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Ⅰ．は じ め に

　幹細胞とは二つの能力すなわち “自己複製能力” と
“多分化能力” を併せもつ細胞のことをいう．これま
でに，幹細胞としては胚性幹細胞（embryonic stem 
cell：ES 細胞）や人工多能性幹細胞（induced plu-
ripotent stem cell：iPS 細胞）が知られており，いず
れの細胞も再生医療（regenerative medicine）への
応用が期待されている．しかし，ES 細胞においては，
倫理的な理由から再生医療への応用はむずかしく，ま
た iPS 細胞においてはそのがん化の可能性から再生医
療への応用は制限されている．一方，われわれの体内
の各組織中には，ES 細胞や iPS 細胞ほどの多分化能
力はもたないが，炎症などによる組織破壊の後に組織
再生に働く体性幹細胞（somatic stem cell）が存在す
る．この体性幹細胞は，倫理的問題や発がん性を回避
しうる点で，再生医療への応用に適していると考えら

れている．ここでは，体性幹細胞の中でも，整形外科
領域や歯科領域などでの骨組織や軟骨組織あるいは靭
帯組織などの間葉系組織の再生医療への応用が期待さ
れている間葉系幹細胞（mesenchymal stem cell：
MSC）に焦点を当て，その幹細胞としての性質につ
いての最新の知見についてとりまとめて述べるととも
に，MSC の再生医療への利用にあたり問題点となる
事項をあげ，その問題点を克服するためにわれわれが
すすめている研究の概要についての解説を加えたい．

Ⅱ．MSC とは？

　MSC は骨髄や脂肪組織などに存在し，プラスチッ
ク製の培養プレートの表面に接着して増殖しコロニー
を形成する性質を有しており，また CD73（ecto─5’─
nucleotidase），CD90/Thy1 な ら び に CD105/endog-
lin/SH2 などの細胞表面マーカーを発現するが，
CD34，CD45 や HLA─DR などの造血性細胞表面マー
カーは発現しない 1，2）．加えて，近年 CD146 あるいは
CD271/low-affinity nerve growth factor receptor
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（LNGFR）についても MSC の細胞表面マーカーとし
て認識されている 3）．さらには，MSC は骨芽細胞

（osteoblast），脂肪細胞（adipocyte）ならびに軟骨芽
細胞（chondroblast）に分化する能力を有しているこ
とが知られている 4）．なお，骨髄中に含まれる MSC
の割合は全細胞中の 0.001～0.01％ と非常に少なく 5），
また脂肪組織中に含まれる MSC の割合は全細胞中の
3％ 程度と，骨髄中よりもかなり多くの MSC が含ま
れていると報告されている 6）．MSC の分離について
は，骨髄組織や脂肪組織由来の細胞集団より，細胞表
面の MSC マーカーに対する特異的な抗体を用いて
MSC を蛍光ラベルしたうえで，セルソーターを用い
て選別する方法が一般的である．このほかにも，
MSC マーカーに対する特異的な抗体が付着した磁気
ビーズと細胞集団とを混和した後，抗体を介して
MSC に結合した磁気ビーズを磁力で回収することに
より，MSC を選別する方法も用いられている．いず
れの方法による MSC の選別方法を用いても，その選
別後には組織再生を十分に担える数の MSC が得られ
るように，ex vivo での細胞培養法によりいったん
MSC を増殖させてから移植に利用することが望まし
い．し か し，一 般 的 に MSC は そ の 増 殖 に 伴 い，
stemness を失っていくことが明らかとされている．
すなわち，MSC が分裂して増えるに伴い自己複製能
力や多分化能力が低下してしまうのである 7）．このた
め，ヒト体内から取り出した MSC を利用した再生医
療を推進するためには，その stemness を失わせるこ
となく ex vivo にて増殖させる技術が必要であり，現
在いろいろな研究がすすめられている．その中でも，
最近われわれが新たに発見した MSC の stemness の
維持に働く細胞内シグナル伝達経路について解説した
い．

Ⅲ．SCRG1/BST1 系を介した新たなシグナル
伝達機構により誘導される MSC の stemness

維持効果について

　MSC の stemness，す な わ ち “自 己 複 製 能 力” と
“多分化能力” は，この細胞を用いた再生医療には不
可欠である．これまでに，転写因子である Oct4 と
Nanog は DNA メチル基転移酵素［DNA（cytosine─
5）─methyltransferase 1：Dnmt1］の発現を誘導し，
この Dnmt1 が細胞増殖抑制効果のあることが知られ
ている p16 や p21 の発現を転写レベルで抑制するこ
とにより，MSC の自己複製能力と未分化状態を維持
することが報告されている 8）．興味深いことに Wen
ら は，血 管 内 皮 前 駆 細 胞（endothelial progenitor 
cell：EPC）と MSC の共培養（細胞間接触のないト

