造を行った結果，

全ての症例で再現性良くDFATを誘導，増殖させる

ことができた。天井培養2週間後には，1フラスコ

あたり8×106以上のDFATを安定的に調製できるこ

とが明らかになった（図5）。また継代培養を行った

結果，培養21日目には，最終製品として1.5×108以

上のDFATを調製できることを確認した。

1 

図１ 調製法と実験プロトコールの概要

 

 
 

図２ 各種培養条件による細胞形態変化
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図 3　各種hPL製品による細胞形態変化

図 4　各種hPL濃度によるDFAT細胞数
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図 4. 各種 hPL 濃度による DFAT 細胞数 

 

 
図 5. 試験製造により得られた DFAT の細胞数 

 

 
 

図 6. 試験製造により得られた DFAT の細胞表面抗原試験 
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れないことから，DFATの誘導（成熟脂肪細胞の脱

分化）には，hPLに含まれる成長因子以外の生理活

性物質が重要な役割を担っていることが示唆され

る。

5％ hPL含有培地（5％ UltraGRO含有CiMS培地）

を用いて，健常ボランティア脂肪組織からDFATの

試験製造を試みた結果，検討を行った5症例中全例

で再現性良くDFATを調製することが可能であっ

た。調製されたDFATの細胞表面抗原プロファイル

は，国際細胞治療学会が定めたMSCの最小基準 3）

を満たしていた。調製効率として，脂肪組織5mL

から3週間の培養期間（第1継代細胞）で1.5 × 108 

cellsのDFATが調製できることを確認した。今後よ

り汎用性を高めるために，天井培養フラスコやゼノ

フリー培地に加え，最終製品梱包用の細胞凍結バッ

グや脂肪細胞単離用チューブなどを構成パーツとす

る「DFAT調製キット」を完成させる予定である。

このキットの使用により一定の品質のDFATを多く

4．考　察

これまでDFATを調製する方法として，20％とい

う高濃度のFBSを含有した培地で天井培養を行う

ことが標準的な調製法であった。本研究ではFBS

の代替としてhPLを用いても効率良くDFATを誘

導，増殖できることを明らかにした。そしてhPLと

適切な基礎培地との組み合わせにより，動物由来成

分を含まない「ゼノフリー培地」を確立した。hPL

の至適濃度の検討を行った結果，5％といった比較

的低濃度で，現法である20％ FBSと遜色なくDFAT

を誘導，増殖できることが明らかになった。hPLは

近年MSCの増殖用培地として利用が広まっている

添加物である 2）。hPLには血小板由来成長因子

（PDGF），インスリン用成長因子（IGF-1），形質転

換成長因子ベータ（TGF-β）といった複数の成長因

子が含まれ，これらの成長因子がDFATの増殖に寄

与していると推測される。一方，これらの成長因子

を個別に添加しても，脂肪細胞からDFATは誘導さ

図 6　試験製造により得られたDFATの細胞表面抗原試験
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bach I, Marini F, Krause D, et al. Minimal criteria for 
defining multipotent mesenchymal stromal cells. The 
International Society for Cellular Therapy position 
statement. Cytotherapy 2006; 8(4): 315-317.

の細胞加工施設で製造することが可能となり，また

最終製品を複数バッグからなる凍結製品とすること

により，長期間保存ができ複数回投与にも対応でき

るようになる予定である。現在開発を進めている治

験用製品の製造工程を図7に示す。

5．結　語　

本研究では血清代替物としてhPLを用いることに

より，動物由来成分を含まずDFATの調製を可能と

する「ゼノフリー培地」の開発に成功した。また臨

床グレードDFAT製造に用いるhPLの至適濃度や基

礎培地を確定した。さらに健常ボランティア脂肪組

織を用いたDFATの試験製造を行い，再現性よく臨

床グレードDFATが製造できることを確認した。こ

のDFAT調製用培地の最適化により，従来法に比べ

より安全で高効率に臨床グレードDFATを調製でき

るようになった。本研究成果はDFAT細胞治療を広

く普及させることに寄与することが予想される。
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い症例や，末梢病変を主因とした治療適応のない症

例が多数存在する。このような治療法のないCLI患

者に対し，遺伝子治療や細胞治療による血管再生治

療は下肢大切断を回避する最終手段と考えられてい

る。Matsumotoら 1）は，脂肪組織から単離した成熟

脂肪細胞を「天井培養」という方法で培養すること

により得られる脱分化脂肪細胞（Dedifferentiated 

fat cell: DFAT）が，高い増殖能と間葉系幹細胞

1．はじめに

近年，生活習慣病の増加や高齢化に伴い末梢動脈

疾患（Peripheral artery disease: PAD）の患者数が増

加している。PADは重篤化すると重症下肢虚血

（Critical limbs ischemia: CLI）に陥り，下肢切断に

至る例も稀ではない。CLI治療の第一選択は血管内

治療やバイパス手術などの外科的血行再建術であ

る。しかし，全身状態不良のため手術に耐えられな

松本太郎 1），鈴木沙季 2）3），田中正史 3），副島一孝 4），三木敏生 5），大島猛史 6），

加野浩一郎 7），坂井学 8），中山智宏 9），枝村一弥 10），片岡則之 11），樫村勉 4)，

李予昕 1），月村直樹 12），秋田大輔 12），風間智彦 1）

要旨

脱分化脂肪細胞 (DFAT)は成熟脂肪細胞を天井培養することにより調製される間葉系幹細胞
(MSC)に類似した細胞である。DFATはMSCと同様にMHCクラス II分子を発現していないことか
ら，自家移植のみならず，他家移植でもその治療効果が期待できる。本研究では，ウサギ下肢虚血

モデルに自家DFATまたは他家DFATを虚血筋肉内に移植し，その生着性や血流改善効果を比較検
討した。その結果，自家，他家DFATは共に移植後6週間まで虚血筋肉組織に検出された。自家
DFATは他家DFATに比べ，側副血行路二次分枝の数や，平滑筋細胞を伴う成熟度の高い微小血管
の数を有意に増加させた。以上より，側副血行路発達作用や，新生血管の成熟化作用は，他家

DFATに比べ自家DFATで優れていることが示唆された。

脱分化脂肪細胞移植による血管再生細胞治療
― ウサギ下肢虚血モデルを用いた自家細胞移植と他家細胞移植の比較 ―

Vascular regenerative cell therapy by dedifferentiated fat cells :
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transplantation using a rabbit hind limb ischemia model
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（Mesenchymal stem cell: MSC）に類似した多分化

能を有することを明らかにした（図1）。

DFATは，ドナー年齢に影響されず少量の脂肪組

織から大量に調製することが可能であり，新たな血

管再生治療用細胞として期待されている。現在，日

本大学医学部附属板橋病院にてCLIに対する自家

DFAT移植による血管再生治療のFirst-in-Human 試

験を実施している（図2）。DFATはMSCと同様に

MHCクラス II分子であるHLA-DRの発現を欠き，

免疫原性が低いと考えられることから，自家移植用

のみならず，他家移植用細胞としてもその治療効果

が期待できる。一方，虚血筋肉内投与における自家

DFATと他家DFATの生着性や血流改善効果の差異

はこれまでに明らかになっていない。

本研究では，ウサギ下肢虚血モデルに対して自家

DFATと他家DFATを虚血筋肉内に移植し，その生

着性や血管への分化能，血流改善効果を比較検討し

た。

図 1　脱分化脂肪細胞（DFAT）の調製法

図 2　重症下肢虚血（CLI）に対する自家DFAT移植による血管再生治療
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家または他家DFATを腓腹筋内に注射した。移植後

2週，4週，6週目に腓腹筋を摘出し，抗GFP抗体お

よび血管内皮細胞マーカー Isolectin B4（IB4）を用

いて免疫組織学的検討を行い，GFP陽性細胞の局在

および形質解析を行った（図3）。

DFAT移植による血管再生効果の比較実験では，

同様に右大腿動静脈を結紮切離したウサギの下肢虚

血モデルに対して，虚血作製1週間後に自家DFAT

（1×106 cells, 自家群 , n=6）または他家DFAT（1×

106 cells, 他家群 , n=6）を下肢全体に筋肉内注射し

た。移植4週間後に患側と健側の経皮的酸素分圧

（TcPO2）の測定を行い，両群の血流改善効果を比

較検討した（図4）。

2．対象及び方法

実験動物は，日本白色家ウサギ（雄性 , 2.5 kg）を

用いた。実験は日本大学動物実験委員会および日本

大学遺伝子組換え実験安全委員会の承認を得て実施

した（承認番号 : AP17M032, AP18MED042, 2016医

8）。DFATの調製は，ウサギ皮下脂肪組織から既報 1）

に従い調製した。下肢虚血モデルは，大腿深動脈分

岐の約1cm中枢で総大腿動静脈を結紮切離し，末

梢側は膝窩動脈，伏在動脈の分岐部より約1cm末

梢で静脈も含めて結紮切離することで作製した。

DFATの局在・形質解析実験では，右大腿動静脈

を結紮切離したウサギの下肢虚血モデルに対して，

レンチウィルスベクターを用いてGFP標識した自

図 3　虚血筋組織へ移植したDFATの局在・形質に関する比較実験

図 4　DFAT移植による血管再生効果の比較実験
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(破線は虚血により萎縮した筋繊維を示す, Scale bar: 100μm) 
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より自家，他家移植を問わず4週間以上にわたり細

胞の生着が認められ，その一部は血管内皮細胞の形

質を獲得していることが示された。

次にウサギ下肢虚血モデルを作製し，自家DFAT

または他家DFAT移植による血管新生効果を比較検

討した。移植4週間後のTcPO2の実測値は，自家群

69.5 ± 23.5 mmHg，他家群48.5 ± 15.2 mmHg，健

側との比では，自家群79.4 ± 26.2%，他家群76.8 ± 

22.2%といずれも自家群のTcPO2値の方が高い傾向

にあったが，両群間に有意差は認めなかった。血管

また下肢血管造影を行い，両群の側副血行路の発

達程度を一次分枝数，二次分枝数に分けて定量評価

した（図5）。さらに腓腹筋を摘出し組織切片を作成

後，血管平滑筋マーカーである抗平滑筋αアクチ

ン（ASMA）抗体と IB4を用いて免疫組織学的検討

を行い，両群の IB4陽性血管数と IB4，ASMA二重

陽性血管数を定量評価した。定量結果はmean ± 

SDで示した。TcPO2，側副血行路数，血管密度の2

群間比較は，Mann-Whitney’ s U testを用いて統計

学的処理を行い，p < 0.05を有意水準とした。

3．結　果

GFP標識した自家または他家DFATを腓腹筋内に

投与し，2週間ごとに腓腹筋の凍結組織切片を作成

し，抗GFP抗体を用いた蛍光免疫染色を行い，

DFATの局在・形質解析を行った。その結果，GFP

陽性細胞は筋繊維の間質に分布し，特に虚血が強く

筋繊維の萎縮が強い部位に集積する傾向が認められ

た（図6）。

自家群，他家群ともに移植後4週目までGFP陽性

細胞の生着が認められた（図7）。移植後6週目でも

微量ながらGFP陽性細胞が検出され，その数は自

家群で多い傾向にあった。

GFP陽性細胞の集積が認められた部位では，GFP

陽性で血管内皮マーカー IB4陽性を示す細胞の存在

が認められた（図8）。

以上の結果より，虚血筋肉組織へのDFAT移植に

図 5　血管造影による側副血行路1次分枝，2次分枝の定量方法
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マーカー IB4陽性血管数を定量した結果，自家群で

212.0 ± 58.6個，他家群で197.5 ± 98.5個であり，

両群間に有意差は認められなかった。一方，IB4と

ASMA二重陽性の血管数を定量した結果，自家群で

33.0 ± 7.5個，他家群で22.0 ± 3.0個であり，自家

群で有意（p < 0.05）に血管密度が増加していた。以

上の結果より，DFAT自家移植は，他家移植に比べ

造影検査による側副血行路発達の評価を行った結

果，一次分枝数は自家群で16.0 ± 2.0本，他家群で

14.5 ± 1.1本と両群間に有意差を認めなかったが，

二次分枝数は自家群で17 ± 1.2本，他家群で14 ± 

0.9本と自家群の方が有意（p < 0.05）に分枝数の増

加を認めた。次に腓腹筋を摘出して切片標本を作成

し，両群の血管密度の比較を行った。血管内皮細胞

3 

 
図 7. 移植した GFP標識 DFATの局在変化 

（Scale bar: 100μm） 
 

 
図 8. 移植した GFP標識 DFATの形質変化 

（矢頭：GFP+IB4+細胞, Scale bar:上段 200 μm, 下段 100 μm） 
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図 8　移植したGFP標識DFATの形質変化
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teinase（TIMP）を分泌することにより，動脈新生

が誘導される。我々は以前の研究にて，これらのサ

イトカインのうち，VEGF-A，MCP-1，TIMP-1，

TIMP-2がDFATで高発現していることを報告して

いる 6, 7）。したがって，移植したDFATによる側副

血行路の発達促進機序は，DFATから分泌されるこ

れらのサイトカインのパラクライン作用によると推

測される。そして本研究において自家DFATが他家

DFATより側副血行路の発達が良好であった理由と

して，自家DFATの方がホスト免疫細胞の影響を受

けずに，細胞間相互作用がより円滑に行われること

が一因と考えられる。

5．結　語　

自家DFAT，他家DFATは共に移植後6週目まで

は虚血筋肉組織に検出され，その一部は血管内皮細

胞の形質を獲得していることが明らかとなった。ま

た自家DFATは他家DFATに比べ，側副血行路二次

分枝の形成および平滑筋細胞を伴う成熟度の高い微

小血管の新生を有意に促進することが明らかとなっ

た。これらの結果より，DFAT自家移植は側副血行

路発達促進などを介した高い治療効果が期待できる

と考えられる。
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平滑筋細胞を伴う微小血管増生に関してより高い効
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4．考　察

DFAT局在・形質解析実験において，移植した

DFATは自家細胞，他家細胞ともに6週間までは検

出可能であり，その一部は血管内皮細胞の形質を獲

得することが示された。MSCは高い免疫寛容能を

有し，その機序としてMHCクラス II分子複合体や

CD40, CD80, CD86といった副刺激因子を発現して

いないことが明らかにされている 2）。我々はヒト

DFATもMHCクラス II分子複合体であるHLA-DR

を発現していないことを報告している 1）。今回の研

究にて，他家DFATが長期間生着性を維持できた理

由として，ウサギDFATもMHCクラス II分子複合

体を発現していないことにより，高い免疫寛容能を

有していることが一因と考える。一方，他家移植が

自家移植と同等の生着性を示すか否かについては，

検討数を増やした群間比較を行い，評価する必要が

ある。

移植したDFATの血管内皮細胞への分化につい

ては，以前の報告にて，DFATはmethylcellulose 

mediumといった特定の培養条件下で培養すること

により血管内皮細胞に分化することが示されてい

る 3）。また in vitroにおけるDFATの内皮細胞への分

化はBone morphogenetic protein（BMP） 4 とBMP9

の同時刺激により促進することが報告されている 4）。

In vivoにおけるDFATの血管内皮細胞への分化メカ

ニズムは今後さらなる検討が望まれる。

DFAT移植による血管再生効果の比較実験では，

DFAT移植により側副血行路の発達が促進すること

が明らかになった。側副血行路発達に関わる分子機

構は，動脈新生と呼ばれている 5）。まず刺激を受け

た血管内皮細胞からMonocyte chemotactic protein-1

（MCP-1） やGranulocyte-macrophage colony-stimu-

lating factor（GM-CSF）が分泌され，単球・マクロ

ファージを側副血行路周辺に動員する。これらの動

員された免疫細胞は，血管新生因子であるVascular 

endothelial growth factor-A（VEGF-A），Fibroblast 

growth factor-2（FGF-2）などを分泌するとともに，

細胞外基質のリモデリング因子であるMatrix metal-

loproteinase（MMP），Tissue inhibitor of metallopro-
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わが国における死亡原因の第一位は悪性新生物

で，全死亡数に占める割合は令和2年人口動態統計

を参照すると27.6％である 3）。特に胃癌，大腸癌と

いった消化管癌患者は罹患数が多く，癌死亡の2位，

3位と上位を占める。治療法の中心にあるのは外科

医による外科的切除である。消化器外科領域は従来

開腹での手術が中心であったが，わが国ではじめて

腹腔鏡下胆嚢摘出術が行われた1990年以降 4），急速

に腹腔鏡下手術件数が増えている。創が小さく従来

の開腹手術と比較し創痛は軽減，患者の早期回復も

得られている。特に労働世代においては，経済的な

面でも早期社会復帰はメリットが大きい。低侵襲手

1．はじめに

わが国において国民の高齢化率は増加の一途であ

り，急速に高齢化社会から超高齢社会へと進んでい

る1）。国内の医療費は年々確実に膨れ上がっており，

医療費削減は喫緊の課題である。また，わが国の医

療機器貿易は2019年，2020年と連続で1兆円を大き

く超える輸入超過で 2），現状のまま医療費の国外流

出が続くと国内経済の逼迫，現状の医療制度へ影

響，結果として国民が適切な医療を受けられなくな

るリスクが潜在すると言える。医療は国民の安定し

た生活を下支えするサービスで，その安定した供給

体制の構築は間違いなく必要不可欠と言える。

山下裕玄 1），羽多野正俊 2），齊藤健 2），大澤正彦 3），片桐祥太 4），
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要旨

