
 

 

 

 

 

 

 

 

 

博士論文 

                   

 

 

論文題目 ヒト脂肪組織由来SSEA-3陽性細胞を用いた皮膚潰瘍治療に関する研究 

 

                   

 

 

  氏  名    木下 佳保里



 

1 

 

目次 

 

略語.....................................................................2 

 

要旨.....................................................................4 

 

序文.....................................................................5 

 

方法.....................................................................7 

 

結果.................................................................... 14 

 

考察.....................................................................29 

 

引用文献.................................................................33 

 

謝辞.....................................................................41 

  



 

2 

 

略語 

DM: diabetes mellitus                  （糖尿病） 

DMEM: Dulbecco’s modified Eagle’s medium         （ダルベッコ改変イーグル培地） 

EGF: epidermal growth factor              （上皮成長因子） 

FBS: fetal bovine serum                 （ウシ胎児血清） 

bFGF: basic fibroblast growth factor            （塩基性線維芽細胞増殖因子） 

hASCs: human adipose-derived stem cells         （ヒト脂肪組織由来幹細胞） 

HGF: hepatocyte growth factor           （幹細胞増殖因子） 

KGF: keratinocyte growth factor           （表皮増殖因子） 

MACS: magnetic-activated cell sorting        （磁気細胞分離装置） 

MSC: mesenchymal stem cell            （間葉系幹細胞） 

Muse cells: multi-lineage differentiating stress enduring cells （Muse 細胞） 

NGF: nerve growth factor             （神経成長因子） 

PBS: phosphate-buffered saline           （リン酸緩衝生理食塩水） 

PDGF: platelet-derived growth factor         （血小板由来成長因子） 

PECAM-1: platelet endothelial cell adhesion molecule-1 （血小板内皮細胞接着分子 1） 

SCF: stem cell factor               （幹細胞因子） 

SDF-1: stromal cell-derived factor 1         （間質細胞由来因子 1） 

STZ: streptozotocin                （ストレプトゾトシン） 



 

3 

 

SVF: stromal vascular fraction           （間質血管細胞群） 

TGF: transforming growth factor          （トランスフォーミング増殖因子） 

TNF: tumor necrosis factor             （腫瘍壊死因子） 

VEGF: vascular endothelial growth factor       （血管内皮細胞増殖因子） 
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要旨 

本研究では、ヒト脂肪組織由来幹細胞からの SSEA-3 陽性細胞の分離法を確立し、

細胞集団の特性を分析した。次いで難治性皮膚潰瘍治療への有用性を検証した。ヒト

脂肪組織由来幹細胞に含まれる SSEA-3 陽性細胞は高い増殖因子産生能や多能性を持

つことが明らかになった。また、創傷治癒遅延マウスに皮膚潰瘍を作成した実験では、

ヒト脂肪組織由来幹細胞は上皮化促進効果を示し、SSEA-3 陽性細胞はさらに高い効

果を示した。これらの結果から、ヒト脂肪組織由来幹細胞および SSEA-3 陽性細胞は

増殖因子の放出や組織特異的細胞に分化することで創傷治癒促進に寄与し、将来的な

細胞治療の手段の一つとして有用であると考えられた。 
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序文 