ランスウェルを用いた共培養）では，EPC と MSC と
の可溶性成分による相互作用により，MSC の stem-
ness の維持に働く転写因子 Oct4，Sox2，Nanog なら
びに Klf4 の発現が上昇して自己複製能力と多分化能
力が維持されることを報告している 9）．また，Sukara�
wan ら は，線 維 芽 細 胞 増 殖 因 子─2（fibroblast 
growth factor─2：FGF─2）が MSC の Oct4 や Nanog
の発現を誘導することにより，自己複製能力と多分化
能力が維持されると報告している 10）．しかしながら，
MSC の stemness の維持に働く Oct4 と Nanog など
の転写因子発現量の制御システムについては不明な点
が多い．
　一方，ヤギやヒツジがスクレイピー（scrapie）に
感染すると伝達性海綿状脳症（transmissible spongi-
form encephalopathy：TSE）を呈することが知られ
ている 11）が，scrapie responsive gene 1（SCRG1）は
スクレイピーに感染して TSE を呈したマウスの脳で，
その発現が上昇する遺伝子として報告された 12）．
SCRG1 は 98 個のアミノ酸からなるペプチドであるが，
N 末端にシグナル配列を有することが知られており，
分泌タンパク質として働くことが予測されていたが，
MSC における SCRG1 の役割は不明であった．われ
われは，ヒト MSC 細胞 UE7T─13 が骨芽細胞分化す
る際に，その分化程度に応じて減少する遺伝子を
DNA マイクロアレイにより網羅的に解析したところ，
たいへん興味深いことに SCRG1 の発現が骨芽細胞分
化に伴って顕著に低下することを見出した 13）．一般
的に，細胞分化が進行すると自己複製能力が低下する
ことや，多分化能力が消失することが知られている．
そこでわれわれは，MSC における SCRG1 の機能を
明らかとするためにヒト SCRG1 リコンビナントタン
パク質を作製してこの細胞に投与し，MSC の stem-
ness や組織再生能力にどのように影響するかについ
て調査した．
　MSC の細胞移動能力の低下は，この細胞の老化の
度合（stemness の低下の程度）と密接に関係してい
ることが知られている 14）．また MSC の細胞移動能力
は，MSC の組織再生能力を反映するものとしても認
知されている 15）．そこで，われわれはヒト SCRG1 リ
コンビナントタンパク質が MSC の移動能力にどのよ
う な 影 響 を 与 え る か に つ い て 調 査 し た．ま ず，
SCRG1 が一般的に細胞の移動能力の発現にかかわる
細胞内シグナル伝達分子として知られる extracellular 
signal-regulated kinase（ERK），c─jun N─terminal 
kinase（JNK）な ら び に phosphoinositide 3─kinase

（PI3K）/AKT の活性化 16）にどのような影響を及ぼす
か調査したところ，SCRG1 によりこれらの分子の活
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性化（リン酸化）が誘導されることが明らかとなっ
た 13）．さ ら に，SCRG1 は MSC の 細 胞 移 動 能 力 を
AKT/focal adhesion kinase（FAK）依存的に促進す
ることが判明した．これらの結果は，SCRG1 が MSC
においてオートクリン（autocrine）あるいはパラク
リン（paracrine）的に働いて，MSC の細胞移動能力
を促進することにより，その組織再生能力を高めるよ
うに働くことを示唆するものである．
　次に，これまでに SCRG1 による刺激を細胞内に伝
える細胞膜上の受容体の存在について明らかとした例
がなかったことから，われわれはこの受容体を同定す
べく研究をすすめた．興味深いことに，MSC を骨芽
細胞誘導培地により刺激し，骨芽細胞に分化誘導した
細胞に SCRG1 を与えても，先に述べた ERK，JNK
ならびに PI3K/AKT の活性化が認められなかったこ
とから，MSC における SCRG1 の受容体は，SCRG1
と同様に骨芽細胞分化が進行することに伴い，その発
現が減少するものと推測した．そこで，ヒト MSC 細
胞 UE7T─13 が骨芽細胞分化する際に，その分化程度
に応じて発現が大きく減少する遺伝子群のうち，細胞
膜タンパク質をコードする遺伝子を調査したところ 2
種類存在することが判明した．すなわち，bone mar-
row stromal cell antigen 1（BST─1）と hyaluronan 

synthase 2（HAS2）という分子である 13）．BST─1 は
グリコシルホスファチジルイノシトール（glycosyl
phosphatidylinositol：GPI）アンカーを介して細胞膜
に係留される糖タンパク質であり 17），好中球の細胞
膜に存在して，その血管内皮への結合や血管内皮上で
の細胞移動ならびに血管からの漏出にかかわることが
報告されている 18）．一方，HAS2 は HAS ファミリー

（HAS1〜3）に属しているが，いずれの HAS も細胞
膜貫通ドメインを有するタンパク質として知られてお
り 19），またヒアルロン酸を合成する酵素として報告
されている 20）．
　次に，これらの 2 種類の細胞膜タンパク質のいずれ
が MSC における SCRG1 受容体として機能するのか
を明らかにするための調査を実施した．まず，UE7T
─13 細胞における BST─1 と HAS2 の発現を siRNA で
ノックダウンしたところ，BST─1 をノックダウンし
た場合にのみ SCRG1 により誘導される ERK や AKT
のリン酸化（活性化）が抑制されることが判明した．
この結果より，SCRG1 の受容体は HAS2 ではなく
BST─1 であることが示唆されたため，UE7T─13 細胞
で FLAG タグを付与した SCRG1 を強発現させた後に
抗 FLAG 抗体を用いた免疫沈降法により SCRG1 と共
沈 す る タ ン パ ク 質 を 調 査 し た と こ ろ，BST─1 が