わが国においては，医師全体の人数が漸増しているにも関わらず，外科医師数は漸減傾向が止ま

らず，外科医療の安定した供給は大きな課題である。手術支援ロボットに見られるように，ロボッ

ト分野は高度化および多機能化が進み医療分野への躍進がめざましい。また，AIの医療への活用も
広く検討されているところである。外科手術は，より侵襲性の低い鏡視下手術が普及しており，年々

鏡視下手術件数が増加している。これらを鑑み，外科医の不足に関わらず精度の高い低侵襲外科治

療を国民へ継続提供できる，次世代型手術システムの基盤開発を目的とした研究を行っている。「協

働型鏡視下手術助手ロボット開発」，「腸管内手術助手マイクロロボット開発」，「外科医の思考を可

視化・定量化しロボットで再現するためのデータ解析・AI技術開発」の三つで構成される。

執刀医と手術助手のインターラクションに基づいた

次世代型手術システムの開発基盤研究
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術のニーズは年々高まっており，癌死亡の1位であ

る肺癌や，食道癌といった胸腔操作が必要な手術に

おいても鏡視下手術が中心となってきている。しか

しながら，鏡視下手術の担い手である「外科医」は，

医師全体の人数が漸増しているのにも関わらず年々

漸減傾向にある。外科専攻医の募集定員は4割弱し

か充足されていない現状で，このまま推移していく

と外科指導医の高齢化が進み，外科医数の絶対数減

少だけでなく後進育成にも大きな影響を与える。ま

た，医師の地域格差に付随した問題も久しく未解決

な課題として存在しており，居住地域によっては国

民が外科治療を安定的に享受できなくなるリスクが

あると言える。

外科治療は手術支援ロボットに見られるように高

度化および多機能化が進み，ロボット分野の医療分

野への躍進がめざましい昨今である。また，AIに見

られるようにビッグデータの医療への活用が爆発的

に広がっている。これらの背景を鑑み，外科医の不

足に関わらず精度の高い低侵襲外科治療を国民へ継

続提供できるシステム基盤開発を，下記の三つの方

向性から推進することを検討した。

2．対象及び方法

本研究は「協働型鏡視下手術助手ロボット開発」，

「腸管内手術助手マイクロロボット開発」，「外科医

の思考を可視化・定量化しロボットで再現するため

のデータ解析・AI技術開発」の三つにより成り立っ

ている。以下に各開発テーマの詳細について述べる。

2-1．協働型鏡視下手術助手ロボット開発
低侵襲外科手術は，一般的には執刀医1名に加え

て助手として少なくとも2名の外科医が加わる。そ

こで，現状より少ない人数で同じ精度の手術を施行

できる条件を考えると，高精度のロボットに置換す

ることが選択肢として挙がる。実際に，現在実臨床

に導入されている手術支援ロボットは，執刀医自身

が執刀医・助手の全ての作業を，ロボットを介して

行う人間拡張テクノロジーで，手術助手として1名

の削減に成功している。しかしながら，高額の初期

投資とランニングコストのために病院経営の視点か

ら導入困難な施設が多く，その普及には限界があ

る。多くの施設への導入の可能性を考えると低コス

ト化が必須である。手術助手は術野を展開し安定さ

せる作業が中心であることから，執刀医のコント

ロール下に助手作業のみをロボットに置換するコン

セプトを考えた。この方策によりロボット担当の作

業が少なくなり，その分ロボットの小型化・低コス

ト化も期待できる

外科医が手術中に行っている作業を分解すると，

1．見る　2．把持　3．術野の展開　4．判断　5．

切離（剥離）・縫合で基本的に構成される。この基

本動作の中で，判断，切離（剥離）・縫合は執刀医

自身が行うが，手術助手は把持，術野の展開が中心

である。また，鏡視下手術の画像を術者・助手に提

示するカメラ助手は，手術の進行にあわせてカメラ

画像の中心位置を調節する。これらの手術助手が行

う作業を具現化する協働型手術ロボットを設計す

る。研究当初は full manual型，同時に研究予定の人

工知能データを元にして将来的に半自律型，さらに

自律型に発展させることを目指す。入手しやすい部

品を用いた2台のプロトタイプロボットを製作，そ

の後に改良型ロボット，ビジュアルフィードバック

による鉗子追従制御機構，執刀医の操作にあわせて

トラッキングし続けて映像を提供する「カメラ助手

ロボット」の実現を目指す。

2-2．腸管内手術助手マイクロロボット開発
現在人体内で医療補助を実現したロボットはカプ

セル内視鏡のみである。腸管蠕動に従って排出され

るまでカメラで撮影記録するのみで，外部からの操

作が全く出来ず，治療介入操作は不可能である。消

化管外科手術において，特に微小病変の切除におい

て漿膜側から粘膜面の情報が全く得られないことが

障壁となっている。そこで，消化管内に入ることが

出来るカプセル内視鏡以下のサイズで，かつ病変の

位置認識と治療操作を同時に実現できる腸管内マイ

クロロボットの開発を行う。直径2cm程度の脚部

や医療器具が折りたたまれたマイクロロボットの試

作・制御システムの開発を行う。筐体や脚部の折り

たたみ機構，鉗子の収納機構をコンピュータ支援設

計（3D-CAD）により設計する。光造形の3Dプリン

タでプロトタイプを作製し，各機構の動作の確認を

実施する。カメラを内蔵させ，収納した脚部を展開

し，消化管内腔からの情報の送受信を目指す。実現

可能性を鑑みながら，ロボットに実装するデバイス

を取捨選択する。将来的にはカメラを内蔵させ消化
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3．結　果

前章で述べた三つの開発研究を行った結果につい

て，令和4年度の成果を以下に示す。

3-1．協働型鏡視下手術助手ロボット開発
令和4年度は，主に2台の協働型手術ロボットの

プロトタイプを製作し，機械的構造の問題抽出する

ことを目標に研究開発を行った。図1に申請時の

3D-CADによる基礎設計図（ver.0）を示す。図1に

示したロボットは，上腕部の機構をできるだけ少な

くすることにより重心を下げ，その代わりに車輪に

よって床を移動することにより，アーム先端の位置

姿勢の自由度を確保するコンセプトであった。研究

開始後，この点について研究組織メンバーで実際の

内視鏡手術時の執刀医や助手医師の動き等について

検証・検討した結果，手術中は，特に助手医師2名

はほとんど下半身を動かさず，上半身の動きだけで

作業を行っていることが分かった。本ロボットシス

テムの主要コンセプトは，既存の手術チームや手術

室にできる限り変更を与えず，2名の助手作業のロ

ボットによる代替であるため，現在の助手作業と同

様に主に上半身を用いて作業を行うために，多関節

の水平リンクと垂直リンク機構の組み合わせによる

機構を発案し，図2に示すような改良版ロボットに

ついて再設計を行った（ver.1）。それぞれ向かって

左側がカメラ助手ロボット，右側が術野確保助手ロ

ボットである。図2の改良版ロボットに見える車輪

は運搬用であり使用時は固定され，上半身のアーム

部のみ動作する。また図1に対し図2のロボットは

特にアーム先端部の垂直リンク部分が大型化されて

いる。これは世界情勢の問題により当初予定してい

た回転モータの入手が困難になり，直動シリンダー

方式に変更しているためである。

管内腔からの情報の送受信を同時に行えるロボット

開発を目指す。将来的にはマクロの消化管腔から，

よりミクロの血管内での処置にも繋がる学術的独自

性と創造性を兼ね備える研究と考えている。

2-3． 外科医の思考を可視化・定量化しロボットで
再現するためのデータ解析・AI技術開発

同じ手術であっても経験値によって執刀医，助手

のそれぞれの視点・動作が異なる。外科医はモニ

ターに描出された術野からの視覚情報から全ての行

動を決めている。外科医が手術中に行っている作業

の中で，経験によって決定的に差が出る領域は「見

る」，「術野の展開」，「判断」である。優れた外科医

が手術中にどこを注視しているのか？を実際の鏡視

下外科手術においてアイトラッキングデータを収集

し，外科医の思考を可視化・定量化しモデル化を目

指す。協働的に手術を進める「手術助手」のアイト

ラッキングデータを同時に収集し，協働型ロボット

の動作に反映させるAI化の基礎データを構築する。

アイトラッカーを用いた執刀医と助手の注視点，腹

腔鏡画像，胸腔鏡画像，医師同士の会話をマルチ

モーダルなビッグデータとして収集する。次に，

データから「若手医師と指導医の注目点の違い」「共

同注視したタイミング」といった分析や，「ベテラ

ン医師が注目する点」「把持される点」「切除される

点」を予測するAIの開発を行う。

このようなコンセプトの研究として日本大学特別

研究（期間：令和4年度～令和5年度）に採択された。

本稿では，本研究について述べると共に，令和4年

度の研究成果および令和5年度にむけての展望を報

告する。

図 2　3D-CADによる設計図（ver.1）

1 

図１ による設計図（ ） 図２ による設計図（ ）

図３ 試作したカメラ助手 図４ 試作した改良版カメラ助手・術野

ロボット 確保ロボット（ ）

図５ 対象物の位置姿勢認識結果の一例  

図 1　3D-CADによる設計図（ver.0）
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前述の手術助手ロボット2台を半自律的に動作さ

せるためには，体内環境や対象部位（臓器や血管な

ど）を自動で認識し，その結果を用いてロボットの

動作指示を算出する必要がある。ここで，実際の手

術動画を用いて研究開発を行うためには倫理委員会

等の承認が必要であるが，これは今後の研究目標で

ある。また，その委員会承認のためには，どのよう

な現状システムがあり，どのような手術動画情報が

必要かを，審議資料として示す必要がある。よって

まず，基礎研究として，研究分担者の理工学部研究

室内にある対象物を用いて基礎研究を行った。患者

の体内環境は千差万別であり，手術中の対象部位・

位置姿勢特定にはAI（人工知能）を用いた方法が適

していると考え研究を行った。ここで，対象物の画

像的な認識と，実際の大きさや位置・姿勢の幾何学

的な認識は，別々の手法が必要となり，前者はカメ

ラ，後者はレーザーセンサを用いることが工業的利

用には一般的であるが，これを手術に応用する場

合，現在入手できるレーザーセンサで体内に入れら

れるサイズの物は無い。よって，内視鏡カメラ映像

を利用して，物体検出のみならず，その位置姿勢を

認識する手法について研究を行った。その際，先に

述べたように，手術映像の入手は困難であったた

め，工作物である木片および自然物である農作物を

対象に基礎AIシステムの研究開発を行った。その

結果の一例を図5～7に示す。図5は直方体の木片

の位置姿勢をAIを用いて認識した結果の一例であ

この改良したロボットを具現化し，有効性・問題

点を明らかにするために，実際にロボットの製作を

行った。図3に実際に製作したカメラ助手ロボット

を示す。機構的な問題点などの確認を行った。図3

を見ると図2で設計した通りのロボットが具現化さ

れていることが分かる。このロボットを用いて各リ

ンク機構の動作について，動作のスムーズさや部品

同士の干渉などの機械的構造の問題抽出について検

討を行った。その結果，先に述べたアーム先端部の

垂直リンク部分の大型化に伴い水平リンクの各軸に

過大な負荷がかかり，アーム先端部分が設計通りの

姿勢を保てないことが明らかとなった。そのため，

各金属部材寸法や回転軸の支持方法などの再検討・

再設計を行い，さらなる改良版ロボットの試作を

行った。試作した改良版助手ロボット（ver.2）を図

4に示す。図4では，実際に研究代表者が手術にて

使用している物と同型番の内視鏡カメラを本研究費

で購入し，それをカメラ助手ロボットと組み合わせ

て，カメラ助手ロボットシステムとして用いる状態

を示している。

以上，複数回の再設計・検討・試作を繰り返し，

令和4年度の目標通りの協働型手術ロボットのプロ

トタイプ製作を達成することが出来た。なお，助手

作業を行うための動作制御系の設計・作成は令和5

年度で研究開発予定である。そのためのビジュアル

フィーバック制御系の基礎研究開発も行った結果も

示す。

図 3　試作したカメラ助手
ロボット（ver.1）

図 4　試作した改良版カメラ助手・術野
確保ロボット（ver.2）

1 

図１ による設計図（ ） 図２ による設計図（ ）

図３ 試作したカメラ助手 図４ 試作した改良版カメラ助手・術野

ロボット 確保ロボット（ ）

図５ 対象物の位置姿勢認識結果の一例  
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3-2．腸管内マイクロロボット開発
令和4年度は，3D-CADを用いて腸管内マイクロ

ロボットの筐体デザインおよび機構設計を実施し

た。図8に設計した腸管内マイクロロボットを示す。

ロボットは図8aに示すように，直径20mm，全長

50mmで設計した。図8bに示す通り3本の脚部を

120°毎に配置し，成人の大腸の直径である6cm程

度まで展開する設計とした。脚部の展開機構にはス

コットラッセルの厳正直線運動機構を採用し，直線

運動を示す機構のなかで最も単純な機構によって，

り，この場合は45°の姿勢の木片であることが正

しく認識出来ていることを示している。またAIに

より画像情報のみで，どの程度の姿勢差まで認識出

来るかについて研究を行った結果の一例を図6に示

す。図6より，5°以上の姿勢差は99％の精度，2～4°

の姿勢差は80％，1°の姿勢差は46％の精度で認識出

来ていることが分かる。これにより，術野確保助手

ロボットの鉗子先端で対象部位を把持したい場合，

画像情報とAIを用いてほぼ人間と同程度の精度で

認識出来る可能性があることが明らかとなった。な

お，この結果については，国際会議AROB 28th 2023 

にて「Recognition for Orientation of Target Objects 

Using Object Detection Algorithm」という題目で研

究発表を行った 5）。

また図5では，対象物の位置を矩形領域内として

認識しているが，手術に用いる場合には，更に正確

な対象物の形状や位置姿勢を認識する必要がある。

そこで，インスタンスセグメンテーションと呼ばれ

る更に高度なAI物体検出システムについて研究開

発を行った。その認識結果の一例を図7に示す。こ

れは木片よりもさらに自然物に近い農作物を対象物

とした結果であり，図より対象物の領域を正確に塗

りつぶしており認識出来ていることが分かる。以上

により，ビジュアルフィードバック制御系のための

認識システムについて， AIを用いた認識システムの

構築が可能と評価した。なお，AIによる認識精度は

学習画像枚数に依存し，数万枚の画像が必要とな

る。そのための手術動画の使用と教師画像の作成は

今後開発予定である。

図 6　姿勢の認識精度の一例

1 

図１ による設計図（ ） 図２ による設計図（ ）

図３ 試作したカメラ助手 図４ 試作した改良版カメラ助手・術野

ロボット 確保ロボット（ ）

図５ 対象物の位置姿勢認識結果の一例  図 5　対象物の位置姿勢認識結果の一例　

図 7　AIを用いた領域抽出の一例

2 

腸管内マイクロロボットの外径 脚部を展開した

およびその寸法 イメージ図

図８ 設計した腸管内マイクロロボット

図７ を用いた領域抽出の一例  
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図 8　設計した腸管内マイクロロボット