骨髄移植は長い間、白血病の治療手段として用いられている[1]が、骨髄移植細胞に

含まれる間葉系幹細胞(MSC)が様々な臓器において組織特異的な細胞へ分化すること

が示されていた[2][3][4]。過去の報告において、骨髄および皮膚由来の MSC が多能性

細胞の性質を示すことは示唆されていた[2][3][5][6]が、特異的な細胞マーカーが同定

されなかったことや数が非常に少ないことから、その多能性細胞の再現には至らなか

った。2010 年に黒田ら[7]が、ヒト MSC から、間葉系マーカーの CD105 とヒト多能

性幹細胞マーカーの stage-specific embryonic antigen-3(SSEA-3)が二重陽性である特徴

的な細胞集団の単離に成功し、報告した。これらの細胞は、自己複製能(self-renew)を

持ち、単一細胞から内胚葉、中胚葉、外胚葉の三胚葉系の細胞に分化することが出来

た[7]。これらの細胞は、当初 MSC にストレスを加えた条件下で確認されたので、

multi-lineage differentiating stress enduring cells(Muse 細胞)と名付けられた。Muse 細胞は、

増殖能が高くないものの、三胚葉系の細胞への分化能を有し、テラトーマ形成を認め

ないことから、望ましくない腫瘍性増殖の可能性は低いと報告されている[7]。それゆ

え、Muse 細胞は他の多能性細胞より安全性が高く、かつ、非 Muse 細胞の MSC より

も高い治療効果を持つ可能性があると報告されている[7]。Muse 細胞は現在の所、ヒ

トとヤギ[8]以外で認められておらず、ヒトでは皮膚や皮下組織などの中胚葉系臓器や

組織の血管周囲に認められている[9][10][11]。また、Muse 細胞は全身投与された後に、

傷害部位へ遊走し、組織特異的な細胞へ分化することが、肝臓、皮膚、骨格筋におけ



 

6 

 

る動物実験で証明されている[7]。 

本研究では、骨髄および皮膚由来の MSC に SSEA-3 陽性細胞 (Muse 細胞) が含ま

れているのと同様に、MSC であるヒト脂肪組織由来幹細胞(hASCs)にも SSEA-3 陽性

細胞が含まれていると考え、hASCs からの SSEA-3 陽性細胞の分離方法の確立を試み、

その特性を in vitro にて評価した。次に、糖尿病性難治性皮膚潰瘍への治療効果を in 

vivo にて評価した。虚血状態の皮膚潰瘍は創傷治癒遅延を来たし、MSC を用いた細

胞治療の効果的な治療対象となることが予想される。Muse 細胞が他の MSC よりも優

れているかを検証する為に、本研究では Muse 細胞および非 Muse MSC の 2 種類の細

胞集団の局所投与を糖尿病免疫不全マウスの皮膚潰瘍に行なった。 
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方法 

ヒト脂肪組織由来幹細胞(hASCs)の単離および培養： 

ヒト由来検体の使用にあたり、東京大学倫理委員会の承認(承認番号 2552-(2))およ

び事前に患者から書面でのインフォームドコンセントを得て、実験を開始した。 

非肥満患者(女性 5 人、年齢 26.6±8.7 歳、BMI 21.5±2.0 kg/m
2
)から脂肪吸引手術で得

られた脂肪組織片をリン酸緩衝生理食塩水(PBS)で洗浄後、0.075%コラゲナーゼ溶液

と混和し、恒温振盪器で 200rpm、37℃、30 分間処理した。処理した溶液を遠心(760g、

5 分)して脂肪細胞と線維性組織をペレットから分離し、ペレットを回収、PBS で洗浄

後、100µm、70µm、40µm のセルストレーナーに通し、10%ウシ胎児血清(FBS)を含む

ダルベッコ改変イーグル培地(DMEM)で 37℃、5%CO2の条件下で培養した。培養過程

で接着・増殖するものを hASCs とし、第 2 継代を実験に使用した。我々の先行研究

により、第 2 継代の培養 hASCs が自己増殖して 3 胚葉分化能を維持し、間葉系幹細

胞としての性質を保持していることが確認されている[12]。 

 

Muse 細胞の分離： 

磁気細胞分離装置(MACS) (autoMACS, Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany)

を SSEA-3 陽性細胞(Muse 細胞)の分離に用いた。過去の研究で Muse 細胞は SSEA-3

陽性/CD105 陽性と報告されているが、SSEA-3 陽性 Muse 細胞のほぼ 100%が CD105

陽性である為 [7][11][13]、我々は抗 SSEA-3 抗体を用いた。anti-SSEA-3 antibody 
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conjugated with phycoerythrin (PE) (Miltenyi Biotec)と、anti-PE microbeads (Miltenyi 