図 1．SCRG1 と BST─1 による新たな MSC の stemness 維持機構
SCRG1 は MSC より分泌された後に，オートクリン（autocrine）あるいはパラ
クリン（paracrine）的に働いて細胞膜上の受容体としての BST─1 と結合する 13）．
また，SCRG1 の免疫沈降に伴い，BST─1 に加えてインテグリンβ1 が共沈する
ことから，SCRG1/BST─1 による細胞内シグナル伝達にはインテグリンαとイ
ンテグリンβ1 がかかわるものと考えている．SCRG1 は MSC の BST─1 に結合
することにより，この細胞の増殖に伴い低下する stemness（細胞複製能力，骨
芽細胞分化能力ならびに細胞移動能力）を FAK や PI3K/AKT 依存的に維持する
ように働く 13）．

MSCのstemnessの維持

細胞膜
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SCRG1 と結合することが確認された．さらに，この
細胞で BST─1 をノックダウンした場合には，FAK
の リ ン 酸 化（活 性 化）が 抑 制 さ れ る と と も に，
SCRG1 により促進される細胞移動能力が低下するこ
とが判明したことから，BST─1 は SCRG1 の受容体と
して働き，SCRG1/BST─1 系により活性化される細胞
内シグナルは，FAK を介して MSC の細胞移動能力
を正に調節することが示唆された（図 1）．さらに興
味深いことに，通常は継代数の増加（細胞分裂の回数
の増加）に伴い低下する骨髄由来初代培養 MSC の細
胞移動能力が，SCRG1 の投与により維持されること
が判明した．
　近年，コロニー形成単位（colony-forming unit：
CFU）が高値を示す MSC，すなわちコロニー形成能
力が高い MSC は，細部表面マーカー CD271/LNGFR
や CD90/Thy─1 の 発 現 が 認 め ら れ，ま た 同 時 に
CD106/vascular cell adhesion molecule─1（VCAM─
1）の発現量が高いことが報告された．さらに，この
CD271/LNGFR（陽性），Thy─1（陽性）および CD106/�
VCAM─1（強陽性）の MSC は，自己複製能力と多分
化能力の高い MSC，すなわち高い stemness を有す
る MSC であることが知られている 21）．そこでわれわ
れは，SCRG1 が骨髄由来初代培養 MSC の CD271/
LNGFR，CD90/Thy─1 ならびに CD106/VCAM─1 の
発現にどのように影響するかについて調査した．フロ
ーサイトメトリーを用いた実験結果より，SCRG1 は
こ の 細 胞 に お け る CD90/Thy─1 な ら び に CD106/
VCAM─1 の 発 現 に は 影 響 し な か っ た が，CD271/
LNGFR の発現を増強することが判明した．さらに，
通常は継代数の増加に伴い低下する骨髄由来初代培養
MSC の増殖能力や骨芽細胞分化能力が SCRG1 の投
与により維持されることが判明した 13）．興味深いこ
とに，SCRG1 は通常は継代数の増加に伴い低下する
骨髄由来初代培養 MSC の脂肪細胞分化能力について
は影響を及ぼさないことから，SCRG1 が増殖期の骨
髄由来初代培養 MSC に対して示す分化能力維持効果
は，この細胞の骨芽細胞分化に特化されたものなのか
もしれない．
　これらの結果から，今回新たに発見された SCRG1/
BST─1 を起点とした細胞内シグナルは増殖期にある
MSC において，その増殖能力，細胞移動能力ならび
に骨芽細胞分化能力の維持に働く可能性が示唆された．
われわれは，SCRG1 を利用すれば，骨芽細胞分化能
力が維持されたままの MSC を ex vivo にて大量に増
殖させられる可能性があると期待している．そして，
もしこのような MSC の ex vivo での大量調製が可能
になれば，MSC を用いた骨組織再生療法が広範囲の