図 9　設計した腸管内マイクロロボットの脚部機構

図10に試作した腸管内マイクロロボットを示す。

図10aは脚部機構に送りネジ方式を採用し，図10b

はウォームギヤ方式を採用した。筐体や部品はそれ

ぞれの要求精度に基づいて熱溶解積層型3Dプリン

タや光造形式3Dプリンタで試作した。試作した腸

管内マイクロロボットはモックアップではなく，実

際に可動部を備えているため，モータを接続するこ

とで脚部が展開可能である。

図11にウォームギヤ方式による脚部機構のモー

タによる駆動実験の一例を示す。図11aは脚部展開

前を示し，図11bは展開後を示している。図中左側

はDCモータであり，DCモータの回転動作を脚部機

構が脚部の展開動作に変換していることを示してい

る。現在ロボット内に搭載可能なDCモータによる

駆動を目指している状況である。

省スペース化を実現した。

図9に設計した腸管内マイクロロボットの脚部機

構を示す。脚部機構の駆動には送りネジ方式（図

9a）およびウォームギヤ方式（図9b）を別々に設計

した。送りネジ方式による脚部機構において，中心

にM3の3角ネジを送りネジとして用い，送りネジ

を回転することでM3のナットが移動する。ナット

の移動に伴い，脚を固定したパーツが展開すること

で脚部の開閉を行う（図9a）。ウォームギヤ方式に

よる脚部機構は，中心にウォームギヤを配置し，

ウォームギヤが回転することでBar1に施したネジ

が移動する事で脚部の開閉を行う（図9b）。

送りネジ方式およびウォームギヤ方式それぞれに

長所と短所が存在するため，実際に試作して脚の展

開実験を行った。

（a）送りネジ方式による脚部機構 （b）ウォームギヤ方式による脚部機構

3 

送

りネジ

方式による 脚部機構

ウォームギヤ方式による脚部機構

図 設計した腸管内マイクロロボットの脚部機構

送りネジ方式による脚部機構の試作 ウォームギヤ方式による脚部機構

の試作

図 試作した腸管内マイクロロボット

脚部展開前 脚部展開後

図 ウォームギヤ方式による脚部機構のモータによる駆動実験

（b）脚部を展開したイメージ図（a）腸管内マイクロロボットの外径およびその寸法

2 

腸管内マイクロロボットの外径 脚部を展開した

およびその寸法 イメージ図

図８ 設計した腸管内マイクロロボット

図７ を用いた領域抽出の一例  

2 

腸管内マイクロロボットの外径 脚部を展開した

およびその寸法 イメージ図

図８ 設計した腸管内マイクロロボット

図７ を用いた領域抽出の一例  
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検証する目的に，3例の低難度手術を選択し，執刀

医のアイトラッキングデータのみを収集した。

図12,13に具体例を提示する。執刀医の注視点の

軌跡が赤丸で表示されているが，注視が停留した場

所は濃い赤で描出されている。図12では腹腔鏡下

鼠径ヘルニア手術中の縫合閉鎖手技中の視線データ

であるが，画面上方から針の刺入点に向かって注視

点が移動し，刺入点に的確に一定時間注視し続けて

いることが分かる。図13では切離する予定の胆嚢

管に剥離鉗子が挿入されているが，鉗子挿入位置に

一致して注視していることが分かる。執刀医の視線

履歴の記録は問題なく行えることが確認された。

これを踏まえ，手術の助手作業に特化したロボッ

ト実現にむけたAI開発の第一歩としても，執刀医・

手術助手の視線情報から「外科医の判断・行動パ

また，医療応用に向けたマイクロロボットの開発

と題して，生物試料分析科学会が発行する論文誌（生

物試料分析）の特集に本研究の計画を紹介した 6）。

3-3．外科医の思考を可視化・定量化しロボットで
再現するためのデータ解析・AI技術開発：

外科手術での医師のアイトラッキングデータを用

いた観察研究（日本大学医学部研究倫理審査承認番

号20221202）の承認を令和4年12月12日に受け，

日本大学病院消化器外科での鏡視下手術を対象にア

イトラッキングデータの収集を開始した。鏡視下手

術モニターにTobii　Proアイトラッカーおよび

Tobii　Proラボスクリーンエデイションを搭載した

コンピュータと接続し，執刀医と助手の注視点，腹

腔鏡画像を収集した。まず記録の妥当性・正確性を

図10　試作した腸管内マイクロロボット

（a）送りネジ方式による脚部機構の試作 （b）ウォームギヤ方式による脚部機構の試作

図11　ウォームギヤ方式による脚部機構のモータによる駆動実験

（a）脚部展開前 （b）脚部展開後
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送
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方式による 脚部機構

ウォームギヤ方式による脚部機構

図 設計した腸管内マイクロロボットの脚部機構

送りネジ方式による脚部機構の試作 ウォームギヤ方式による脚部機構

の試作

図 試作した腸管内マイクロロボット

脚部展開前 脚部展開後

図 ウォームギヤ方式による脚部機構のモータによる駆動実験
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送

りネジ

方式による 脚部機構

ウォームギヤ方式による脚部機構

図 設計した腸管内マイクロロボットの脚部機構

送りネジ方式による脚部機構の試作 ウォームギヤ方式による脚部機構

の試作

図 試作した腸管内マイクロロボット

脚部展開前 脚部展開後

図 ウォームギヤ方式による脚部機構のモータによる駆動実験
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ウォームギヤ方式による脚部機構

図 設計した腸管内マイクロロボットの脚部機構

送りネジ方式による脚部機構の試作 ウォームギヤ方式による脚部機構

の試作

図 試作した腸管内マイクロロボット

脚部展開前 脚部展開後

図 ウォームギヤ方式による脚部機構のモータによる駆動実験
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行うことが出来た。それに加え，さらに新しいイン

スタンスセグメンテーションによる詳細な形状抽出

を行うシステム構築を達成することができた。次年

度以降に向けた基礎システム製作が実現できたと考

えている。

　腸管内マイクロロボットの開発では，まずは研

究計画に従って，プロトタイプロボットの筐体デザ

インおよび特に重要である脚の展開機構設計を実施

した。脚の展開機構は2種類設計し，3Dプリンタを

用いて腸管内マイクロロボットのプロトタイプを試

作し，モータで試作したロボットの駆動に成功し

た。令和5年度の計画においては腸管内マイクロロ

ボットのプロトタイプ試作，ROS2を用いた制御シ

ステム開発を予定していた。従って腸管内マイクロ

ロボットの開発における当初の研究目的に対する達

成度は当初の計画以上に進展している。

外科医の思考を可視化・定量化しロボットで再現

するためのデータ解析・AI技術開発については，

アイトラッキングデータを収集するコンピュータ，

デバイスの納入が遅れ2022年11月下旬となった。

鏡視下手術が施行される日本大学病院手術室で，コ

ンピュータとモニターの接続試験を翌12月に行い，

データ収集に不足したコード類が判明した。2023年

1月に再度接続設定を行った後，データ収集開始が

2023年1月下旬まで遅れた。しかしながら，初回3

例の手術において執刀医の注視点軌跡が正確にデー

タ収集できることの確認ができた。また，少ない

データ数だけでの検討であり検証が必要ではあるも

のの，確信を持って手術操作を行う際には執刀医の

凝視時間が長い傾向があった。執刀医が注視する持

続時間に応じたカメラ助手ロボットとの連携ができ

れば，カメラのフォーカス点を自動調整する機能付

加により執刀医がストレスなく手術を進められる可

能性があることを新規に考案した。低難度手術を中

心に，徐々に中難度手術へと対象を拡大し，アイト

ラッキングデータの解析による視線データのモデル

化を目指していきたい。執刀医と助手の視線データ

のヒートマップの差異，軌跡の違いを検証すること

で，手術中のインターラクションを明らかにしてい

く。

ターン」に関する知見の発見を目指している。初期

検討として，執刀医と助手の視線データの特徴につ

いて比較を行い，執刀医と助手でどのように視線情

報に差が見られるかの検討を考えている。手技が比

較的シンプルな低難度手技である鏡視下手術のデー

タ解析を用いて，経験手術数の違いによる視線デー

タの違いを今後検証していく予定である。指導医の

視線データも取得することで，模範手技を可視化

し，教師データとしてのモデル化を行うこともあわ

せて検討している。執刀医と助手のアイトラッキン

グデータを同時に収集しており，視線履歴の差異か

らの検討で，2名の外科医のインターラクションの

可視化が出来るかどうか検証を進めていきたい。

4．考　察

協働型手術ロボットのプロトタイプ製作について

は，複数回の再設計・検討・試作を繰り返し，令和

4年度の目標通りの成果を達成することが出来た。

ビジュアルフィードバック制御系については，臓器

画像ではないが，AIを用いた物体の位置姿勢認識を

図12  腹腔鏡下鼠径ヘルニア修復術の執刀医のアイト
ラッキングデータイメージ

図13  腹腔鏡下胆嚢摘出術の執刀医のアイトラッキン
グデータイメージ
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図 に具体例を提示する。執

刀医の注視点の軌跡が赤丸で表

示されているが，注視が停留した

場所は濃い赤で描出されている。

図 では腹腔鏡下鼠径ヘルニア

手術中の縫合閉鎖手技中の視線

データであるが，画面上方から針

の刺入点に向かって注視点が移

動し，刺入点に的確に一定時間注視
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5．結　語　

外科医の不足した条件で精度の高い低侵襲外科治

療を国民へ継続提供できるシステム基盤開発につい

て，三つの方向性から研究推進した結果について，

令和4年度の研究成果と令和5年度の展望について

述べた。2024年に適用となる「医師の働き方改革」

に表されているように，医師の長時間労働や医療機

関全体としての効率化は早急な解決を求められてい

る。協働型の手術ロボットは，遅滞ない高速通信技

術下に遠隔操作可能となれば，医療崩壊地域への人

的支援となるポテンシャルを有すると考えており，

多くの課題を解決しうる創造性を有する。次世代型

手術システム基盤開発を達成するために必要な技術

研究を今後も進めて行けたらと考えている。
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細胞療法の開発を行うこととした。

2．対象及び方法

まず，in vitroにおいて，SCD1がT細胞のエフェ

クター機能を負に制御している分子メカニズムの解

析を行った。具体的には，ヒト末梢血からCD8＋T

細胞をMACS beadsを用いて単離・活性化し，SCD1

阻害剤（A939572またはCAY10566）を作用させた。

SCD1存在下，或いは，非存在下で，数日間培養し

た後，サイトカイン産生能，細胞内脂肪酸代謝状態

およびコレステロール代謝状態を，ELISA，qPCR，

WB，ガスクロマトグラフィー -質量分析および，

コレステロール測定キットで評価した。

次にGPC-1 CAR-T細胞に対する，SCD1阻害剤の

作用を検証した。GPC-1 CAR-T細胞は，マウス脾細

胞を，IL-7 および concanavalin Aで活性化し，翌日，

抗GPC-1-CAR遺伝子を導入することで作製した。

1．はじめに

我々はこれまでに，新規の腫瘍抗原GPC1を標的

としたヒトCAR-T細胞療法の前臨床研究を行い，

GPC1が，固形腫瘍に対するCAR-T細胞療法の極め

て有望な標的である可能性を報告した 1）。また，並

行して進めていた，多種のがん患者の臨床検体を用

いた網羅的遺伝子発現解析から，がん微小環境およ

びT細胞において，SCD1が，免疫抑制を誘導する

鍵分子であることを見出し，SCD1阻害剤は，CD8

陽性T細胞の抗腫瘍活性を直接増強することを明ら

かにしている 2）。しかしながら，その詳細な分子メ

カニズムは未だ明らかになっていない。

そこで本研究では，SCD1阻害剤がT細胞のエフェ

クター機能を増強するメカニズムを明らかにし，最

終的には，担癌マウスモデルを用いて，SCD1阻害

剤が，抗GPC1-CAR-T細胞療法の治療効果を増強し

うるかを検証し，固形がんに有効な新たなCAR-T
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上記，T細胞での評価項目に加え，ターゲットのが

ん細胞と共培養したときの，IFN- γ生産能および細

胞傷害活性能に対する効果を，それぞれ，ELISAお

よびカルセイン放出アッセイにより評価した。

最後に，担癌マウスモデルを用いて，SCD1阻害

剤と抗GPC-1-CAR-T細胞の併用治療効果を評価し

た。具体的には，8週齢のC57BL/6マウスの脇腹に

GPC1を恒常的に発現させたマウス肉腫細胞

（MCA205-mGPC1細胞）を皮下接種し，移植4日後

に，培養したGPC1-mCAR-T細胞，または，マウス

コントロールT（mCont-T）細胞を静脈内投与した。

その後，IL-2を1日2回，合計6回腹腔内注射した。

また，併用療法群のマウスには，腫瘍移植後4日目

から16日間，1日2回，10mg/kgのA939572を経口

投与した。

3．結　果

3-1． SCD1阻害剤は，acetyl-CoA acetyltransferase 1 
（ACAT1）依存的なコレステロールエステル化

反応の抑制を介して，T細胞のエフェクター機
能を増強する

我々はこれまでに，SCD1がCD8＋T細胞に対して

直接的な免疫抑制活性を持つことを明らかにしてき

たが，その分子メカニズムは明らかにされていな

い。そこで，SCD1阻害剤がCD8＋T細胞に直接作用

し，その抗腫瘍活性を増強するかを評価した。抗

CD3および抗CD28 抗体で活性化したヒトCD8＋T

細胞をSCD1阻害剤で処理すると，SCD1が生成す

る脂肪酸であるオレイン酸およびパルミトレイン酸

の細胞内レベルが低下し，CD8＋T細胞による IFN- γ

生産が著しく増強した。興味深いことに，この

SCD1阻害剤によるT細胞機能増強効果は，パルミ

トレイン酸ではなくオレイン酸の添加によってキャ

ンセルされた。従って，SCD1によって細胞内のオ

レイン酸の増加を介してT細胞活性が抑制されてい

ることが示唆された。

これまでに，オレイン酸は，コレステロールエス

テラーゼであるACAT1の最良の基質で，また，

ACAT1遺伝子ノックアウトがCD8＋T細胞による細

胞傷害性サイトカイン産生を増強することが報告さ

れている 3）。そこで我々は次に，CD8＋T細胞のエ

フェクター機能におけるSCD1とACAT1の関係を

明らかにしようと試みた。CD8＋T細胞において

ACAT1によって制御されるコレステロールのエス

テル化に対するSCD1阻害剤の効果を評価したとこ

ろ，SCD1阻害剤はエステル化コレステロール

（ACAT1代謝産物）とコレステロール（ACAT1代謝

前駆体）の比率（代謝産物/基質比）を低下させるこ

とがわかった。詳細な解析の結果，SCD1阻害剤は

細胞内の総コレステロール量にはほとんど影響を与

えず，エステル化コレステロールを有意に減少させ

ることが判明した。更に，エステル化コレステロー

ルであるオレイン酸コレステリルの添加により，

CD8＋T細胞による，SCD1阻害剤誘導性 IFN- γ産生

の増強がキャンセルされることが判明した。これら

の結果から，SCD1阻害剤は，細胞内オレイン酸レ

ベルを低下させることにより，ACAT1依存的に産生

されるエステル化コレステロールを減少させ，T細

胞のエフェクター機能を増強している可能性が示唆

された。

3-2． SCD1阻害剤は，GPC1特異的マウスCAR-T細胞
の抗腫瘍機能を高める

SCD1阻害剤が，CD8＋T細胞に直接作用し，その

抗腫瘍機能を高める可能性が示唆されたため，

SCD1阻害剤がCAR-T細胞の抗腫瘍機能も高めるか

どうか検討した。我々はこれまでに，GPC1高発現

の固形がんに対して強力な抗腫瘍活性を発揮する

GPC1特異的マウスCAR-T（GPC1-mCAR-T）細胞を

開発している 1）。この，GPC1-mCAR-T 細胞をSCD1

阻害剤で処理すると，T細胞と同様に，細胞内のオ

レイン酸およびエステル化コレステロールレベルの

著明な低下が確認された。続いて，SCD1阻害剤処

理または非処理のGPC1-mCAR-T細胞とmGPC1を

安定発現するMCA205腫瘍細胞（MCA205-mGPC1）

を in vitroで共培養し，サイトカイン分泌能および

細胞傷害能を評価した。その結果，SCD1阻害剤処

理により，GPC1-mCAR-T細胞の IFN- γ産生および

細胞傷害活性が有意に向上することが示された。

SCD1阻害剤が，in vitroでCAR-T細胞のエフェク

ター機能を高めることから，MCA205-mGPC1移植

担癌マウスモデルを用いてGPC1-mCAR-T細胞と

SCD1阻害剤の併用効果を評価した。その結果，

SCD1阻害剤とGPC1-mCAR-T細胞の併用療法は

GPC1-mCAR-T細胞単独，SCD1阻害剤単独よりも強

い抗腫瘍活性を示した。これらの結果から，SCD1-
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酸がT細胞機能の重要な制御因子であることが示さ