Biotec)を用いると、標識された細胞は磁場に留まり、陽性細胞群として分離される。

一方、磁場に留まらなかった細胞は陰性細胞群として分離される。こうして得られた

分離陽性細胞群を「Muse-rich 群」、分離陰性細胞群を「Muse-poor 群」と定義した。

稀少細胞である Muse 細胞の純度を高めるために、MACS の分離プログラムでは、遅

い速度で磁場を二回通す、稀少細胞に適したプログラムを採用した。 

 

フローサイトメトリー解析： 

Muse 細胞分離前後における SSEA-3 陽性細胞の割合を、フローサイトメーター

(MACSQuant, Miltenyi Biotec)で解析した。抗体は、anti-SSEA-3 antibody conjugated with 

PE (Miltenyi Biotec)を用いた。 

 

サイトカイン産生分析(ELISA 法)： 

Muse-rich 群、Muse-poor 群を 60-mm ディッシュに 4.0×10
5細胞の密度で播種し、無

血清の DMEM で、各々を低酸素濃度 (1% O2)および正常酸素濃度 (6% O2)下で 48 時

間培養した。培養後、細胞上清を回収、0.22µm フィルターで濾過し、ELISA kit (R&D 

Systems, Minneapolis, MN)と Cytokine array kit (Signosis, Santa Clara, CA)を用いてサイ

トカイン産生量を測定した。サイトカインは、幹細胞増殖因子(HGF)、間質細胞由来

因子 1(SDF-1)、血小板由来成長因子(PDGF)-BB、血管内皮細胞増殖因子(VEGF)、上皮
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成長因子(EGF)、トランスフォーミング増殖因子(TGF)-β、神経成長因子(NGF)-β、幹

細胞因子(SCF)、塩基性線維芽細胞増殖因子(bFGF)、腫瘍壊死因子(TNF)-α を測定した。

吸光度は 450nm 波長をプレートリーダー(M1000, Tecan Group, Männedorf, Switzerland)

で測定した。 

 

マイクロアレイ解析： 

Muse-rich 群と Muse-poor 群の遺伝子発現の相違を調べる為に、マイクロアレイ解析

を行なった。培養 hASCs を 2mM EDTA 含有 0.25%トリプシンで 5 分間処理してディ

ッシュ表面から剥がし、細胞懸濁液を回収した。MACS 分離前の hASC をコントロー

ルとして用いる為に、一部の細胞懸濁液を ISOGEN (Nippon Gene, Tokyo, Japan)に溶解

した。残りの細胞懸濁液は MACS 分離により Muse-rich 群、Muse-poor 群に分け、そ

れぞれを同様に ISOGEN に溶解して検体とした。それぞれの検体から Total RNA を

RNeasy mini kit (QIAGEN, Hilden, Germany)を用いて抽出し、Quick Amp Labeling Kit 

(Agilent Technologies, Santa Clara, CA)を用いて蛍光標識された cRNA を合成した。標

識 cRNAは SurePrint G3 Human GE microarray 8 60K (G4851A, Agilent Technologies)とハ

イブリダイズした。マイクロアレイの読み取りは、G2505C microarray scanner、Feature 

Extraction Software (Agilent Technologies)を用いた。遺伝子発現は GeneSpring GX 12.5 

software (Agilent Technologies)で解析した。 
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動物実験： 

動物実験・動物管理は、東京大学の定めたガイドラインに沿って行なった(承認番

号 医-P13-104)。 

(1)免疫不全糖尿病マウスの作成 

5 週齢オスの免疫不全 SCID マウスを 24 時間絶食にさせた後、クエン酸緩衝液(pH 

4.5)で溶解したストレプトゾトシン(STZ; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) 150 mg/kg を腹