骨欠損に対しても適用しうるのではないかと考えてい
る．

Ⅳ．細胞間接着因子が MSC の stemness に 
与える影響について

　Wang らは，ヒト初代培養 MSC を三次元培養する
と，細胞同士の接着によりスフェロイド塊を形成する
が，このスフェロイド塊を形成した MSC に骨芽細胞
分化や脂肪細胞分化を誘導すると，通常の二次元培養
で分化誘導したときに比べて，骨芽細胞や脂肪細胞の
分化マーカーの発現が上昇したことを報告してい
る 22）．この報告により，MSC 同士の細胞間相互作用
とくに細胞間接着が，この細胞の stemness に影響す
る可能性が予測された．そこでわれわれは，UE7T─
13 細胞がどのような接着機構を有しており，その接
着機構が，この細胞の stemness にどのように影響す
るのかについて調査した．まず，細胞間接触が困難な
低密度二次元培養と細胞間接触が容易な高密度二次元
培養との間で，細胞間接着因子の発現の変動について
プライマーアレイを用いて網羅的に解析した．低密度
二次元培養と比較して，高密度二次元培養でその発現
がもっとも高まる細胞間接着因子は CD106/VCAM─1
であることが明らかとなった 23）．CD106/VCAM─1
は血管内皮細胞の表面に存在し，白血球表面の VLA─
4/integrin α4β1 や，lymphocyte Peyer’s patch adhe-
sion molecule（LPAM）/integrin α4β7 と結合するこ
とにより，白血球の血管外への溢出にかかわることが
知られている 24）．われわれは，フローサイトメトリ
ーを用いて UE7T─13 細胞表面に integrin α4 が発現
していることを確認している．このことから，高密度
二 次 元 培 養 下 で 生 育 す る MSC 同 士 の 接 着 に は
CD106/VCAM─1 と integrin α4 とがかかわるものと
推測している．
　一方，CD106/VCAM─1 の発現は炎症性サイトカイ
ン（interleukin─1beta：IL─1βや tumor necrosis fac-
tor─alpha：TNF─α）により正に調節されることが明
らかにされている 25）．また，この炎症性サイトカイ
ンによる CD106/VCAM─1 発現促進効果は転写因子
として知られる nuclear factor─kappa B（NF─κB）
を介することが明らかとされている．次にわれわれは，
UE7T─13 細胞において，高密度二次元培養により誘
導される CD106/VCAM─1 発現促進効果が NF─κB を
介したシグナル伝達系によるものであることを NF─�
κB 経路の阻害剤を用いて確認した．しかし，先に述べ
た CD106/VCAM─1 と integrin α4 による UE7T─13
細胞間接着機構，あるいはそのほかの細胞間接着機構
が NF─κB の活性やその後の CD106/VCAM─1 の発現
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にどのように影響するかは明らかとされていなかった．
　最近になり，血管内皮細胞表面にある接着分子とし
て知られる vascular endothelial cadherin（VE─cad-
herin）を介した血管内皮細胞間の結合が，この細胞
における CD106/VCAM─1 の発現を誘導するという
報告がなされた 26）．たいへん興味深いことに，この
VE─cadherin を介した細胞間結合により，近隣の血
管 内 皮 細 胞 増 殖 因 子 受 容 体（vascular endothelial 
growth factor receptor：VEGFR）がリガンド非依存
的に活性化され，その後の Shc の活性化と，それに
引き続き起こる NF─κB の活性化依存的に血管内皮
細胞における CD106/VCAM─1 の発現を誘導した．
そこでわれわれは，高密度培養された UE7T─13 細胞
においても同様な CD106/VCAM─1 発現誘導機構が
存在するのではないかと予測して研究をすすめた．
cadherin は細胞膜貫通型のタンパク質であり，Ca2＋

依存的に cadherin 同士で結合することが知られてい
る 27）．とくに間葉系細胞では，neural cadherin（N─
cadherin）の発現が認められていることから，高密度
培養環境下での MSC 同士の N─cadherin による結合
が，近隣の受容体のリガンド非依存的な活性化を誘導
し，この活性化された受容体が誘導する細胞内シグナ

ルが最終的に CD106/VCAM─1 の発現を誘導するの
ではないかとの仮説が立てられた．VEGFR はその構
造上の類似性からチロシンキナーゼ型受容体（recep-
tor tyrosine kinase：RTK）ファミリーに属すること
が知られている 28）．そこでわれわれは，UE7T─13 細
胞間における N─cadherin 同士の結合により活性化さ
れる近隣の分子は，このチロシンキナーゼ型受容体フ
ァミリーに属するであろうと予測し，種々のチロシン
キナーゼ型受容体に対する阻害剤を高密度環境下で培
養された UE7T─13 細胞に投与し，CD106/VCAM─1
の発現がどのように変化するのか調査した．興味深い
ことに，投与した RTK 阻害剤のうちで血小板由来成
長 因 子（platelet-derived growth factor：PDGF）受
容 体（PDGFR）阻 害 剤 の み が，高 密 度 環 境 下 の
UE7T─13 細胞で認められる CD106/VCAM─1 の発現
誘導を抑制した 29）．PDGFR は構造の類似するα型

（PDGFRα）とβ型（PDGFRβ）の 2 種類が存在する
ことが知られており，PDGF への結合の際には，
PDGFRα/PDGFRα，PDGFRα/PDGFRβ，あ る い は
PDGFRβ/PDGFRβの 3 種類の受容体ダイマーを形成
することが報告されている 30）．一方，PDGF は A 鎖，
B 鎖，C 鎖ならびに D 鎖によるダイマーからなり，