れている。Ma et al.は，多価不飽和脂肪酸であるア

ラキドン酸が，脂質過酸化とフェロトーシスの増加

を介してCD8＋T細胞による IFN- γ産生を低下させ

ることを示した 5）。Nava Lauson et al.は，リノール

酸がミトコンドリア機能を向上させ，疲弊を防ぐこ

とを通じて，CD8＋T細胞のエフェクター機能の主

要なポジティブレギュレーターであることを報告し

た 6）。また最近では，細胞内コレステロールもまた，

脂肪酸同様にT細胞の抗腫瘍活性の制御に大きな役

割を果たしていることが示されている。Yang et 

al.は，CD8＋T細胞の細胞膜におけるコレステロー

ルレベルの上昇が，T細胞受容体のクラスタリング

とシグナル伝達を促進し，その結果，サイトカイン

とcytotoxic granulesの産生が著しく促進されると

報告した 3）。Ma et al.は，CD8＋T細胞におけるコレ

ステロールの蓄積は，ERストレスを増大させるこ

とで，PD-1，2B4，TIM-3，LAG-3などの免疫チェッ

クポイント分子の発現を促進し，CD8＋T細胞を疲

弊に導くことを報告した 7）。しかし，腫瘍免疫微小

環境における脂質代謝の全貌は，脂肪酸代謝とコレ

ステロール代謝のクロストークを含めて，まだ解明

されていない。我々は，SCD1－ACAT1 axis，即ち，

fatty acid metabolism－ cholesterol metabolism axis

が，抗腫瘍CD8＋T細胞のエフェクター機能の重要

な制御因子の一つであることを証明した。脂肪酸と

コレステロール，およびそれらの代謝物の適切なレ

ベルは，抗腫瘍T細胞の機能にとって重要であると

考えられ，今後さらなる研究が必要である。

5．結　語　

SCD1は，ACAT1が生成する免疫抑制性のエステ

ル化コレステロールの増加を通じて，抗腫瘍CD8＋

T細胞のエフェクター機能を抑制していることが明

らかとなった。従って，SCD1－ACAT1 axis は，

CAR-T細胞療法の治療効果を増強する魅力的なター

ゲットである。
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ACAT1軸は，抗PD-1抗体やCAR-T細胞療法を併用

したがん免疫療法の治療効果を向上させるための重

要なターゲットであることが強く示唆された。

4．考　察

免疫チェックポイント阻害剤やCAR-T細胞療法

などのがん免疫療法の効果を高めるためには，non-

T cell-inflamedによる炎症性免疫抵抗性に関わるメ

カニズムを理解することが重要である。近年，抗腫

瘍免疫応答を高めるためのターゲットとして，腫瘍

微小環境における脂質代謝を含む免疫代謝が注目さ

れている 4）。我々は以前，脂肪酸不飽和化酵素

SCD1が，がん細胞やT細胞において免疫抑制活性

を持つことを明らかにし，その活性を阻害すると，

がん細胞やT細胞によるCCL4などのDC-recurring

ケモカインの産生を増加させることにより，抗

PD-1抗体の抗腫瘍活性を高めることをマウス腫瘍

モデルで示した 2）。本研究では，SCD1-オレイン酸

-ACAT1-エステル化コレステロール経路を阻害する

ことで，ヒトおよびマウスの抗腫瘍CD8＋T細胞の

エフェクター機能を直接高めるSCD1阻害の新規メ

カニズムを示し，SCD1-ACAT1 axisへの介入が，

CAR-T細胞療法との併用がん免疫療法の開発に有用

であることを明らかとした（図1）。

本研究では，SCD1-ACAT1 axisによって制御され

る細胞内のオレイン酸とエステル化コレステロール

が，抗腫瘍CD8＋T細胞のエフェクター機能に重要

であることを明らかにしたが，エステル化コレステ

ロールによる免疫抑制のメカニズムについては更な

る検討が必要である。最近の研究では，様々な脂肪

図 1　SCD1阻害により，T細胞の細胞傷害活性が増強
されるメカニズムの概略図。
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一定数が低出生体重児であることを報告してきた 5）。

それゆえ，その予防法の開発が喫緊の課題である。

我々は，低出生体重児－非肥満型糖尿病の病態メカ

ニズムを明らかにするため，子宮内虚血操作により

低出生体重－非肥満型高血糖発症マウスモデルの開

発（特願2020-116354）に成功し，その高血糖発症機

序が除脂肪重量の低下による筋原性インスリン抵抗

性の増加とミトコンドリア機能異常であることを明

らかとした 6）。成長ホルモン（Growth Hormone: 

GH）には，身長促進効果以外にも筋肉量を増やし

脂肪量を減らす体組成改善効果があることが報告さ

れている 7）。低出生体重－非肥満型高血糖発症マウ

スモデルを用いて，幼仔期からの成長ホルモン投与

が非肥満型糖尿病の治療効果があるかを明らかにす

1．はじめに

日本は先進国の中で，平均出生体重が減少し，低

出生体重児の出生頻度が増加している唯一の国であ

る（2005年以降，約10%の割合で低出生体重児が出

生している）。子宮内で低栄養に曝露された胎児は

体重が減少するのみならず，その環境に適合するた

めの体質変化が生じる。そして，出生後に児の栄養

環境が改善すると相対的な過栄養状態となるために

成人期に2型糖尿病などの生活習慣病を発症するリ

スクが高くなることが提唱された 1）2）。日本人の小

児2型糖尿病では顕著な肥満を生じない非肥満型2

型糖尿病の症例が比較的多く 3），我々も，実臨床で

この低出生体重－非肥満型2型糖尿病を発症する患

者が存在すること 4），小児の2型糖尿病患者の中の
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日本人の小児2型糖尿病では顕著な肥満を生じない非肥満型2型糖尿病の症例が比較的多く，我々
も実臨床でこの低出生体重 -非肥満型2型糖尿病を発症する患者が存在することを報告した。近年，
未熟性の強い早産児が成人期に至るまでインスリン抵抗性を示すとの報告が散見され，その原因の

一つとして早産・極低出生体重で出生した児が，正期産児に比べて除脂肪量（主に筋肉量）が成人

期に至るまで少ないことが挙げられている。我が国では，超早産児の救命率が向上し，将来的に早

産・極低出生体重で出生した糖尿病の患者数は増加することが予想され，その予防法や治療法の開

発が喫緊の課題である。本研究では，我々の開発した低出生体重－非肥満型高血糖発症マウスモデ

ルに体組成改善効果（筋肉量を増やし，脂肪量を減らす）を持つ成長ホルモンを投与し，その予防・

治療効果を検討した。そして幼仔期からの成長ホルモン投与は，酸化ストレスの減少によりミトコ

ンドリア機能異常を改善し，インスリン抵抗性を改善する作用を有する可能性があることを見出し

た。今後，ヒトの非肥満型糖尿病発症にミトコンドリア機能異常が関連しているのか，成長ホルモ

ンによる発症予防・治療効果があるのかを検証していく必要がある。

低出生体重－非肥満型高血糖発症マウスモデルにおける

成長ホルモンによる治療効果

Therapeutic effects of growth hormone in a low birth weight-non-obese 
diabetes mouse model

Nobuhiko NAGANO1）
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ることができれば，低出生体重児の健康増進に大き

く貢献できる可能性がある。

本研究の目的は，子宮内虚血を用いた低出生体重

－非肥満型高血糖発症マウスモデルに成長ホルモン

を幼仔期から投与することで高血糖の発症を予防で

きるかを明らかにすることである。

2．対象及び方法

1） 低出生体重－非肥満型高血糖発症マウスモデルの

作製

妊娠している ICR系統のマウスを用いて，妊娠

16.5日にイソフルラン吸入麻酔下（導入5％，維持

2％）に下腹部を切開した。子宮動脈を露出し，胎

仔マウスを傷つけないようにクリップで子宮動脈の

血流を15分間遮断した。その後，子宮動脈のクリッ

プを外して胎仔を母親マウスの腹腔内に還納し，下

腹部を縫合した。母親マウスはホットプレートで

37.5℃に温めた。非虚血群として，同様の麻酔と下

腹部切開を加えた妊娠16.5日のマウスをコントロー

ル群とした。

2）高血糖発症機序の解明

その後，妊娠19日に出生した新生仔マウスの雌

を虚血群，非虚血（コントロール）群の2群に分類し，

連日体重計測を行った。8週齢の体重測定後，イソ

フルランで吸入麻酔（導入5％，維持2％）を行ない，

腹囲，身長，体組成の測定を行い，心臓より全採血

を行い，その後臓器を摘出した。マウスの体組成は，

実験動物用体組成計を用いて，除脂肪量，脂肪量を

測定した。肝臓を用いてメタボローム解析を行い，

血液サンプルを用いて，糖代謝（空腹時血糖値，イ

ンスリン濃度，HOMA-R），脂質代謝に関する生化

学的検査を行った。脂質代謝に関しては，High Per-

formance Liquid Chromatography法を用いたリポ蛋

白質粒子サイズ解析による血中脂質プロファイルを

行った。HPLC法を用いたリポ蛋白質粒子サイズ解

析については，ゲルろ過HPLC法で，主格分画（カ

イロミクロン，VLDL, LDL, HDL）とリポ蛋白サブ

クラスのコレステロールとトリグリセライド（TG）

が測定可能である 8）。

3）成長ホルモンの効果に関する検討

妊娠19日に出生した新生仔マウスの雌を虚血群，

非虚血（コントロール）群の2群に分類し，連日体

重計測を行った。生後4週から成長ホルモンをマウ

スの頸背部皮下に週6回注射した（0.5mg/kg/week

を4週間使用）。実験動物用体組成計を用いて，除

脂肪量，脂肪量を8週齢に測定した。その後，採血

を行い，肝臓を摘出した。血液を用いて，糖代謝（空

腹時血糖値，インスリン濃度，HOMA-R），脂質代

謝に関する生化学的検査，肝臓を用いてメタボロー

ム解析を行った。

3．結　果

1） 低出生体重－非肥満型高血糖発症マウスモデルの

作製

出生体重の中央値は虚血群1.5g，非虚血（コント

ロール）群1.9gと虚血群で有意に低かった（p＜

0.05）。成獣期（雌）の体重，空腹時血糖値，インス

リン濃度，HOMA-Rはそれぞれ中央値で虚血群

36.9g，196.9mg/dL，3.9μ IU/mL，1.9，非虚血群

41.2g，75.0mg/dL，1.4μ IU/mL，0.3であった。成獣

期になっても虚血群は非虚血群に比べて低体重（特

に除脂肪重量が低下）であるにも関わらず，血糖，

インスリン濃度，HOMA-R，総TGが有意に高かっ

た（表1, p＜0.05）。

2）高血糖発症機序の解明

肝臓のメタボローム解析（nはそれぞれ3）では，

ATP，乳酸の中央値はそれぞれ虚血群16.0nmol/g，

14.9nmol/g，非虚血群37.0nmol/g，5.7nmol/gと虚

血群では，ATPが低く，乳酸が高値であり（p＜

0.05），ミトコンドリア機能異常の存在が確認され

た（図1）。高血糖発症の機序は，ミトコンドリア機

能異常による筋肉量減少に伴うインスリン抵抗性の

増加が考えられた。

3）成長ホルモンの効果に関する検討

虚血群のGH投与群と非投与群（nはそれぞれ6）

の比較では，8週齢の空腹時血糖値に有意な差を認

めなかった（虚血GH投与群平均：166.3mg/dL，虚

血GH非投与群：171mg/dL）。一方で，脂肪重量と

除脂肪重量についてはそれそれ平均値で，虚血GH

投与群が10.9ｇ，21.3ｇで虚血GH非投与群が18.7

ｇ，16.6ｇと虚血GH投与群で有意に脂肪重量の減

少と除脂肪重量の増加を認めた（p<0.01）。肝臓の

メタボローム解析（nはそれぞれ3）の結果（階層的

クラスター解析）では，明らかにGH投与群は非投

与群では代謝産物が異なっていた（図2）。

特に着目すべき点として，GH投与により，虚血
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図 2　成長ホルモン投与の有無による肝臓のメタボローム解析の違い
（階層的クラスター解析）

図 1　肝臓のメタボローム解析（ミトコンドリア機能関連）

表 1　低出生体重 -非肥満型高血糖発症マウスモデル
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マーカーが高かった。また実際の2型糖尿病患者で

も健常者と比較して，ミトコンドリア呼吸鎖複合体

あるいはミトコンドリア代謝関連遺伝子の発現低下

を認めるという報告 20）21）や末梢血細胞中のミトコ

ンドリアDNA量の低下が，インスリン抵抗性と相

関するという報告22）もある。一方，成長ホルモンは，

肝臓脂肪合成の抑制作用 23）を持ち，成長ホルモン

の代謝産物である insulin-like growth factor-1（IGF-

1）は肝細胞における酸化ストレスを軽減すると報

告されている 24）。成長ホルモン投与による酸化スト

レス軽減作用が，ミトコンドリア機能の改善と関連

している可能性がある。

5．結　語　

虚血による酸化ストレスの増加は，ミトコンドリ

ア機能障害を引き起こす。ミトコンドリア機能障害

は筋萎縮を引き起こし，非肥満型糖尿病の原因とな

る筋肉量減少によるインスリン抵抗性の増加と関連

している可能性がある。成長ホルモンの投与は，酸

化ストレスの減少によりミトコンドリア機能異常を

改善し，インスリン抵抗性を低下させる作用を有す

る可能性がある。今後，ヒトの非肥満型糖尿病発症

にミトコンドリア機能異常が関連しているのか，成

長ホルモンによる発症予防・治療効果があるのかを

検証していく必要がある。
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群と非虚血群間で認められていたATPや乳酸の産

生の差が認められなくなっていた（図3）。また，成

長ホルモン投与は，非投与群と比較して肝臓におい

て抗酸化物質が増加し，酸化ストレスマーカーが減

少した（図4）。

またインスリン濃度とHOMA-Rの検討では，GH

投与により虚血群と非虚血群間に認められていたイ

ンスリン濃度の差がなくなり，HOMA-Rの低下を認

めた（図5）。

4．考　察
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を対象とした報告によると，正期産出生の成人と比

べて 4 倍の耐糖能異常リスクがある 9）。163 例の早
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で正期産児に比べて除脂肪量（主に筋肉量）が少な

いという報告 11）があり，低出生体重で出生した児

が成人期において，筋容積減少や筋細胞機能異常を

呈するとも報告されている 12）13）。また，出生時に
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や筋組成の変性を認め，インスリン抵抗性と関連し

ていたとする報告もある 14）。成長ホルモンは，筋肉

量増加効果を持ち，実臨床でも我々は低出生体重児

が成長ホルモン投与開始2年後にインスリン抵抗性

の改善を認めることを見出している 15）。

②ミトコンドリア機能異常
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して，酸化還元反応の破綻を介したミトコンドリア

内膜での代謝異常によってミトコンドリア障害や，

腎臓のAMP/ATP比の上昇が，AMP活性化プロテイ

ンキナーゼ（AMPK）の細胞内エネルギー不良を起

こすことが推測されている 3）。しかし，低出生体重

児に発症する慢性腎臓病においてもそれらの病態メ

カニズムが関連しているかは不明である。そのため

に，子宮内虚血による低出生体重 -非肥満2型糖尿

病マウスモデルを使用し，慢性腎臓病，糖尿病性腎

症発症モデルを作成した。そのモデルを用いて，腎

臓組織のメタボローム解析，腎病理学的解析にて低

出生体重の慢性腎臓病，糖尿病性腎症発症の病態メ

カニズム解析を行うことを目的とした。

1．はじめに

本邦では少子化が進む一方，低出生体重児の割合

は減少していない。低出生体重児は将来，慢性腎臓

病や糖尿病を発症しやすいが 1），そのメカニズムの

解明と予防法の開発が喫緊の課題である。我々は，

子宮内虚血操作により低出生体重 -非肥満2型糖尿

病マウスモデルの作成に世界で初めて成功した（特

願2020-116354）2）。本研究の目的は，我々の開発し

たマウスモデルの腎組織形態，尿検査を用いた腎機

能評価で慢性腎臓病の存在を明らかにすること，さ

らに腎臓組織のメタボローム解析を用いて，腎障害

の発症機序を解明することである。その結果，低出

生体重児の成人期の慢性腎臓病や糖尿病性腎症に関

与する新しいメカニズムを明らかにする。

既報では，慢性腎臓病の病態メカニズムの仮説と

清水翔一 1），長野伸彦 1），片山大地 1），松田健剛 1），

徳永航 1），中﨑公隆 1），森岡一朗 1）

要旨

低出生体重児は将来，慢性腎臓病や糖尿病を発症しやすいが，その発症機序は未だ明確ではない。

そのため本研究では低出生体重 -肥満・非肥満2型糖尿病モデルマウスを用いてメカニズムを検討し
た。ICR系統の妊娠マウスを妊娠16.5日に両側子宮動脈の血流をクリップで遮断し，胎児の低酸素
と低栄養を引き起こした群を虚血群（ I）として，コントロール群（C）と比較した。8週齢の時点で
は2群間に腎病理組織学的な変化を認めなかった。しかし I群では微量アルブミン尿といった，慢性
腎臓病・糖尿病性腎症の早期発見のマーカーをすでに認めていた。さらに腎臓のメタボローム解析

でも2群間に明確な差を認めた。特に腎障害と関連の深い，コハク酸，S-アデノシルメチオニン，
N1-Methyl-4-pyridone-5-carboxamideに2群間に有意な差異を認めていた。低出生体重 -肥満・非肥満
2型糖尿病モデルマウスは慢性腎臓病や糖尿病を引き起こす可能性があり，その病態にはコハク酸，
S-アデノシルメチオニン，N1-Methyl-4-pyridone-5-carboxamideが関わっている可能性が示唆された。