腔内投与した。STZ 投与 3 日後に血糖値を測定し、300mg/dl 以上で糖尿病(DM)とみ

なした(DM-SCID)。300mg/dl 以下のマウスは、2 回目の STZ150mg/kg の追加投与を行

ない、さらに 3 日後に再度血糖値を測定し、300mg/dl 以上で DM-SCID とみなした。

DM-SCID 状態で 4 週経過したマウスを後述する皮膚潰瘍モデル作成に用いた。

DM-SCID 作成の概要および血糖値推移の代表値を図 1 に示す。 

 

(2)皮膚潰瘍モデルの作成 

ペントバルビタール(65mg/kg)で麻酔し、過去の報告[14][15]と同様に、マウス背部

に皮膚全層欠損創を作成した。背部 2ヶ所に直径 6mmの潰瘍をスキンパンチ 6mm(Kai 

Industries Co., Tokyo, Japan)を用いて作成し、創部の拘縮予防に、内径 9㎜、外径 15mm、

厚さ 1mm のシリコンリング(Kyowa Industries, Saitama, Japan)を 6-0 ナイロン糸で縫着

した。創部の乾燥予防に、創傷被覆材(パーミロール®,Nitto Medical, Osaka, Japan)を用

いた。創傷治癒効果の評価の為、次の 5 つの実験群を作成した。①wild-type 群(ICR
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マウス)、②非 DM-SCID 群(SCID マウス)、③DM-SCID 群(STZ 投与による高血糖状態

の SCIDマウス)、④DM-SCIDにMuse-rich細胞を投与した群、⑤DM-SCIDにMuse-poor

細胞を投与した群である(各群 n=6)。細胞は、Muse-rich 群、Muse-poor 群共に 1.0×10
5

細胞を潰瘍作成時に潰瘍周囲へ投与した。day0、day3、day7、day10、day14 の上皮化

経過をデジタルカメラ(IXY Digital 90, Canon, Tokyo, Japan)で撮影した。写真データか

ら上皮化の割合を Photoshop CS6 (Adobe Systems, San Jose, CA)を用いて評価した。

day14 の撮影後に潰瘍組織の採取を行なった。 

 

組織学的評価： 

採取した皮膚皮下組織は、OCT コンパウンド(Sakura Finetek, Tokyo, Japan)に埋入し、

液体窒素で凍結させて、8µm 厚で切片を作成した。切片は 4%パラホルムアルデヒド

で固定後、HE 染色と免疫染色を行ない、カメラ付き蛍光顕微鏡(BioZero, Keyance, 

Osaka, Japan)で観察および撮影した。局所投与されたヒト由来細胞の同定には、0.3% 

H2O2メタノール溶液で 30 分間処理して内因性ペルオキシダーゼ活性を不活化させた

後、rabbit anti-human 58K Golgi protein (Abcam, Cambridge, UK)と donkey anti-rabbit 

IgG-horse radish peroxidase (HRP) (Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA)で反応させ

て DAB 発色で可視化した。核染色にはヘマトキシリンを用いた。蛍光免疫染色には、

1 次抗体として rabbit anti-human 58K Golgi protein、goat anti-human platelet endothelial 

cell adhesion molecule-1 (PECAM-1)[血管内皮細胞マーカー] (Santa Cruz Biotechnology, 
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Santa Cruz, CA)を使用した。2 次抗体として、donkey anti-rabbit IgG-Alexa568、donkey 

anti-goat IgG-Alexa488 (Invitrogen, Carlsbad, CA)を用いた。血管内皮細胞の染色に Alexa 

Fluor 488-conjugated isolectin GS-IB4 (Molecular Probes, Eugene, OR)を、核染色には

Hoechst 33342 (Dojindo, Kumamoto, Japan)を用いた。 

 

統計学的解析： 

結果は平均±標準偏差で表記した。2 群間の比較には Student t 検定を用いた。多群

間の比較には一元配置の分散分析後に Tukey 法による多重比較検定を用いた。ELISA

の結果には二元配置の分散分析を行ない、交互作用を認めた項目に対しては

Bonferroni 法にて単純主効果検定を行なった。両側検定で p 値が 0.05 未満の場合を統

計学的に有意とした。 
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図 1：免疫不全糖尿病マウスの作成 