図 2．N─cadherin による細胞間接着による新たな MSC の stemness 維持機構
Liu らは，血管内皮細胞表面に存在する接着分子として知られる VE─cadherin を
介した細胞間結合により，近隣の VEGFR がリガンド非依存的に活性化され，そ
の 後 の Shc の 活 性 化 と そ れ に 引 き 続 き 起 こ る NF─κB の 活 性 化 依 存 的 に
CD106/VCAM─1 の発現を誘導することを報告した 26）．一方われわれは，MSC
で発現する N─cadherin が血管内皮細胞における VE─cadherin と同様に働いて，
PDGFRβをリガンド非依存的に活性化することにより CD106/VCAM─1 の発現
を誘導することを明らかにした 29）．LNGFR（陽性），Thy─1（陽性），CD106/
VCAM─1（強陽性）の MSC は，自己複製能力と多分化能力の高い MSC，すな
わち高い stemness を有する MSC であることが知られている 21）ことから，わ
れわれは MSC 同士の N─cadherin を介した細胞間接着がこの細胞の stemness
維持のために働くものと考えている．
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P
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PDGFR のリガンドとしては PDGF─AA，PDGF─AB，
PDGF─BB，PDGF─CC ならびに PDGF─DD の 5 種類
が報告されている 30）．
　次に，PDGFRαあるいは PDGFRβのいずれが高密
度環境下の UE7T─13 細胞で活性化される分子である
のかを明らかとするために，それぞれの遺伝子発現を
siRNA によりノックダウンした際の，UE7T─13 細胞
における CD106/VCAM─1 の発現に対する影響を調
査した．その結果，PDGFRβをノックダウンした場
合にのみ，高密度環境下の UE7T─13 細胞で認められ
る CD106/VCAM─1 の発現誘導が抑制された．加え
て，この細胞に細胞内ドメインの欠如した N─cad-
herin（細胞内シグナル伝達機能のない N─cadherin）
を大量発現すると，正常な N─cadherin に対するドミ
ナントネガティブ的に働いて，高密度環境下の UE7T
─13 細胞で認められる CD106/VCAM─1 の発現誘導が
抑制された．また，PDGFRβに結合することが知ら
れている PDGF─BB をこの細胞に投与すると，細胞
増殖能力は促進されるが，CD106/VCAM─1 の発現に
は関与しないことも明らかとなった．
　これらの結果から，高密度環境下の MSC では N─
cadherin を介した細胞間結合により近隣の PDGFRβ
がリガンド非依存的に活性化され，活性型 PDGFRβ
により誘導される細胞内シグナルによって CD106/
VCAM─1 の発現が誘導されることが示唆された（図
2）29）．これまでの結果から，われわれは，MSC を ex 
vivo にて大量培養する際には，低密度の播種による
継代培養を避けることがこの細胞の stemness 維持の
ために重要であると考えている．

Ⅴ．MSC を利用した細胞治療による新たな消
炎療法開発の可能性について

　MSC は多分化能力を有する体性幹細胞として，再
生医療における細胞治療への応用が期待されているこ
とは前述のとおりであるが，骨髄中での MSC は造血
幹 細 胞（hematopoietic stem cell：HSC）の ニ ッ チ

（niche）として働き，HSC の増殖能力や各血球細胞
への多分化能力を維持したまま生育させる役割を担っ
ていることも知られている 31）．加えて，MSC は NK
細胞（natural killer cell）や T 細胞（T lymphocyte）
の増殖を抑制し，抗原提示細胞としての樹状細胞

（dendric cell：DC）の成熟度を低下させ，B 細胞（B 
lymphocyte）の機能を抑制するなどして免疫抑制的
に働くことが注目されている 32）．
　急性移植片対宿主病（graft versus host disease：
GVHD）は，移植された組織由来の T 細胞（ドナー
由来）が免疫的に働いてレシピエント側の組織に強い

炎症を引き起こし破壊する病態を示す 33）．また興味
深いことに，慢性 GVHD では，このドナー由来 T 細
胞が引き起こす炎症に加え，通常は排除されるべき自
己反応性 B 細胞の生存の亢進が認められることが報
告されており，自己抗体による炎症性組織破壊が伴う
ことが知られている．これらの GVHD による炎症を
治癒させるためには，ステロイド剤，免疫細胞に働い
て免疫抑制効果をもたらすチロシンキナーゼ阻害剤や
プロテアソーム阻害剤あるいは免疫細胞の炎症巣への
ホーミングを抑制する抗インテグリンモノクローナル