低出生体重－肥満・非肥満2型糖尿病の病態解明
― 新規モデルマウスによる腎機能解析 ―

Analysis of renal function in a low birth weight-type 2 diabetes mouse 
model

Shoichi SHIMIZU1）, Nobuhiko NAGANO1）, Daichi KATAYAMA1）, 
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2．対象及び方法

妊娠12日目の ICR系統マウス（三共ラボサービス

株式会社 東京，日本）を入手した。すべてのマウス

に通常食を与え，水を自由に摂取させた。妊娠マウ

スを，妊娠16.5日にイソフルラン麻酔下で下腹部を

切開した。両側子宮動脈の血流をクリップで遮断

し，胎児の低酸素と低栄養を引き起こした群を虚血

群（I）とした。15分後クリップを外し，胎仔を腹腔

内に還納，腹部を縫合した。同様の麻酔下で下腹部

の切開のみを行った群をコントロール群（C）とし

た。出生した I群とC群の雌の新生仔を4週齢で離

乳し，8週齢まで普通食で飼育した（各群：n=10）。

体重測定は出生時と8週齢まで週2回行った。7～8

週齢に蓄尿を行い，尿検査にて尿中β2マイクログ

ルブリンおよびアルブミンの測定を行った。尿中ク

レアチニン，尿中β2マイクログロブリンおよびア

ルブミンは，マウスを実験動物用代謝ケージで飼育

した状態で採取した24時間尿検体から，従来のク

レアチニンデアミナーゼを用いた酵素法で測定し

た。その後腎臓摘出を行い，腎臓切片を作成し，

hematoxylin and eosin 染色および，Periodic acid-

Schiff 染色を行い，まず病理組織学的な検討を行っ

た。具体的には糸球体径，メサンギウムの拡大の有

無，硬化病変の割合について比較した。

さらに腎機能や糖代謝に関しての腎臓メタボロー

ム解析を行った。各群マウスの凍結腎臓組織切片を

処理し，キャピラリー電気泳動飛行時間型質量分析

計を用いて行った。

統計解析は JMP ver. 14（SAS Institute Cary NC， 

USA）を用いて行った。p値＜0.05を有意差とした。

なお，全てのプロトコールと手順は，日本大学医学

部動物実験委員会の承認を受け実施した（承認番号

AP21MED002-2）。

3．結　果

論文公表前のデータであるため現時点での詳細な

公表は避ける。出生体重，体重推移については先行

研究 2）と同様に，C群と比較して I群で有意に低体重

であった（図1）。つまり子宮内虚血によって低出生

体重仔が産まれた。その後も I群は低体重で推移し，

8週齢でも I群は低体重のまま推移した。続いて，

両群の8週齢における腎臓病理組織所見を比較し

た。各群の腎臓病理標本を用いて，糸球体径，メサ

ンギウムの拡大の有無，硬化病変の割合において，

両群間に有意差は認めなかった。

一方，7週齢での蓄尿尿中β2マイクログルブリン

およびアルブミンの結果を図2に示した（n=7）。両

群の7週齢の尿中β2マイクログルブリンおよびアル

ブミンの平均値は，C群 (26μ μg/L，2.7 mg/dL）と

比較して，I群 (116 μg/L，6.5 mg/dL）で有意に高

かった。つまり，腎臓病理組織学的な影響はまだ認

めていない若い週齢ではあるが，微量アルブミン尿

といった，慢性腎臓病・糖尿病性腎症の早期発見の

マーカーをすでに認めていた。続いて腎臓のメタボ

図 1　8週齢までの各週齢における2群間の体重の推移（● : I群 , ■ : C群，各群n=10，＊＊ p<0.01）

1 

 

図 1 8 週齢までの各週齢における 2 群間の体重の推移(●: I 群, ■: C 群、各

群 n=10、＊＊ p<0.01) 

 

 
図 週齢での蓄尿検査結果（各群 ）

 

 
図 3 メタボローム解析(a) 主成分(PC)分析(b)階層型クラスター分析のヒート

マップ表示(各群 n=3)。 
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らなかった。しかしすでに微量アルブミン尿を認

め，慢性腎臓病，糖尿病性腎症発症の予兆を来して

いた。腎臓のメタボローム解析においては，C群よ

りも I群でコハク酸の有意な高値を認めていた。高

血糖によりミトコンドリアのコハク酸が多量に産生

され，コハク酸受容体が存在する遠位尿細管で伴に

存在するプロレニンを活性化し，レニンが産生され

るというでは腎障害に関連するという既報もあり 4），

コハク酸の低出生体重 -肥満・非肥満2型糖尿病マ

ウスモデルの慢性腎臓病，糖尿病性腎症発症に関与

している可能性が示唆された。またC群よりも I群

で有意な低値を示した，S-アデノシルメチオニンは

メチオニンから生成され直接のメチル基供与体であ

る 5)。そのためS-アデノシルメチオニンの不足が組

織によるメチル化の割合が低下を招き，腎組織の組

織修復能の低下に繋がった可能性も示唆される。

ローム解析を行った。主成分分析および階層型クラ

スター分析のヒートマップ表示において，I群とC

群との間に明確な差が見られた（図3）。コハク酸，

スペルミジンはC群よりも I群で有意に高く (それ

ぞれp<0.01，p<0.05），S-アデノシルメチオニン，5’-

シチジル酸は，C群よりも I群において有意に低かっ

た（それぞれp<0.01，p<0.05）。Human Metabolome 

Databaseを用いた物性分類では，腎機能障害の指

標となる，N1-Methyl-4-pyridone-5-carboxamideがC

群よりも I群で有意に高かった (p<0.05）。

4．考　察

低出生体重 -肥満・非肥満2型糖尿病マウスモデ

ルにおいて，8週齢という比較的若い時期では，腎

臓病理組織学的な変化は来しておらず，慢性腎臓

病，糖尿病性腎症発症を発症するという結論には至

図 2　7週齢での蓄尿検査結果（各群n=7）

図 3　メタボローム解析（a） 主成分（PC）分析（b）階層型クラスター分析のヒートマップ表示（各群n=3）。
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Human Metabolome Databaseを用いた物性分類

では，腎機能障害の指標となる，N1-Methyl-4-pyri-

done-5-carboxamideがC群よりも I群で有意に高く，

これらが同モデルの慢性腎臓病，糖尿病性腎症発症

に関連する可能性があると思われた。今後さらに週

齢を重ねて実験をすすめていく予定である。

5．結　語　

低出生体重 -肥満・非肥満2型糖尿病モデルマウ

スは慢性腎臓病や糖尿病を引き起こす可能性を認め

た。またその病態にはコハク酸，S-アデノシルメチ

オニン，N1-Methyl-4-pyridone-5-carboxamideなどが

関わっている可能性が示唆された。
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いる 3）。本研究では，低出生体重児が将来罹患しや

すいメタボリックシンドロームの発症を予防する可

能性がある栄養素である乳清タンパク質に注目し

た。

ホエイプロテインは，ヨーグルトやチーズなどの

乳製品に多く含まれる栄養豊富な乳タンパク質で，

多くの健康効果があるとされている。ホエイプロテ

インは機能性食品とされ，近年では栄養補助食品と

しての需要も高まっている 4）。また，ホエイプロテ

インは母乳や人工乳にも含まれている。母乳中のタ

ンパク質組成は，授乳期間中に変化する。初乳は

90％のホエイプロテインと10％のカゼインタンパ

ク質で構成されているが，成熟した母乳ではその比

率がホエイ60％，カゼイン40％に移行する。一方，

1．はじめに

日本は，平均出生体重が減少し，低出生体重児

の出生率が減少していない先進国の一つである 1）。

低出生体重児は，成人後に肥満や2型糖尿病などの

疾患を発症するリスクが高くなる。胎児は，子宮

内で栄養不足になると，体重増加が遅れる環境に

適応するために生理的な変化を起こし，出生後に

栄養環境が改善されると相対的に栄養過多となる。

Developmental origins of health and disease（DOHaD）

理論 2）は，病気のリスクを十分に理解することで，

生涯にわたってその発症を回避する必要があること

を示している。小児科医にとって，DOHaD理論は，

そもそも病気の発症を防ぐためには，幼児期や思春

期前の栄養管理が必要であるという考えを支持して

青木亮二 1），中崎公隆 1），長野伸彦 1），森岡一朗 1）

要旨

本研究では，乳清タンパク質食による体脂肪減少のメカニズムについて検討した。妊娠したマウ

スにホエイまたはカゼインを与え，その子マウスには母マウスに与えた餌を与えた。4週齢で離乳し
た後，雄の仔マウスには実母に投与した飼料を与えた（各群n = 6）。12週齢で，体重，脂肪量，空腹
時血糖値，インスリン，homeostatic model assessment of insulin resistance (HOMA-IR)，コレステ
ロール，トリグリセリド，肝臓組織における脂質代謝関連遺伝子の発現レベル，脂肪組織のメタボ

ロームデータを測定し，2群間で比較した。生まれた新生仔マウスの出生体重は，両群で同程度であっ
た。カゼイン群の仔に比べ，12週齢の時点で，ホエイ群の仔は体重が少なく，脂肪量，HOMA-IR，
トリグリセリド値が有意に低く（それぞれp < 0.01, p = 0.02, p = 0.01 ），脂肪組織の抗酸化物質グルタ
チオンと抗炎症物質1-メチルニコチンアミド値が有意に高かった（それぞれp < 0.01, p = 0.04 ）。空
腹時血糖値，インスリン，コレステロール値（それぞれp = 0.75，p = 0.07，p = 0.63），脂質代謝関連
遺伝子の発現レベルには差が見られなかった。ホエイプロテインはカゼインプロテインよりも抗酸

化作用や抗炎症作用が強く，それが体脂肪を減らすメカニズムと関連していると考えられた。

ホエイプロテインの体脂肪減少効果
― カゼインプロテインとの比較 ―

Body fat reducing effects of a whey protein diet 

Ryoji AOKI1）, Kimitaka NAKAZAKI1）, Nobuhiko NAGANO1）, Ichiro MORIOKA1）

若手研究者助成
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人工乳は通常，20％のホエイプロテインと80％のカ

ゼインタンパク質で構成されている 4）。ホエイプロ

テインの主な成分としては，ラクトフェリン，ベー

タラクトグロブリン，アルファラクトアルブミン，

グリコマクロペプチド，免疫グロブリンなどがある 5）。

ホエイプロテインの健康増進効果を生化学的なレベ

ルで証明する証拠が増えつつある。

詳細は以下の通りである：

1．糖代謝効果：ホエイプロテインは，末梢組織に

おけるセロトニンおよび肝臓組織における線維芽細

胞増殖因子21の分泌を抑制することにより，イン

スリン抵抗性を改善する 6）。

2．筋肉タンパク質合成効果：ホエイプロテインは，

筋肉の合成に必要な代謝経路であるmTOR（mam-

malian target of rapamycin）を活性化することによ

り，筋肉の合成を促進する 7）。

3．抗炎症作用：マウス肝炎モデルにおいて，ホエ

イプロテインが炎症性サイトカインの産生を抑制

し，肝細胞の壊死やアポトーシスを抑制する 8）。同

様の結果が臨床でも認められ，COPD患者の炎症反

応を抑制した 9）。

4．抗酸化作用：ホエイプロテインは，in vitroで抗

酸化作用の発現を示す 10）。

5．脂質代謝効果：ホエイプロテインは，脂質代謝

に関わる転写因子に影響を与えることにより，マウ

スにおいてトリグリセリドの分解を促進し，脂肪酸

の合成を阻害する 11）。

最近，実臨床で低出生体重児が若年で非肥満型の

2型糖尿病を発症するとの報告が散見される。桑原

らは，出生後十分な栄養で育った低出生体重児が成

人後に2型糖尿病を発症することが多く，発症時に

は皮下脂肪に比べ内臓脂肪の蓄積が著しいと報告し

た 12）。長野らは，超早産のSmall-for-gestational age 

児は，若年で非肥満型2型糖尿病を発症する可能性

があり，その原因検索のために体組成の検討を行っ

た。その結果，体脂肪は正常範囲にあるが筋肉量は

不足していることを発見し，非肥満型2型糖尿病の発

症に筋肉量が関与している可能性を示唆している 13）。

早産・低出生体重児が2型糖尿病を発症しやすい原

因として，早産児は満期産児に比べて酸化ストレス

マーカーの値が高いことが報告されている 14）。さら

に，男性は女性よりも酸化ストレスマーカーのレベ

ルが高いことが報告されており，その結果，男性は

2型糖尿病や心血管イベントを起こしやすいとされ

ている 15，16）。ホエイプロテインの筋肉合成の促進，

グルコースおよび脂質代謝の改善効果，ならびに抗

炎症および抗酸化作用により，乳幼児期，幼児期，

思春期前にホエイプロテインを多く含む食事を与え

ることは，その後の糖尿病の発症を予防することに

つながると考えられる。しかし，ホエイプロテイン

がこれらの効果を発揮するメカニズムについては，

まだ完全に解明されていない 17）。

そこで本研究では，胚発生から成体までホエイプ

ロテインを曝露した雄マウスを，同時期にカゼイン

タンパク質食に曝露して飼育したマウスと比較し

て，身体的および生化学的変化を測定することによ

り，ホエイプロテインがグルコースおよび脂質代謝

に及ぼす影響を調べ，体脂肪減少に関与する潜在的

メカニズムを明らかにすることを目的とした。

2．対象及び方法

2.1．実験動物について
すべての実験プロトコルおよび手順は，日本大学

板橋病院動物実験委員会の承認を得た（承認 ID：

AP20MED018-1，承認日：2020年6月5日）。妊娠2

日目の Institute of Cancer Research（ICR）妊娠マウ

スは，三共ラボサービス株式会社（東京都千代田区）

から購入した。

2.2．飼育条件
ICR妊娠マウスは到着後，カゼイン食群およびホ

エイ食群の2群に分けた。出生後，雄の仔マウスを

選択し，母親と同じ飼料で飼育した。温度22±2℃，

湿度55±5％，12/12時間の明暗サイクルのもとで飼

育された。カゼイン群では，マウス実験において妊

娠期および成長期に投与される標準的なげっ歯類飼

料であるAIN-93G（カゼイン20％，L-シスチン

0.3％，コーンスターチ39. 7486％，α  -コーンスター

チ13.2％，スクロース10.0％，大豆油7.0％，セルロー

スパウダー5.0％，ミネラル3.5％，ビタミン1.0％，

コリンビタレート0.25％，ターシャリーブチルヒド

ロキノン 0.0014％ ：エネルギー359kcal）（オリエン

タル酵母工業株式会社， Ltd. 東京，日本）18）。ホエ

イ群では，カゼイン成分をホエイに置き換えた

AIN-93Gの改良ブレンドでマウスを飼育した。仔マ

ウスは12週齢まで飼育された。12週齢まで飼育し，
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るため，脂肪組織は単位体積あたりの水分が少ない

ため筋肉などの組織よりも導電性が低いため，生体

組織の電気伝導度のBIS差を測定した。脂肪重量を

評価し，観察可能な脂肪組織はすべて解剖した。

2.6．血清リポ蛋白の分画
血清リポ蛋白質は，ゲル浸透高速液体クロマトグ

ラフィー（HPLC）を用いて，既出の方法（Lipo-

SEARCH®; Skylight Biotech, Akita, Japan）に従っ

て，コレステロールとトリグリセリド含有量に基づ

く異なる画分に分離した 21-23）。コレステロールとト

リグリセリドの値は，HPLCの溶出プロファイルの

ピークに基づいて，全体と主要なリポタンパク質ク

ラス（超低密度リポタンパク質（VLDL），低密度リ

ポタンパク質（LDL），高密度リポタンパク質

（HDL））のそれぞれについて推定した リポ蛋白の

粒子径の違いに対応するHPLCの溶出プロファイル

のピークに基づく 22）。

2.7．肝組織の遺伝子発現解析
肝臓の脂質代謝に関連する遺伝子（PPARα ，

PPAR γ，SREBP1c，HSL，LPL）のRNA発現量は，

リアルタイム定量ポリメラーゼ連鎖反応（RT-qP-

CR）を用いて測定した。RNAは，ReliaPrep RNA 

Miniprep Systems（Promega Corporation, Madison, 

WI, USA）が提供するプロトコルを用いて，雄マウ

ス（1群あたりn＝5）の凍結肝臓組織から単離した。

身体的および生化学的測定を行った（図1）。

2.3．体重測定
仔マウスの体重は，生後から12週齢まで週1回計

測した。

2.4．血糖値，血清インスリン，インスリン抵抗性
（HOMA-IR）

12週齢の雄成体マウスを12時間絶食させ，イソ

フルラン吸入麻酔（導入5％，維持2％）下で解剖を

行った。血液は正中切開による心臓穿刺で心臓から

採取した。血糖値はStat Strip XP2 （Nipro, Osaka, 

Japan）を用いて測定した。次に，3000rpmで5分間

の遠心分離により全血から血清を分離し，-20 ℃で

保存した。血清中のインスリンは，マウス／ラッ

ト総インスリン（高感度）アッセイキット（株式会

社免疫生物研究所，群馬県藤岡市）を用いて，免疫

反応性インスリン量（IRI）を評価した。また，血清

は，インスリン抵抗性について，homeostatic model 

assessment of insulin resistance（HOMA-IR）19）を用

いた。

2.5．体組成と脂肪重量
体組成は，実験動物用生体電気インピーダンス分

光法（BIS）装置（ImpediVETTM：株式会社バイオ

リサーチセンター，名古屋市，日本）を用いて測定

した 20）。脂肪量（FM）と無脂肪量（FFM）を推定す

図 1　実験手順 研究の流れ
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図１ 実験手順 研究の流れ 
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2.9．血清クレアチニンおよび尿クレアチニン
血清は2.4節に記載した方法で採取し，血清クレ