(A) 免疫不全マウスへの高血糖誘発方法の概要。5 週令の免疫不全 SCID マウスを 24

時間絶食させ、STZ150mg/kg を投与した。投与 3 日後に血糖を測定し、300mg/dl 以上

の場合は追加投与せず、それ以下の場合は追加 STZ150mg/kg を投与した。さらに 3

日後に血糖測定を行なった。高血糖状態の誘発に成功したマウスは投与 4 週後に皮膚

潰瘍を作成し、創傷治癒検討の実験に用いた。 

(B) STZ 投与による血糖値の推移の代表値。高血糖が 4 週以上継続していることが認

められた。 
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結果 

(1) 培養 hASCs からの Muse 細胞の同定と分離 

hASCs は健常成人から摘出した吸引脂肪組織から得られる SVF の培養過程で得ら

れた。第 2 継代の培養 hASC には、フローサイトメトリー解析において SSEA-3 陽性

細胞(Muse 細胞)が 1.91±0.42%含まれていた(図 2)。MACS を用いることで、分離陽性

細胞を Muse-rich 群、分離陰性細胞を Muse-poor 群に分離回収することが出来、それ

ぞれの細胞群を後述するマウス創傷治癒実験に用いた。Muse-rich 群では、77.1±14.35%

がSSEA-3陽性であったのに対し、Muse-poor群では 1.20±0.6%がSSEA-3陽性であり、

これは元の hASCs に近い細胞集団だと考えられた(図 2)。 

 

 (2) 正常酸素濃度および低酸素濃度下における Muse 細胞のサイトカイ

ン産生 

Muse-rich 群と Muse-poor 群における培養 48 時間経過後のサイトカイン濃度を、正

常酸素濃度(6% O2)および低酸素濃度(1% O2)の条件下で比較した(図 3)。6%の正常酸

素濃度条件下で、Muse-rich 群は Muse-poor 群と比較し PDGF-BB、TGF-β、NGF-β、

SCF、bFGF、TNF-α を有意に多く産生していた(F 値: PDGF-BB: 425.91、TGF-β: 589.15、

NGF-β: 780.25、SCF: 462.90、bFGF: 271.10、TNF-α: 1494.22、自由度: 1)。加えて、

PDGF-BB、VEGF、EGF、TGF-β、NGF-β、SCF、bFGF、TNF-α では、Muse-rich 群に

おいて1%の低酸素濃度下で正常酸素濃度下よりも産生が亢進し、Muse-rich群と1%O2
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での交互作用が認められた(F 値: VEGF: 8.59, EGF: 552.10, PDGF-BB: 735.48, NGF-β: 

913.60, SCF: 53.62, TNF-α: 6.26, bFGF: 616.75, TGF-β: 339.73、自由度: 1)。 
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図 2：MACS を用いた Muse 細胞濃縮前後における SSEA-3 陽性細胞のフローサイト

メトリー解析 

培養 ASCs は約 1-2%の SSEA-3 陽性細胞を有していた。SSEA-3 陽性細胞を濃縮す

る為に、MACS を用いて分離した(左下は陰性コントロール)。MACS 分離後の分離陽

性細胞群と陰性細胞群は、それぞれ Muse-rich 群、Muse-poor 群として、続く実験に用

いた。 
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図 3：低酸素濃度および正常酸素濃度下における Muse-rich 群と Muse-poor 群の増殖因

子産生能の ELISA 解析 

低酸素濃度(1% O2)および正常酸素濃度(6% O2)での 48 時間培養条件下における増殖

因子産生量の相対値をELISA法で測定し、解析した(各群n=3)。測定項目はHGF、SDF-1、

PDGF-BB、VEGF、EGF、TGF-β、NGF-β、SCF、bFGF、TNF-α である。Y 軸は 450 nm

波長の吸光度を示している。各測定項目における酸素濃度と細胞種類の交互作用の検

定結果を記す(F 値; HGF: 3.54, SDF-1: 339.74, PDGF-BB: 735.48, VEGF: 8.59, EGF: 