抗体薬などが，患者の GVHD 重症度（Grade Ⅰ～Ⅳ）
に合わせて投与されている 33）．近年，これらのステ
ロイドや免疫抑制剤による抗 GVHD 療法にかわって，
MSC の免疫抑制的な働きを利用した細胞治療による
抗 GVHD 療法が第Ⅰ相あるいは第Ⅱ相の臨床試験と
して全世界的に実施されており 34），MSC による細胞
治療が GVHD の治療法として効果をあげた例がこれ
までに複数報告されている 35～37）．興味深いことに，
上記のような抗 GVHD 薬剤療法では著効が認められ
なかった症例に効果があることが示されており，
MSC による抗 GVHD 療法の有用性が明らかとされて
いる．
　一方，MSC 以外で免疫反応を抑制する働きを有す
る細胞として，制御性 T 細胞（regulatory T cell：
Treg）が知られている 38）．一般的に，Treg 細胞は，
CD4 陽性の T 細胞の中の特種な画分であり，inter-
leukin 2（IL─2）受容体（CD25）と転写因子である
forkhead box P3（FoxP3）を発現している細胞とし
て知られている．抗原刺激を受けていないナイーブ
T 細胞は末梢組織において抗原提示細胞からの刺激
を受けると種々の T 細胞に分化するが，とくに Treg
細胞への分化には IL─2 や TGF─βによる刺激が重要
であることが知られている 39）．また，Treg 細胞は，
T 細胞，B 細胞，NK 細胞ならびに抗原提示細胞の増
殖や機能を抑制することにより，局所の免疫反応を抑
制することが知られている．また，Treg 細胞による
これらの免疫抑制効果の多くは，この細胞からの免疫
抑制性サイトカイン IL─10 や TGF─βの分泌によるも
のであることがわかっている 40）．Treg 細胞がこのよ
うな性質を有するため，Treg 細胞を造血幹細胞移植
時に発症する GVHD の治療に利用しようとする臨床
試験が開始されている 38）．
　このほか，抗炎症性マクロファージ（M2─macro-
phage：M2─MΦ）による免疫抑制効果が最近注目さ
れている．一般的に，マクロファージは 1 型ヘルパー
T 細胞（type I helper T cell：TH1）より分泌される
interferon（IFN）─γや lipopolysaccharide（LPS） の
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刺激により炎症性 MΦ（M1─macrophage：M1─MΦ）
に分極化し，2 型ヘルパー T 細胞（type Ⅱ helper T 
cell：TH2）より分泌される IL─4 や IL─13 の刺激に
より M2─MΦに分極化することが知られている 41）．
M1─MΦは，一酸化窒素（nitric oxide：NO），活性
酸素（reactive oxygen species：ROS），TNF─αなら
びに IL─1βなどを分泌することにより炎症反応を惹
起し促進させるが，それに反して M2─MΦは Treg 細
胞同様に免疫抑制性サイトカイン IL─10 や TGF─βを
分泌して炎症反応を抑制することが知られている．ま
た，骨粗鬆症の治療あるいは腫瘍骨転移の抑制の目的
で用いられるビスホスホネート（bisphosphonate：
BP）は，抜歯などの口腔内創傷治癒過程において，
炎症の遷延化や顎骨壊死（BP-related osteonecrosis 
of the jaw：BRONJ）を引き起こすことが知られてい
るが，マウス BRONJ モデルにて M2─MΦを腹腔内投
与したところ，炎症や顎骨壊死の症状の緩解が認めら
れた 42）．このように M2─MΦは炎症性難治性疾患を
治癒させる細胞治療に応用できると期待されている．
また，M1─MΦは TNF─αと IL─1βの作用により破骨
細胞（osteoclast：OC）による骨吸収を促進するが，
M2─MΦは IL─10 と TGF─βの作用によりこの骨吸収
を抑制することが知られており，M1─MΦあるいは
M2─MΦへの分極化のバランスにより局所の骨代謝が
制御されると理解されている 43）．
　これらの報告を総合すると，MSC を利用した細胞
治療による骨再生医療を考えた場合には，MSC の移
植治療の際の外科的処置により起こる局所の炎症を抑
制する目的ならびに炎症巣にホーミングする M1─MΦ
による骨吸収促進作用を抑制する目的で，M2─MΦの
MSC との同時移植が効率的な骨再生につながるもの
と考えている．しかし，M2─MΦを ex vivo にて大量
培養する方法は報告されておらず，M2─MΦの大量培
養技術の開発が待ち望まれている．
　最近，われわれは MSC を利用した新たな M2─MΦ
培養技術を樹立するとともに，MSC により M2─MΦ
前駆細胞としての M0─MΦをどのように増殖させ，
いかなる分子メカニズムで M2─MΦに分化誘導する
のかの一部を明らかにしたのでここに紹介する 44）．
　当初われわれは，強蛍光発現トランスジェニック