アチニンは酵素法を用いて測定した。尿クレアチニ

ンは，マウスを実験動物用代謝ケージで飼育した状

態で採取した24時間尿サンプルを用いて，従来の

クレアチニンデアミナーゼを用いた酵素法により測

定した。

2.10．統計解析

データは，平均値±平均値の標準誤差で報告さ

れている。各結果は，JMP統計ソフト（ver.14.0：

SAS Institute, Cary, NC, USA）を用い，マン・ホイッ

トニーU検定を用いて実験群（ホエイ）と対照群（カ

ゼイン）の間で比較した。p＜0.05の場合は統計的

に有意な差，0.05＜p＜0.10の場合はわずかに有意

な差とした。

3．結　果

3.1．体重の履歴 
出生時の体重は，両群間に有意差はなかった。し

かし，その後1週間ごとに，体重はカゼイン群より

ホエイ群で低くなった。12週目では，体重はカゼイ

ン群よりホエイ群で有意に低かった（48.3g vs 61.0g, 

p < 0.01）（図 2a, b）

 

3.2．血糖値，IRI，HOMA-IRについて
空腹時血糖値は，両群間で有意差はなかった

（177.5 mg/dL vs. 184.7 mg/dL, p = 0.75）。IRIは，カ

ゼイン群よりもホエイ群でわずかに低かった

（22.0 μIU/mL vs. 47.0 μIU/mL, p = 0.07）。HOMA-IR

は，カゼイン群よりもホエイ群で有意に低かった

（7.9 vs. 19.2, p = 0.02）（図2c-e）。

3.3．脂肪重量と体組成 脂肪重量
脂肪重量と体組成 脂肪重量は，カゼイン群より

もホエイ群で有意に低かった（2.4g vs. 3.8g, p < 

0.01）。しかし，体組成は，FFM（67.9％ vs. 64.7％，p 

= 0.63）およびFM（32.0％ vs. 35.3 ％，p = 0.63）にお

いて両群で同様だった（図2f-h）。

3.4．血清および尿中クレアチニン
クレアチニン値は，ホエイ群ではカゼイン群より

血清でわずかに高く（0.11 mg/dL vs. 0.14 mg/dL, p 

RNAは，ABI Geneamp 9700 PCR Thermal Cycler 

（Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific Inc., 

Tokyo, Japan）上でReverTra Ace qPCR RT Master 

Mix （Toyobo Co., Ltd., Osaka, Japan） を用いて補欠

DNAに逆転写した。RT-qPCR は，KOD-Plus-Ver.2 

ポリメラーゼミックス（東洋紡株式会社）を用いて，

ABI Applied Biosystems 7300 Real-Time PCR System 

（Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific Inc.）

で実施した。

本研究では，過去の報告と同じプライマーを参考

として使用した。これらのプライマーは，タカラバ

イオ株式会社（日本，草津市）製である 11）。

2.8．脂肪組織のメタボローム解析
雄マウスの凍結脂肪組織のサンプル（約50mg，

各群n = 5）をジルコニアビーズ（5mmφおよび

3mmφ）を含んだホモジナイズチューブに入れ，そ

こに内部標準（H3304-1002，Human Metabolome 

Technologies, Inc. 山形，日本）を含む50％アセトニ

トリル／ミリQ水1500 μLを添加した。ビーズシェー

カー（Shake Master NEO, BioMedical Science, To-

kyo, Japan）を用いて，4 ℃で1500 rpm，120秒のホ

モジナイズを2サイクル行った。次に，2300×g，5

分間，4 ℃で遠心分離を行い，高分子成分を除去し

た。次に，400 μLの上清を採取し，9100×g，4℃で

120分間遠心分離し，ミリポアの5kDaカットオフ

フィルター（Human Metabolome Technologies社

（HMT），山形県鶴岡市）を用いて濾過した。最後に，

濾液を真空蒸発させて乾燥させ，50 μLのMilli-Q水

に溶解させた。この溶液を，Agilent CE システム 

（Agilent Technologies, Inc., Santa Clara, CA, USA） 

を用いたキャピラリー電気泳動飛行時間型質量分析

法 24，25） によるメタボローム解析を行った。統合ソ

フトウェア（慶應義塾大学，日本，静岡）を用いて

自動的に検出されたピークについて，マススペクト

ルのピーク面積，m/z，および移動時間のデータ（範

囲：50～1000 m/z）を算出した 26）。各ピークのm/

z値と移動時間から，HMT代謝物データベースを参

照して，各ピークに関連する化学種を同定した。各

代謝物の相対量は，ピーク面積を内部標準物質とサ

ンプル量で正規化することにより算出した。主成分

分析および階層型クラスター分析は，既出の方法 27）

に従って実施した。



─      ─65

青木亮二　他

3.6．肝臓の遺伝子発現
RT-qPCR解析の結果，PPARα の肝発現は，カゼ

イン群よりもホエイ群でわずかに高かった（p＝

0.08）；しかし，評価した他の脂質代謝関連遺伝子

のいずれにおいても，それ以外の差は認められな

かった（PPAR γ，p＝0.27；SREBP1c．p = 0.73; HSL, 

p = 0.58; LPL: p = 0.25）（図4a-e）。

3.7．脂肪の代謝
グルタチオン，1-メチルニコチンアミド，ミオイ

ノシトールリン酸（1-リン酸＋3-リン酸）のレベル

は，カゼイン群よりもホエイ群で有意に高かった（p 

< 0.01, p = 0.04, p = 0.01）（図5 a～c）。

= 0.06），尿で有意に高かった（35.8 mg/dL vs. 54.6 

mg/dL, p = 0.02）（図 2i, j）。

3.5．血清リポ蛋白質分画
コレステロール値については，総量および個体値

に両群間で有意差は認められなかった（総量：

173.51 mg/dL vs. 153.46 mg/dL, p = 0.63; VLDL：

10.85 mg/dL vs. 10.94 mg/dL, p = 0.94; LDL：25.16 

mg/dL vs. 23.38 mg/dL, p= 0.52; HDL：136.44 mg/

dL vs. 116.16 mg/dL, p= 0.26 ）（図3a～d）。一方，

トリグリセリド値は，測定されたすべての結果にお

いて，カゼイン群よりもホエイ群で有意に低かった

（総量：51.47mg/dL，p = 0.52）。測定された（合計：

51.47 mg/dL vs. 119.2 mg/dL, p = 0.01）（図3e）。
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図１ 実験手順 研究の流れ 

図 2　体重とグルコース代謝マーカー

（a）出生から12週齢までの体重増加の変化（●：ホエイ，■：カゼイン）。（b）体重は最終日に測定した。（c）空腹時血
糖値。（d）血清免疫反応性インスリン値。（e）インスリン抵抗性レベルのホメオスタシスモデル評価。（f）脂肪量（％）。
（g） 遊離脂肪量。（h）脂肪量（g）。（i）血清Cr（j）尿中Cr。データは平均値±平均値の標準誤差で示す（各群n = 6）。＊ p 

<0.05，＊＊ p <0.01。
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図 3　体組成と血清リポ蛋白値

（a）総コレステロール。（b）VLDL，（c）LDL，（d）HDLコレステロール，（e）総トリグリセリド。データは平
均値±平均値の標準誤差で示す（各群n = 6）。HDL，高比重リポ蛋白，LDL，低比重リポ蛋白，VLDL，超低比重
リポ蛋白。
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図 4　相対的mRNAレベル

（a）PPAR γ，（b）PPARα ，（c）SREBP-1c，（d）（HLS），（e）LPL。（各群n = 5）。PPAR γ，ペルオキシソーム増殖因子
活性化受容体 γ；PPARα ，ペルオキシソーム増殖因子活性化受容体α ；SREBP-1c，ステロール調節因子結合タンパ
ク質 -1c；HSL，ホルモン感受性リパーゼ；LPL，リポタンパク質リパーゼ。
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4.2．グルコース代謝
脂肪細胞では，アディポサイトカイン産生を制御

する機構を破壊すると，炎症性サイトカインが過剰

に産生され，インスリン抵抗性につながる 30）。また，

重度の酸化ストレスは，脂肪細胞のインスリン受容

体を減少・不活性化させ，この細胞の遺伝子発現や

インスリン分泌を低下させる 31），32）。メタボローム

解析の結果，1-メチルニコチンアミドとグルタチオ

ン脂肪組織のレベルは，カゼイングループよりもホ

4．考　察

本研究では，マウスモデルにおいて，ホエイプロ

テインの摂取が脂質代謝を活性化し，脂肪量を減少

させ，インスリン抵抗性を低下させることを明らか

にした。これらの結果は，ホエイプロテインの摂取

によりβ酸化が促進され，抗炎症作用や抗酸化作

用が認められたためと推論している（図6a，b）。

4.1．脂質の代謝
ホエイプロテイン飼料で飼育したマウスは，カゼ

インタンパク質飼料で飼育したマウスに比べ，血清

総トリグリセリド値が有意に低いことを見いだし

た。また，ホエイ群のマウスは，カゼイン群に比べ

PPARα  RNAの発現量が有意に高いことが確認され

た。以前の報告では，ホエイプロテインが

PPARα の発現を増加させ，PPARα が細胞内のミト

コンドリアβ酸化を増加させることにより，脂質

代謝を活性化することが示されている 11，28）。した

がって，ホエイプロテインの摂取は，PPARα の発現

を増加させることでトリグリセリドの利用を促進す

ると推測される。さらに，これらのマウスの脂肪組

織のうち，ホエイ群では，ニコチンアミドの代謝物

である1-メチルニコチンアミドがカゼイン群に比べ

有意に多く含まれていた。1-メチルニコチンアミド

は抗炎症作用とβ酸化制限作用を有することから，

乳清タンパク質の摂取はβ酸化を調節することで

脂質代謝を改善すると考えられる 29）（図6a）。

4 

 

図 5　ホエイ群とカゼイン群の包括的比較分析

（a）グルタチオン。（b）1-メチルニコチンアミド。（c） ミオ -イノシトール1-リン酸とミオ -イノシトール
3-リン酸。（各群n = 5）。

図 6  ホエイプロテインが脂質とグルコースの代謝を改
善するメカニズムの理論

   （a）1-メチルニコチンアミドと（b）グルタチオン。
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ノシトール1-リン酸とミオ -イノシトール3-リン酸

はともにミオ -イノシトール代謝経路に属する。ミ

オ -イノシトールはインスリン抵抗性を改善する 39）。

ミオ -イノシトール1-リン酸やミオ -イノシトール3-

リン酸によって直接的にグルコースや脂質の代謝が

改善されたという報告はないが，今回の知見はその

関連性を示唆している。

4.5．乳幼児と酸化ストレス
Matsubasaらは，日本の超低出生体重児50名か

ら生後数日間の尿を採取し，酸化ストレスマーカー

である8-ヒドロキシデオキシグアノシンを測定し

た。その結果，超低出生体重児の尿中の8-ヒドロキ

シデオキシグアノシンは満期産児よりも高く，酸化

ストレスマーカー値は出生後の体重が増加するにつ

れて減少することが示された 40）。また，Piyushらは，

栄養不良の母親から生まれた小さな妊娠年齢の乳児

は，健康な母親から生まれた適切な妊娠年齢の乳児

に比べて，酸化ストレスマーカーであるマロンジア

ルデヒドのレベルが高く，スーパーオキシドディス

ムターゼ，カタラーゼ，グルタチオンパーオキシ

ダーゼなどの抗酸化システムの酵素のレベルが低い

ことを報告している 41）。これらの結果は，低出生体

重児で出生前ストレスが高い乳児は，酸化ストレス

が高く，抗酸化能が低いことを示唆している。今回

の研究では，新生児期からホエイプロテインを用い

た栄養補給を行うことで，抗酸化力および抗炎症力

が向上することが明らかとなった。したがって，こ

れらの子どもたちにホエイプロテインを摂取させる

ことで，酸化ストレスを軽減し，抗酸化力を向上さ

せることが可能であると考えられる。

4.6．母乳と粉ミルクの抗酸化作用と抗炎症作用の 
   比較
母乳は，多くの点で乳児にとって最良の栄養源と

考えられている。母乳には，炭水化物，タンパク質，

脂肪，ビタミン，ミネラル，消化酵素，ホルモンが

含まれている。母乳のタンパク質組成は，時間の経

過とともに変化する子供の成長に適応し，ホエイタ

ンパクとカゼインタンパク質の割合が変化する 42）。

また，母乳は抗酸化作用や抗炎症作用の面でも人工

乳より優れているとされている。Aycicekらは，母

乳または牛乳を改良した粉ミルクを与えた健康な有

エイグループで有意に高いことが示された。ホエイ

プロテイン摂取による1-メチルニコチンアミドの増

加が，脂肪細胞における慢性炎症を抑制し，インス

リン抵抗性を改善したと推測される（図6a）。また，

ホエイプロテインはグルタチオン量を増加させるこ

とで抗酸化作用を発揮するため，このことも観察さ

れたインスリン抵抗性改善のメカニズムである 33），34） 

（図6b）。

4.3．筋原性インスリン抵抗性の改善
大豆タンパク質と比較した，ホエイプロテインは

インターロイキン -6と腫瘍壊死因子 -α の循環レベ

ルを低下させ，筋肉代謝に影響を与えることが報告

されている 35）。我々の研究では，ホエイプロテイン

はカゼインタンパク質と比較して，脂肪組織におけ

る抗炎症マーカーである1-メチルニコチンアミドの

レベルを増加させることが判明している。血清クレ

アチンの上昇により筋肉量が増加すると，筋原性イ

ンスリン抵抗性が低下する可能性がある 36）。本研究

では，筋肉量を測定しておらず，分析した2つのグ

ループは統計的に類似した身体組成を有していた。

これらの結果から，ホエイプロテインは，皮下脂肪

よりも内臓脂肪を減らす可能性がある。FFMに差が

見られなかった理由として，ホエイプロテインとカ

ゼインプロテインの介入期間が比較的短かったこと

が考えられる。しかし，血清クレアチンはホエイ群

でカゼイン群より有意に高かったと判断した。ホエ

イプロテインは，クレアチンを増加させるとともに

筋肉量を増加させるための栄養補助食品として一般

的に使用されている 37）。したがって，ホエイプロテ

インはこの研究におけるクレアチニンに影響を与え

た可能性がある。ホエイプロテイン摂取による血清

クレアチンの上昇は，インスリン抵抗性を改善する

可能性がある。

4.4．ミオ -イノシトールリン酸塩
本研究では，メタボローム解析により，脂肪組織

中のミオ -イノシトール1リン酸およびミオ -イノシ

トール3リン酸レベルが，カゼイン群よりも乳清群

で有意に高いことが示された。ミオイノシトールは

膜リン脂質の成分で，シグナル伝達の役割を担って

いる。ミオイノシトールの発現が低下したラットは，

肝臓のトリグリセリド含量が高くなる 38）。ミオ -イ
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各組織の系統発生の段階を様々な成長因子や小分子

化合物によって再現することで行われている。この

種のアプローチは一定の成功をおさめてはいるもの

の，長期間にわたる複雑な細胞培養プロセスを必要

とするなど，依然として課題は多い。これらのこと

から，現在広く使われている多能性幹細胞を用いて

特定の細胞種を治療に応用できるほどに量産するの

は難しく，簡便かつ大量に入手することが可能な多

能性細胞と，その細胞からのより簡便な分化誘導法

の開発が求められている。

今後の活用が有望視されている多能性細胞とし

て，胎盤から簡便かつ大量に採取することが可能な

胎盤由来の幹細胞である羊膜上皮細胞が近年注目さ

1．はじめに

人体における組織レベルでの細胞の損傷は治療が

困難であり，究極的には細胞移植以外に方法はな

い。しかしながら，組織のドナーは偶発的に発生し

た脳死患者等のごく限られた状況下でしか得られ

ず，レシピエントに比べて圧倒的に不足している。

このような中で近年再生医学の発展に伴い，iPS細

胞など多能性幹細胞から様々な細胞種ひいては組織

を作出することが試みられている。しかしながら，

iPS細胞を始めとして各種の多能性幹細胞の作出に

は多大な労力を要したり，倫理的な問題が伴ったり

するために十分な細胞数を確保することが難しい。

また，特定の細胞種に分化誘導を行う方法として，

太向勇 1），野本正幸 2），九鬼直人 3），加賀三鈴 1），高野智圭 4），三木敏生 1）

要旨

In vitro differentiation of human pluripotent stem cells (hPSCs) into desired cell types is a promising 
tool for regenerative medicine to treat damaged organ or tissue cells. However, because of the difficul-
ty to obtain the hPSCs and the differentiation methods, it has been still under development. Here, we 
report a method to utilize human amniotic epithelial cells (hAECs) a type of placental stem cell that 
possess pluripotent stem cell-like differentiation potential, immunomodulatory, and anti-inflammatory 
properties and are therefore considered to have prospects for cell-based therapy. We differentiated 
hAECs into tree cell types including alveolar type II (ATII)cells, hepatocytes and pancreatic β-cells 
through direct cell reprograming strategy. We successfully induced each cell type marker gene. More-
over, global gene expression analysis by using RNA-sequencing revealed that differentiated ATII like 
cells expressed many of Respiratory gaseous exchange by respiratory system associated genes. Our 
results indicated the potential of hAECs in regenerative medicine.

羊膜上皮細胞から様々な細胞種への分化誘導に関する研究

Induction of various cell types from amniotic epithelial cells
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れている（図1）1）， 2）。羊膜上皮細胞は比較的未分化

な細胞であり，様々な細胞へと分化する能力を持っ

ている。ヒトの羊膜上皮細胞（hAECs）は本来廃棄

される胎盤を1時間程度トリプシンで処理するとい

う極めて簡便な方法で一度に大量に採取することが

可能であり，他の多能性細胞のように複雑なリプロ

グラミング手順を必要とせず特殊な培養も必要とし

ない。また，ES細胞のように受精卵を破壊するこ

とが無いため倫理的な問題は少なく，非侵襲的な方

法で得ることができる。また，胎児由来であること

から，ゲノムDNAへのダメージの蓄積はほとんど

ない。さらには腫瘍形成能がないことに加えて免疫

回避能力も有している。これらの性質から，今後細

胞再生治療への応用が期待される。しかしながら，

これらの性質が明らかにされてから間もないために

研究は進んでいない。

本研究では羊膜上皮細胞から①肺胞上皮細胞②肝

細胞③膵β細胞への分化誘導を目指して研究を行っ

た。①肺胞上皮細胞は感染症やCOPD，特発性肺線

維症等により欠損し，軽度の損傷であれば自律的に

回復する。損傷が重度である場合は移植する以外の

根本的な治療法はないが，移植するに足る細胞数を

確保するのが難しく，実現に至っていない。②肝臓

は肝硬変や劇症肝炎，肝細胞癌等様々な肝臓の疾患

で生体肝移植が適用されているが，ドナーの負担は

相当に重く，代替的な手段が求められている。中で

も細胞移植治療として多能性幹細胞からの肝細胞の

分化誘導は有望な選択肢の一つとして盛んに研究が

行われている。③β細胞は血糖値を下げる唯一のホ

ルモンであるインスリンを分泌し，血糖値の調節に

必須の細胞である。インスリンの分泌不全は糖尿病

の原因となる。機能を回復させるために移植治療も

行われているが，やはり圧倒的にドナーは足りてい

ない 3）。これらの細胞種への分化誘導をより簡便な

方法で行うために，転写因子の導入によるダイレク

トリプログラミング法を用いた 4）。この方法であれ

ば，抗腫瘍原性や，免疫回避能等のhAECsとして

の移植治療に有用な性質を残したまま目的の細胞の

性質を保持させることが期待できる。本研究では，

hAECsから上記の細胞種への分化誘導に最適な転

写因子の探索を行い，更には分化誘導を行った細胞

の遺伝子発現を調べることで実際に目的とする細胞

種に特有の遺伝子発現が見られるかを解析した。

2．対象及び方法

2.1．羊膜上皮細胞の単離
hAECsは胎盤から剥離した羊膜上皮細胞をPBS

により洗浄し，30分間のトリプシン処理を2回する

ことで単離した。単離したhAECsはクライオバイ

アルに分注後液体窒素中で保存し，各種分化誘導実

験に使用した。

2.2．プラスミド作製
NKX2-1cDNA及びSFTPCプロモーター配列は

Addgeneより入手した（49989, 126689）。HNF3G

（FOXA3）及びMAFAは人工遺伝子合成により入手

した。その他の転写因子のcDNAはダナフォームよ

り購入した。いずれもpLenti6ベクター（Invitrogen）

にクローニングすることで本実験に使用した。

レンチウイルスの作製

レンチウイルスはHEK293T細胞に目的遺伝子を

保持したレンチウイルスベクターとpsPAX2及び

ｐMD.2G（Addgene12260及び12259）をそれぞれ2：

2：1の割合でポリエチレンイミン（Polysciences）

を用いてトランスフェクションした。トランスフェ

クション後16時間で培地を交換し，交換後48時間

で培地を回収してウイルス液とした。回収したウイ

ルス液はqPCR Lentivirus Titer Kit（Applied Biologi-図 1　羊膜上皮細胞の採取

図１ 羊膜上皮細胞の採取
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RNAを回収し，ReverTra Ace（東洋紡）で逆転写反

応を行った後PerfeCTa SYBR Green FastMix（Quant-

abio）により，でLightCycler 480 （Roche）でqPCR

を行った。内在性コントロールにはGAPDHを用い

た。用いたPrimer配列は表1にまとめた。

4）Transcriptome解析
Transcriptome解析はSTARソフトウェアを用い

てマッピングし，Rソフトウェアの Feature Counts

ツールでリードカウントを計測した。Differentially 

expressed geneはDeseqソフトウェアを用いて算出

した。主成分分析，Volcano plotの作図はRを用いた。

ヒートマップはHeatmapperを用いて作成した。

3．結　果

3.1．II型肺胞上皮細胞への分化誘導
肺胞上皮細胞には I型と II型が存在し，II型肺胞

上皮細胞が前駆細胞としての機能を持つことが知ら

れており，II型細胞を再生させることで I型細胞の

再生も期待できる。II型肺胞上皮細胞の性質及び個

性を決定する転写因子として肺及び甲状腺に特異的

に発現しているNKX2-1がマスターレギュレータと

して知られている 6）。本研究ではNKX2-1をレンチ

ウイルスによって羊膜上皮細胞に導入することで II

型肺胞上皮細胞の分化誘導を試みた。先行研究によ

り iPS細胞から胚体内胚葉細胞への分化を経て II型

肺胞上皮細胞へと分化誘導を行う方法がいくつか報

告されている 7）。これらの報告では，TGFβシグナ

リングの抑制及び，KGF，FGF11のシグナルが II型

肺胞上皮細胞への分化誘導効率を高めることが報告

されている。これらのことから，NKX2-1の導入に

よる分化誘導効率を高めることを目的としてTGFβ

受容体（ALK5）の阻害薬であるSB-431542に加え，

FGF10，KGFを併用した。また，肺胞上皮細胞への

分化の簡便な検出のために，II型肺胞上皮に特異的

cal Materials）で力価を計測し，hAECsにはMOI15-

30となるように感染させた 5）。

2.3．細胞培養
ヒト羊膜上皮細胞はDMEM（Gibco）に10％ FBS

（ニチレイ），200 uM L-Glutamine，1×非必須アミノ

酸，1× Antibiotic-Antimycotic，55 uM　2-mercap-

toetanol（いずれもGibco），5ng/ml EGF（peprotech）

を加えた培地で培養した。HEK293T細胞はコラー

ゲンコートした培養皿状でDMEM（和光純薬）に

10％ FBS，2 mM L-Glutamine，ペニシリンストレプ

トマイシンを加えた培地中で培養した。いずれの細

胞も37℃，5％　CO2で培養した。

2.4．分化誘導
1）肺胞上皮細胞

単離直後に凍結保存されたhAECsを融解後14日

間培養した後でSFTPC-GFPを細胞に導入し，さら

に2日間培養後10cm dishに再播種した。SB-431542 

（10 uM）を加えた培地で2日培養した後，NKX2-2を

導入した。その後 IMDMにFBS，L-Glutamine，KGF，

FGF10（いずれも10 ng/ml，peprotech），CHIR99021

（10 uM，ナカライテスク）を加えた培地で14日間培

養後，各種実験に用いた。

2）肝細胞及び膵β細胞

凍結融解後14間培養したhAECsにそれぞれの転

写因子を導入し，さらに10日間培養した後細胞を

回収し，各種実験に用いた。いずれも培養は

hAECsの培地で行った。培地に添加した試薬はそ

れぞれ，以下の濃度で使用した。SB-431542（10 

uM），ALK5 Inhibitor II（10 uM），LDN-193189（1 

uM），T3（3 uM）（いずれもシグマアルドリッチ）

3）RT-qPCR
細胞は回収後NucleoSpin RNA（タカラバイオ）で

表 に用いた 配列

遺伝子名
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なマーカーであるSFTPC（肺サーファクタントプロ

テインC）遺伝子のプロモーター依存的にGFPを発

現するレポーターを用いた。これによって細胞から

RNAを抽出することなく，GFPの蛍光を指標として

II型肺胞上皮細胞への分化を経時的に検出すること

が可能となる。hAECsを10日間培養し，十分な細

胞数まで増殖させた後，SB-431542によりTGFβシ

グナリングを抑制した状態でNKX2-1を導入した。

導入後5日目でGFPの蛍光が検出されはじめ，2週

間で蛍光はプラトーに達した（図2）。実際に II型肺

胞上皮マーカーのSFTPC遺伝子が発現しているか

どうかを確認するために，NKX2－1を導入してか

ら2週間培養した細胞を回収し，RT-qPCRにより

mRNA量を確認したところNKX2-1を導入しなかっ

た細胞に比べて約4.4倍上昇していた。（図2）さら

には，強制発現させたNKX2-1（ORF，タンパク質

コード領域）には含まれない3 ‘UTR（非コード領域）

の配列を標的としたプライマーセットを用いて内在

性のNKX2－1の発現を確認したところ，予期せぬ

ことに，コントロールと比べて2.6倍の発現上昇が

見られた（図2）。

本法を用いた分化誘導によるより広範な遺伝子の

発現の変化を確認するために，グローバルな遺伝子

発現プロファイルの変化をRNA-sequencingによる

トランスクリプトーム解析によって確認した。遺伝

子発現プロファイルの比較では期待通り，SFTPC以

外の肺サーファクタントプロテインに加え，その分

泌を担うトランスポータータンパク質である

ABCA3の発現も上昇していた（図3）。Gene ontolo-

gy解析では分化誘導を行った細胞では，肺胞での

図 2　SFTPCの発現の確認

図 3　分化誘導による遺伝子発現の変化 図 4　分化誘導群における遺伝子発現の変化
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る遺伝子で顕著な発現の上昇が確認された。（図4）

主成分分析を行ったところ，元のhAECsとは明確

に異なったクラスターを形成していた（図5）。以上

の結果から，hAECsにNKX2-1を強制発現させるこ

とで2週間という短期間で広範な肺胞上皮細胞に関

連する遺伝子の誘導が可能であることが示された。

また，一部hAECsとしての性質が保持されている

ことも示唆された。

ガス交換に関連する遺伝子群の発現が亢進してお

り，逆に広範な免疫反応関連の遺伝子群の発現は低

下していた（表2）。ヒト肺胞上皮細胞との遺伝子発

現プロファイルを比較したところ，肺胞でのガス交

換に関連する遺伝子群の上昇という点では類似して

いたが，hAECsでも発現が見られる上皮系細胞とし

ての性質を示す遺伝子群が亢進している一方で免疫

応答関連遺伝子の発現は抑制されていた（表3）。こ

れら以外に，CSPG5，DAAM2，ABI3BP，SLC34A2，

COL19A1など細胞外マトリクスや肺疾患に関連す

図 5　遺伝子発現変化の主成分分析

図 6　レポーター遺伝子発現の経時変化とAAT1の発現
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存的にmCherryを発現するレポーターを用いた。

HNF遺伝子群の相互作用の影響を調べるために本

研究では，各因子の2種，3種及び4種全ての組み合

わせで遺伝子を導入し，遺伝子発現を比較した。

hAECsを10日間培養し十分な細胞数を得た後，

A1AT-mCherryを導入後各組み合わせのHNF遺伝

子群を導入した。遺伝子の導入後2日でmCherryの

蛍光が観察され始め，10日間上昇し続けた（図6）。

実際にA1ATの発現を見るために，細胞を回収し，

RT-qPCRによりmRNA量を確認したところHNF1A, 

4Aの組み合わせで遺伝子の導入をしたもので最も

発現が亢進しており，4種全て及び1A, 3G, 4Aの組

み合わせでも有意な発現上昇が見られた。他方で，

3.2．肝細胞への分化誘導法の開発
肝細胞への分化と性質の維持にはHNF（Hepato-

cyte nuclear factors）と呼ばれる遺伝子群の相互作

用が重要とされている。肝臓の発生初期では

HNF1B, 3B, 3G （FOXA3）の発現が優位であり，そ

の後HNF4A，6Aの発現が亢進し，成体肝ではHN-

F1A, 4Aが肝臓の性質と機能の維持を担っていると

考えられている 8），9）。本研究では，発生段階で必要

なHNF3G, 6A及び肝機能の維持に必要であると考

えられているHNF1A, 4AをhAECsに導入すること

でダイレクトリプログラミングを試みた。肺胞上皮

細胞と同様に，肝細胞への分化の簡易的な指標とし

て，α1-アンチトリプシン（A1AT）プロモーター依

表 に用いた 配列
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各々の転写因子の効果を確認するために，それぞれ

の転写因子を導入し，インスリン遺伝子発現に変化

があるか調べた。遺伝子導入後2週間で確認したと

ころ，インスリン遺伝子の発現に有意な変化は見ら

れなかった。次に2種類の遺伝子の組み合わせでイ

ンスリン遺伝子の発現を誘導できないかを調べるた

めに上記5因子の中でそれぞれ2種類の組み合わせ

で遺伝子を導入したが，インスリン遺伝子の有意な

発現上昇は認められなかった。培養期間をさらに4

週間に延長してもインスリン遺伝子の発現に大きな

変化はなかった。少数の転写因子ではインスリン遺

伝子の発現を誘導できないと考え，5因子全てを同

時に導入することを試みた。同様に1週間培養し，

他の組み合わせでは有意な発現の上昇は見られな

かった（図6）。またA1AT以外に肝細胞に発現が特

異的なアルブミン遺伝子及びAFP遺伝子の発現の

上昇も観察された。以上の結果より，hAECsにHN-

F1A, 3G, 4A及び6Aを導入することで肝細胞マー

カー遺伝子の発現を誘導できることが示された。

3.3．膵β細胞への分化誘導法の開発
先行研究により，膵β細胞への分化及び膵β細胞

としての性質を維持するために必須であると考えら

れている転写因子の中から，ヒト羊膜上皮細胞で発

現していない5種類の転写因子（MAFA・NKX2-1・

NKX6-1・PAX6・PDX1）に着目した 10），11）。最初に
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方法で誘導した細胞は元となったhAECsの性質を