（TG）マウス 45）の骨髄から MSC を採取し，各炎症
性疾患モデルマウスに移植することにより，各炎症巣
に MSC がどのような機序でホーミングするのかを調
査する目的で研究をすすめていた．まずわれわれは，
MSC の培養環境を整えるべく，培養液や培養時の酸
素濃度などを最適化する実験を試みた．Spencer らの
報告では，マウス骨髄中の酸素濃度は 0.6～4.2％ であ

ることが明らかとされている 46）．また，Lennon らの
報告によると，通常の CO2 インキュベーターを利用
した一般的な細胞培養条件では 20％ O2，5％ CO2 の
条件下での培養となるが，5％ O2，5％ CO2 の条件下
で培養した場合のほうが，MSC の増殖能力や骨芽細
胞分化能力が上昇する 47）．これらの報告を根拠とし
て，われわれは 5％ O2，5％ CO2 の低酸素条件下で強
蛍光発現 TG マウス骨髄由来 MSC の培養を試みるこ
ととした．たいへん興味深いことに，本培養法では上
記の間葉系細胞様形態を呈する細胞群のほかにも，球
状で小型の血球様細胞群が間葉系細胞周囲に認められ
た．一 般 的 に，間 葉 系 細 胞 が prostaglandin E2

（PGE2），tumor necrosis factor-inducible gene 6 pro-
tein（TSG─6），IL─6，indoleamine 2，3─dioxygen-
ase（IDO）や TGF─β1 などの液性因子を介して M1─
MΦから M2─MΦへの分極化を誘導することが知ら
れていた 48）ので，本培養法で今回観察された球状で
増殖する小型の細胞が M2─MΦではないかと予測し
た．興味深いことに，本培養法で増殖する 2 種類の細
胞は，通常の細胞培養で用いる 20％ O2，5％ CO2 の
条件下では増殖しないため，低酸素培養法でのみ認め
られる増殖促進メカニズムの存在が示唆されている．
　次に，本培養法により増殖する間葉系細胞と血球様
細胞がそれぞれ MSC と M2─MΦであるかどうかを調
査するため，2 回継代した後のマウス骨髄由来細胞か
ら磁気ビーズで標識された抗血球細胞表面マーカー抗
体（lineage cell depletion kit）と磁気細胞分離装置
を利用して血球系細胞を分離した．たいへん興味深い
こ と に，分 離 さ れ た 血 球 系 細 胞（lineage positive 
cell：Lin（＋）細胞）をフローサイトメーターによ
り解析したところ，その 85％ の細胞が M2─MΦマー
カーとして知られる CD206/mannose receptor（MR）
を発現していることが判明した．また，血球系細胞が
分離された残りの骨髄由来細胞は，マウス MSC マー
カーである stem cell antigen─1（Sca─1）ならびに CD90/�
Thy─1 を発現し，骨芽細胞や脂肪細胞への多分化能
力を有する MSC であることが明らかとなった 44）．
　次に，本培養法ではどのような分子メカニズムで
MSC が M2─MΦの増殖を促進するのかについて調査
した．まず，MSC や Lin（＋）細胞がどのような遺
伝子発現をしているかを DNA アレイ法により網羅的
に調査し，MSC 側が発現する液性因子と血球系細胞
側が発現する受容体との組合せを比較検討したところ，
MSC が macrophage colony─stimulating factor（M─
CSF）/colony─stimulating factor 1（CSF─1）を 発 現
し，血球系細胞側が M─CSF/CSF─1 受容体を発現し
ていることが明らかとなった．M─CSF/CSF─1 は，
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単球/MΦの前駆細胞の増殖を促進することが知られ
ている 49）．われわれは，MSC の培養上清の投与によ
り増殖する Lin（＋）細胞に M─CSF/CSF─1 受容体
阻害剤を与えたところ，MSC の培養上清により促進
された Lin（＋）細胞の増殖が阻害された．これらの
結果から，低酸素骨髄由来細胞培養では MSC の分泌
する M─CSF/CSF─1 により Lin（＋）細胞の増殖が
促進されることが明らかとなった．また，低酸素培養
前の骨髄組織から分離した Lin（＋）細胞に M─CSF/
CSF─1 を作用させて増殖した細胞（この段階ではま
だ CD206/MR を発現していない）を MSC 細胞と共
培養すると，CD206/MR 陽性の M2─MΦが多数出現
することから，MSC から分泌された M─CSF/CSF─1
は Lin（＋）細胞中の M2─MΦ前駆細胞（M0─MΦ）
を増殖させることが強く示唆された 44）．加えて興味
深いことに，低酸素培養下で 2 回継代した後のマウス
骨髄由来細胞を MSC と Lin（＋）細胞に分離し，Lin

（＋）細胞単独培養，非接触性 MSC/Lin（＋）細胞共
培養（液性因子のみでの細胞間相互作用が可能）ある
いは接触性 MSC/Lin（＋）細胞共培養（液性因子の

みならず細胞接着因子などによる細胞間相互作用が可
能）を実施すると，Lin（＋）細胞単独培養，非接触
性 MSC/Lin（＋）細胞共培養における Lin（＋）細
胞での CD206/MR の発現と比較して，接触性 MSC/
Lin（＋）細胞共培養では約 5 倍の CD206/MR の発
現が認められた．さらに，Lin（＋）細胞からの抗炎
症性サイトカイン IL─10 の発現が，Lin（＋）細胞単
独培養，非接触性 MSC/Lin（＋）細胞共培養，接触
性 MSC/Lin（＋）細胞共培養の順で増加することか
ら，MSC による M2─MΦの分化誘導のためには，液
性因子以外の接着因子などによる細胞間の直接的な相
互作用が必要であることが予想された 44）．一般的に，
白血球は血管外溢出の際に血管内皮細胞膜上に発現す
る intercellular adhesion molecule（ICAM）─1 に 白
血 球 細 胞 膜 上 の leukocyte function-associated anti-
gen（LFA）─1 を介して結合することが知られてい
る 50）が，われわれは MSC が ICAM─1 を発現してい
ることや，Lin（＋）細胞が LFA─1 を発現している
ことを確認した．興味深いことに，MSC への Lin

（＋）細胞の結合が ICAM─1 に対する抗体で部分的に

図 3．MSC による新たな M2─MΦ 誘導機構
低酸素環境下（5％ O2，5％ CO2）でマウス骨髄由来細胞を培養すると，MSC と M2─MΦ の 2 種類の細胞が増
殖することが明らかとなった 44）．この培養環境下では，MSC 由来の M─CSF/CSF─1 により骨髄由来細胞中の
M2─MΦ 前駆細胞の増殖が促進されるとともに，MSC が発現する ICAM─1 と，M2─MΦ 前駆細胞が発現する
LFA─1 との間の接着性刺激により，M2─MΦ 前駆細胞が CD206/MR 陽性で IL─10 分泌能を有する M2─MΦ に
分化することが明らかとなった 44）．なお，この MSC による M2─MΦ 誘導機構の全容はまだ明らかではなく，
上記以外の液性因子や接着因子の存在についても調査中である．
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阻害されることや，接触性 MSC/Lin（＋）細胞共培
養で誘導された Lin（＋）細胞における CD206/MR
の発現が，ICAM─1/LFA─1 阻害剤により部分的に抑
制されることから，われわれは MSC と Lin（＋）細
胞との ICAM─1/LFA─1 を介した結合が Lin（＋）細
胞の M2─MΦへの分化に働くと考えている 44）（図 3）．
しかし，ICAM─1/LFA─1 阻害剤により接触性 MSC/
Lin（＋）細胞共培養で誘導された Lin（＋）細胞に
おける CD206/MR の発現が部分的にしか抑制されな
いことから，ICAM─1/LFA─1 以外の細胞接着機構が
Lin（＋）細胞の M2─MΦへの分化に働くと考えて，
この接着機構を明らかにすべく調査中である．また，
M2─MΦ前駆細胞の増殖にかかわる M─CSF/CSF─1
以外の液性因子あるいは接着因子の存在についても調