残していることが示唆された。他方では，肺胞上皮

細胞としての機能に重要であると考えられている遺

伝子群の発現はいずれも上昇しており，この結果に

なった理由として，hAECsに特徴的な遺伝子の発現

が抑制されなかったためであると考えられる。今回

の方法は転写因子の導入によって肺胞上皮細胞の形

質を持たせるというものであり，hAECsの特徴を抑

制するものではないが，これはむしろ有用である。

hAECsには腫瘍原性の低さや免疫回避能など，移

植治療に重要な性質を備えているため，hAECsの特

徴を保持したまま，肺胞上皮細胞の性質を獲得させ

ることができたことは将来的な応用に高い可能性を

持たせたといえる。今後今回誘導した細胞が肺サー

ファクタントプロテインを分泌するか，I型肺胞上

皮細胞に分化可能かどうか等を検討し，どの程度 II

型肺胞上皮細胞としての機能を保持しているか調べ

るとともに，併せて移植治療に有用なhAECsとし

ての機能も保持していくかを調べることで今回の方

法が II型肺胞上皮細胞の再生に有用であることが示

されることが期待される。

肺胞上皮細胞はNKX2－1という唯一かつマス

ターレギュレータと呼べるほどに影響力の高い転写

因子が存在したため，単一の遺伝子の導入で分化を

誘導することができたと考えられる。一方で膵β細

胞や肝細胞にはマスターレギュレータと呼べるほど

単一で影響力の高い転写因子の存在は報告されてお

らず，複数の転写因子が互いに相互作用しながら絶

妙なバランスの元で保持されていると考えられてい

る。それ故に本研究では，肺胞上皮細胞へ程広範な

遺伝子の発現変化を惹起することができなかった可

能性がある。遺伝子の相互作用を考慮して，各遺伝

子の発現量を変化させるか，遺伝子を強制発現させ

るタイミングを遺伝子ごとに変化させるなどの更な

る工夫が求められると考えられる。また，今回は

hAECsが比較的未分化であり，ゲノムの多くの領

域で開かれていると考えられているため，DNAや

ヒストンの修飾酵素の機能に干渉する小分子化合物

を用いなかった。このため，膵β細胞や肝細胞の分

化誘導に必要な領域が一部不活性であった可能性も

排除できない。今後はこれらの可能性を検証してい

くことで，更なる分化誘導効率の上昇が期待され

る。

mRNA量を確認したところ，5種類の転写因子を導

入した細胞で2～4倍のインスリン遺伝子の発現上

昇が見られた。培養期間を4週間に延長したが，イ

ンスリン遺伝子の発現はこれ以上上昇することはな

かった。

次に上記5因子の導入加えて，更なるインスリン

遺伝子の発現を上昇させることが可能な小分子化合

物の探索を行った。先行研究により，①Wnt/β-カ

テニンシグナリングの活性化②TGFβシグナリング

の抑制③BMPシグナリングの抑制④甲状腺ホルモ

ンによる刺激がβ細胞への誘導効率を上昇させるこ

とが知られている。これらの中で，①hAECsでは

Wnt/β-カテニンシグナリングは内在的に活性化さ

れているため除外し，他の②～④について検証し

た。TGFβシグナリングの抑制についてはSB-431542

及びALK5 Inhibitor IIにより，BMPシグナリングの

抑制はLDN-193189，甲状腺ホルモンはトリヨード

チロニン（T3）を培養液に添加することで行った。

それぞれの小分子を培養液に添加後レンチウイルス

により上記5因子を導入し，同様の条件で2または

4週間培養したところ，TGFβシグナリングを抑制し

た条件でコントロールと比べて10～15倍のインス

リン遺伝子の発現の上昇が確認された。一方で，

BMPシグナリングの抑制は大きな効果はなく，甲

状腺ホルモンの添加はむしろインスリン遺伝子の発

現を抑制した。以上より本研究で羊膜上皮細胞に5

種 類 の 転 写 因 子（MAFA・NKX2-2・NKX6-1・

PAX6・PDX1）をレンチウイルスにより導入し，

ALK5 Inhibitor IIを加えて培養することで，顕著な

インスリン遺伝子の発現誘導を行うことが可能であ

ることを示した。また，驚くべきことに iPS細胞に

おける研究ではβ細胞への誘導効率を上昇させるこ

とが示されている甲状腺ホルモンの添加は，上記5

因子の導入に加え，TGFβシグナリングの抑制によ

るインスリン遺伝子の発現上昇の効果を完全に抑え

込み，インスリン遺伝子の発現に対し強い抑制効果

を持つことが示された。

4．考　察

本研究ではNKX2-1を強制発現させることで2週

間という極めて短期間でhAECsにおいて II型肺胞

上皮細胞に特異的な遺伝子群を発現する細胞の誘導

に成功した。Gene ontology解析の結果では今回の
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本研究では，hAECsに II型肺胞上皮細胞，肝細胞，

膵β細胞に特異的な転写因子を導入することで，そ

れぞれの細胞に特異的な遺伝子の発現を誘導するこ

とに成功した。本研究で用いたhAECsには移植治

療に有用な特性を持っている。第一にhAECsは胎

児由来の細胞であるため，加齢や環境によるダメー

ジに晒されていないため，腫瘍原性等様々な疾患の

原因となり得るゲノムDNAへのダメージの蓄積が

無く，ゲノムDNAはほぼ無傷な状態で保たれてい

る。第二に，hAECsは簡便な手法で大量の細胞を倫

理的な問題なく採取することが可能である。hAECs

は本来廃棄される胎盤から採取可能であるため，非

侵襲的な方法で採取が可能であり，また，特別な培

養方法も必要なく，トリプシン処理という組織から

の細胞採取方法として広く用いられた確立された方

法で採取が可能である。第三に，hAECsはレシピエ

ントに安全に移植が可能である。hAECsのゲノム

DNAは安定であるため，腫瘍原性を有しておらず，

移植しても腫瘍を形成しない 12），13）。加えて，hAECs

は免疫回避能を持っており，他家移植における拒絶

反応や炎症反応を制御するのに有益であると考えら

れる 14）。以上のことから，hAECsは細胞移植治療に

理想的な細胞であり，hAECsに目的の細胞の性質を

付与することに成功した本研究の意義は大きい。本

研究を元に今後hAECsの更なる移植治療への応用

法の開発が進むことが期待される。

5．結　語　

本研究では，本来廃棄される胎盤から簡便かつ大

量に採取することが可能な，胎児由来の多能性幹細

胞であるhAECsに細胞種特異的な転写因子を導入

することで，それぞれの細胞に特異的な遺伝子の発

現を誘導できることを示した。今後さらに培養条件

等を工夫することで更に目的の細胞へ近づけること

が期待される。
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3．結　果

3-1．加齢に伴う体重増加におけるVDRの関与
Vdr（+/-）マウスは8週齢から16週齢への加齢に

伴い有意な体重増加を認めたが，Vdr（-/-）マウス

は増加しなかった（図1A）。加齢に伴い，Vdr（+/-）

マウスの精巣上体脂肪組織（epididymal white adi-

pose tissue; eWAT）では重量が増加したが，Vdr

（-/-）マウスでは増加しなかった（図1B）。eWATに

おいて，加齢に伴い肥満の指標であるLeptin発現は

いずれのマウスでも増加した（図1C）。白色脂肪の

熱産生系亢進（ベージュ化）遺伝子群の中で，cell 

death-inducing DNA fragmentation factor α-like ef-

fector A（Cidea）は野生型マウスでは変化がなく，

Vdr（-/-）マウスでは有意な発現増加を認めた（図

1E）。その他の熱産生系遺伝子群の発現変化は認め

られなかった（図1D, F）。

3-2．肥満モデルの体重増加におけるVDRの関与
野生型（Vdr（+/+））マウスとVdr（-/-）マウスに

1．背　景

ビタミンD受容体（Vitamin D receptor; VDR） は

体内のカルシウム恒常性に重要な役割を担う他，自

然免疫増強，炎症抑制，免疫細胞の調節作用が報告

されている。ビタミンDは細胞レベルでグルコース

取込みやインスリン感受性を増強し，血中ビタミン

D濃度は2型糖尿病と負に相関するが，VDR欠損マ

ウスは高脂肪食摂取による体重増加が抑制されるこ

とから，VDRの脂肪組織における役割は明確ではな

い。

2．方　法

8週齢及び16週齢のC57BL/6Jマウスを遺伝子背

景とする雄Vdr（+/-）マウス及びVdr（-/-）マウス

を使用した。肥満モデルとの比較では，8週齢から

12週齢の雄Vdr（+/+）マウス及びVdr（-/-）マウス

CE-2或いは高脂肪食HFD32（いずれも日本クレア）

を4週間自由摂取させた。統計解析は一元配置分散

分析の後Tukey’s testにて各群間を比較した（Prism8）。

石澤通康 1），風間智彦 2），梅田香織 1）

要旨

ビタミンD受容体 (Vitamin D receptor; VDR)は体内のカルシウム恒常性維持に重要だが，糖代謝
や免疫系への関与も近年報告されている。特に白色脂肪組織における役割は疫学研究と遺伝子改変

動物の結果に矛盾があり，明確ではない。白色脂肪組織を加齢による自然蓄積或いは高脂肪食によ

る人工的蓄積によって増量させた際，VDR欠損マウスではいずれも体重増加，肥満の指標であるレ
プチン発現レベルの増加が軽減された。熱産生系の関与が示唆されたが，既報の結果と一部異なる

ことから，今後より詳細な解析が必要である。

マウス白色脂肪組織におけるビタミンD受容体の役割

Role of vitamin D receptor in mouse white adipose tissue

Michiyasu ISHIZAWA1）, Tomohiko KAZAMA2）, Kaori ENDO-UMEDA1）

創立50周年記念研究奨励金（共同研究）研究報告
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マウス白色脂肪組織におけるビタミンD受容体の役割

4週間HFD32を自由摂取させた結果，野生型マウス

では有意に体重が増加し，血中グルコース及び総コ

レステロールの増加を認めたが，HFD32摂取は血中

中性脂肪は増加させなかった（図2A-D）。eWATに

おいて，HFD32摂取は野生型マウスのLeptinを有意

に発現増加したが，Vdr（-/-）マウスでは増加しな

かった（図2E）。HFD32摂取は野生型マウスの

Cidea及びperoxisome proliferator-activated receptor 

gamma coactivator 1-alpha （Pgc1a）発現を減少させ

たが，Vdr（-/-）マウスでは増加或いは維持された

（図2G, H）。Uncoupling protein 1 （Ucp1）発現は変

化しなかった（図2F）。

4．考　察

VDRの欠損は加齢及び高脂肪食を摂取させた際，

いずれにおいても体重の増加と精巣上体白色脂肪組

織の重量増加を抑制した。この結果はNarvaez，

Wangらが報告している結果と一致する 1,2）。そのメ

カニズムはVDR欠損に伴うUCP1の過剰発現と熱

産生系の亢進（ベージュ化）と説明されたが，本研

究ではUcp1発現は加齢，高脂肪食摂取いずれにお

いても変化しなかった。VDRによるUCP1遺伝子の

発現抑制メカニズムはUCP1遺伝子上のVDR応答

領域へのVDRの動員と説明されたがマウスにおい

て検証はされていない 3）。一方，褐色脂肪細胞の分

化誘導実験においてビタミンDは生理的濃度で

UCP1発現を誘導し，薬理的濃度で発現を抑制する 4）
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ため，VDRによるUCP1遺伝子の直接的または間接

的制御メカニズムが存在すると考えられる。一方，

本研究で明らかにしたVDR欠損マウス脂肪組織に

おけるCIDEAとPGC1A遺伝子の発現制御はこれま

で報告されていない。CIDEAの熱産生系における機

能は明らかではないが，過剰に存在した際，UCP1

を抑制するため，熱産生系遺伝子群とVDRとの相

互理解が必要である 5）。本研究成果は，VDRの熱産

生系制御において，UCP1分子の抑制以外のメカニ

ズムの存在を示唆している。また，VDRは3週齢マ

ウスでは体重増加に関与せず，11ヶ月齢では体重増

加に関与する 6）。加齢に伴い脂肪組織のVDRは発現

増加するが，時期選択的な脂肪組織におけるVDR

の機能についても検証の余地がある。VDRの糖尿病

への関与については全身性VDR欠損マウスでイン

スリン感受性に大きな差がないことが報告されてい

る 7）。疫学研究の結果を説明するためには，今後

VDR発現組織（消化管，膵臓，脂肪組織，免疫細胞）

においてVDRの役割を詳細に知る必要がある。

5．結　語

マウスVDRは加齢及び肥満病態モデルにおける

体重及び白色脂肪組織の増加，維持に必要である。

脂肪蓄積におけるVDRの役割を詳細に知ることは，

疫学的に知られているビタミンDと肥満・糖尿病の

関係性を明確にし，適切な補充療法や予防的栄養介

入の情報となることが期待できる。
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と非投与群 (PV群，n=6）の2群に分け，デュロキセ

チン (4 mg/kg/日）は6週齢から人道的エンドポイ

ントまで連日投与した（図1）。この2群と健常マウ

ス（C群，n=6）に対してBPTを施行した。BPTは，

実験2日前に甘いシリアルを与え，実験1時間前に

絶水・絶食とし，BPT時間を最長5分・3回測定し

合計時間を求めた。エンドポイント時に嗅球を採取

し，HE染色標本を作製し，嗅球の変性僧帽細胞と

1．はじめに

近年，がんに対する治療方針の多様化から，患者

に適したサポーティブケアが求められている。これ

までに適応外の抗うつ薬（デュロキセチン）が膵癌

の自然発症モデルに対して抗腫瘍効果のみならず，

疼痛緩和や悪液質の軽減，食欲低下・体重減少の遅

延，生存期間の延長や嗅球僧帽細胞変性の緩和に寄

与することを報告してきた（Kajiwara I, Pain, 2020）。

しかしながら，がん患者における嗅覚障害の病態解

明や治療法の開発は進んでいない。そこで，今回，

床に埋めた餌を掘り出すまでの時間を測定する埋没

ペレットテスト（Buried Pellet Test: BPT）を用いて

嗅覚障害と僧帽細胞変性との関連性を検討した。

2．対象及び方法　

膵癌マウスをデュロキセチン投与群 (PD群，n=7）

梶原一絵 1），北島　治 1），佐野　誠 1）

要旨

これまでに我々は担がんマウスにおける嗅球僧帽細胞変性がデュロキセチン投与により抑制され

ることを報告してきたが，嗅球僧帽細胞変性と嗅覚異常との関連性が不明であった。今回，膵癌マ

ウス（デュロキセチン投与群，非投与群）と健常マウスに埋没ペレットテスト（Buried Pellet Test: 
BPT)を施行し，さらに嗅球腹側の変性僧帽細胞数との相関を解析した。BPT時間は健常マウスと比
較して担癌マウス（非投与群）で有意に短縮し，一方デュロキセチン投与により延長した。嗅球僧

帽細胞の変性細胞数はBPT時間と逆相関した。これらの結果により，終末期において癌により嗅覚
過敏が誘発され，デュロキセチンにより嗅覚過敏が緩和されたことが考えられる。さらに，嗅球腹

側僧帽細胞の変性の程度とBPT時間が逆相関したことから，僧帽細胞変性が嗅覚過敏を誘発した可
能性が考えられた。

担がんマウスの心理社会的ストレスと

嗅覚障害に対する鎮痛薬の効果

The effect of anesthetics on social isolation stress and dysosmia
 in cancer-bearing mice

Ichie KAJIWARA1），Osamu KITAJIMA1），Makoto SANO1）

創立50周年記念研究奨励金（共同研究）研究報告

図 1　埋没ペレットテスト（BPT）の手順
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図 1 埋没ペレットテスト（BPT）の手順 

 

 

 

 

 

 

 
図 2 BPT 時間の推移と比較 

 

 

 
 

 

 

 

 
図 3 嗅球腹側の HE 染色（左），嗅球腹側僧帽細胞変性数（右） 

 

 

 

 

 

 
図 4 嗅球腹側の変性細胞数と BPT 時間の関係
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非変性細胞数をカウントした。BPT時間はSteel-

Dwass検定にて統計解析し，p < 0.05を有意差あり

とした。

3．結　果

C群のBPT時間は計測期間中に明らかな変化が認

められなかったが，PV群，PD群はともに終末期に

向かい短縮した（図2左）。死亡前3日のPV群の

BPT時間（3 回の合計平均）39 秒で，リッターメイ

トの健常マウスの797 秒と比較して有意に短縮した

（図2右）。一方，PD群では256 秒とPV群と比べて

有意に延長した。嗅球腹側の変性僧帽細胞に関して

は，C群と比べてPV群で有意に増加し，その増加

はデュロキセチン投与で有意に減少した（PV: 449.9 

cells/mm2，PD: 37.9 cells/mm2，C: 0 cells/mm2）（図

図2　BPT時間の推移と比較

図3　嗅球腹側のHE染色（左），嗅球腹側僧帽細胞変性数（右）
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図 3 嗅球腹側の HE 染色（左），嗅球腹側僧帽細胞変性数（右） 

 

 

 

 

 

 
図 4 嗅球腹側の変性細胞数と BPT 時間の関係
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3）。興味深いことに，嗅球腹側僧帽細胞の変性細胞

数とBPT時間は逆相関し，変性細胞数が多い方が

BPT時間が短いことが明らかとなった（図4）。

4．考　察

BPT時間がC群に対してPV群で短縮したことは，

終末期において嗅覚過敏が誘発されたことが示唆さ

れた。一方，PV群に比べてPD群でBPT時間が延長

したことは，デュロキセチンにより嗅覚過敏が緩和

された可能性が考えられる。さらに，嗅球腹側僧帽

細胞の変性の程度とBPT時間が逆相関したことか

ら，僧帽細胞変性が嗅覚過敏を誘発し , デュロキセ

チンが僧帽細胞変性 , 嗅覚過敏を抑制したことが推

察された。現在，その詳細なメカニズムを解明する

ために，嗅球のアミン濃度を解析中である。
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梶原一絵　他

5．結　語　

膵癌マウスで生ずる嗅球腹側の僧帽細胞変性が，

嗅覚過敏の原因であることが示唆された。デュロキ

セチンは僧帽細胞変性を抑制し，嗅覚過敏を緩和さ

せた。
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