査をすすめている．今後，Lin（＋）細胞を M2─MΦ
へと分化させる MSC と，Lin（＋）細胞との細胞間
相互作用の全容を明らかにしたい．

Ⅵ．MSC を利用した骨組織再生医療の 
新たな戦略

　これまでにわれわれが発見した SCRG1 を用いた
MSC の stemness の 維 持 機 構，MSC 同 士 の N─cad-
herin を介した細胞間接着による stemness 維持機構，
ならびに骨髄由来細胞の低酸素培養下での M2─MΦ
誘導機構を総合的に医療応用につなげるための将来的
な構想について説明したい．
　MSC を再生医療に応用するには，まずは ex vivo で
のヒト由来 MSC の大量培養が必要となるが，その際

図 4．MSC を利用した骨組織再生医療の新たな戦略
ヒト由来 MSC を細胞治療としての再生医療に応用するには，ex vivo での MSC の大量培養が必要となる．図の
左に示すごとく，SCRG1 を投与すると同時に継代培養の際に播種時の細胞密度をできるだけ高くする（0.2～
1.0×105cells/cm2）こと 13，23）により CD271/LNGFR ならびに CD106/VCAM─1 の発現が高く維持された
MSC（stemness が高く維持された MSC）の大量培養を実現させたい．一方，図の右に示すごとく，将来的に
はヒト末梢血中の単球や MΦ 前駆細胞を採取後，これらの細胞と MSC との低酸素環境下（5％ O2，5％ CO2）
での接着性共培養を行い，単球や MΦ 前駆細胞の増殖を促進するとともに M2─MΦ への分化を誘導する 44）こ
とにより M2─MΦ を大量培養したいと考えている．なお，MSC による M2─MΦ 誘導機構の全容が明らかとなれ
ば，MSC に頼らずとも，ヒト末梢血中の単球や MΦ 前駆細胞から大量の M2─MΦ を誘導できるものと期待して
いる．また，骨組織再生医療では，局所の炎症反応を沈静化することにより骨吸収を抑制して骨形成を促進する
M2─MΦ を MSC と同時に移植することが有効と考えられる．現在，われわれが発見した新たな培養法により大
量培養された stemness の高い MSC と M2─MΦ とを併用した新たな骨組織再生医療の樹立を可能とすべく，
日々の研究を続けているところである．
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の MSC 増殖に伴うこの細胞の stemness（自己複製
能力と多分化能力）の低下を防ぐ目的で，図 4 左のご
とく，SCRG1 を投与しつつ，継代の際の細胞密度を
できるだけ高くすることで実現したいと考えている．
加えて，とくに骨組織の再生を考える場合には，炎症
反応を惹起することにより，骨形成を抑制して骨吸収
を促進させる M1─MΦの働きを抑え，炎症反応を阻
害することにより骨形成を促進して骨吸収を抑制する
M2─MΦの働きを活性化する必要がある．この目的の
ためには，ex vivo で M2─MΦを大量培養し，それを
骨組織再生の場に移植することが効果的であると考え
られる．将来的にはヒト末梢血中の単球や MΦ前駆
細胞を採血により採取後，これらの細胞と MSC との
接触性共培養を行い，単球や MΦ前駆細胞の増殖を
促進するとともに，M2─MΦへの分化を誘導すること
により M2─MΦを大量培養できるものと期待してい
る（図 4 右）．そして，このように大量培養された
stemness の高い MSC と M2─MΦを骨欠損部に同時
移植することにより，形成効率のよい新たな骨組織再
生医療が可能になるものと期待して，日々の研究を続
けている（図 4 中央）．
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Novel strategy for regenerative medicine with �
mesenchymal stem cells

Akira Ishisaki，Seiko Kyakumoto，Seiji Yokota，Masaharu Kamo，Naoyuki Chosa

Division of Cellular Biosignal Sciences，Department of Biochemistry，Iwate Medical University

Summary
Mesenchymal stem cells（MSCs），which are able to differentiate into osteoblasts，adipocytes，and 
chondroblasts，are known as somatic stem cells．Previous studies have demonstrated that MSCs 
reside in the bone marrow，adipose tissue，and Wharton’s jelly in umbilical cord，and retain the 
ability to regenerate bone，cartilage，blood vessel，and myocardium．
An important goal for regenerative stem cell therapy using MSCs is the successfully ex vivo pas-
sage of cells without the suppression of their stemness．It has been generally reported that propa-
gation of MSCs with ex vivo culture systems must be accompanied with a loss of stemness in the 
cells．On the other hand，surgical implantation of MSCs induces an inflammatory response in the 
surgical wound．Because inflammation promotes bone resorption by osteoclasts and suppresses 
bone formation by osteoblasts，anti-inflammatory therapy could be combined with bone regenera-
tive stem cell therapy using MSCs．
Here，we summarized our findings on the molecular mechanism underlying ex vivo propagation of 
MSCs without the suppression of their stemness，as well as the molecular mechanism underlying 
ex vivo propagation of anti-inflammatory macrophages（M2 macrophages）co-cultured with MSCs．
Our findings may aid in establishing successful bone regenerative medicine with MSCs．

Key words：mesenchymal stem cell，regenerative medicine，stemness，osteoblast，adipocyte，chondroblast，
inflammation，M2 macrophage
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