552.10, TGF-β: 339.73, NGF-β: 913.60, SCF: 53.62, bFGF: 616.75, TNF-α: 6.26、自由度; 

全項目: 1)。PDGF-BB、VEGF、EGF、TGF-β、NGF-β、SCF、bFGF、TNF-α では、Muse-rich

群において低酸素濃度条件下で産生が亢進し、両要因の交互作用が認められた。HDF

では交互作用を認めず(p=0.09)、SDF-1 では負の交互作用を認めた。  
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(3)遺伝子発現の比較 

Muse-rich 群と Muse-poor 群における遺伝子発現の比較をマイクロアレイで行なっ

た。遺伝子オントロジー解析において、両群の違いが示された。例えば、Blood vessel 

morphogenesis 関連遺伝子は Muse-rich 群で高発現し、mitotic cell cycle 関連遺伝子は

Muse-poor 群で高発現していた。また、Muse-rich 群では、NANOG や Sox2 を含む多

能性マーカーが高発現し(図 4)、過去の報告と同様であった[7]。さらに、Muse-rich 群

では、SDF-1、PDGF-A、EGF、VEGF-A を含むサイトカイン/増殖因子が高発現して

いた。本研究で得られた全てのマイクロアレイデータは、National Center for 

Biotechnology Information Gene Expression Omnibus database (Accession No. GSE55526)

に収められている。 
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図 4：Muse-rich 群と Muse-poor 群における遺伝子発現のマイクロアレイ解析 

多能性幹細胞マーカーと増殖因子・受容体におけるヒートマップを示す。NANOG や

SOX2 を含む多能性幹細胞マーカーは Muse-rich 群で高発現を認めた。Muse-rich 群は

PDGF-A、EGF、VEGF-A といった増殖因子遺伝子においても高発現を認めた。 
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(4)STZ 投与による DM-SCID マウスの作成 

STZ は膵臓 β 細胞を傷害し、1 型 DM を引き起こすが、STZ の用量や投与方法につ

いては過去の報告で統一されていなかった[16][17][18]為、本研究でも検討を行なった。

200mg/kg の STZ 投与を行なった所、SCID マウスは著明な体重減少と代謝異常をきた

し、1 週以内の死亡が認められた。しかし、投与量を 150mg/kg に減量して 24 時間の

絶食下に投与を行うと、高血糖状態(血糖値 300mg/dl 以上)が持続したまま 30 日以上

の生存が認められた(図 1B)。DM-SCID マウスは、1 回の STZ 投与で 31%、2 回の STZ

投与で 44.8%が成功した。高血糖状態が 4 週継続した DM-SCID マウスを創傷治癒実

験に用いた。 

 

(5)DM-SCID マウスにおける細胞投与による創傷治癒効果 

創傷治癒経過を図 5 に示す。Wild-type(WT)マウス(n=6)や非 DM-SCID マウス(n=6)

と比較して、DM-SCID マウス(n=6)は有意に上皮化遅延が認められた。WT マウスと

非DM-SCIDマウスは、それぞれday7で56.9±12.0%、67.5±6.5%に縮小したが、DM-SCID

マウスは 95.4±3.1% であった(WT vs. DM-SCID; P<0.0001)。Day14 においても、

DM-SCID マウスは WT マウスや非 DM-SCID マウスと比較し、有意な上皮化遅延を認

め、免疫不全動物の創傷治癒遅延モデルとして妥当であると考えられた。 

次に、DM-SCID マウスの皮膚潰瘍に Muse-rich 群もしくは Muse-poor 群を局所投与

した。その結果、Muse-rich 群を投与した DM-SCID マウス(n=6)は、Muse-poor 群を投
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与した DM-SCID マウス(n=6)と比較して有意な上皮化促進が認められた。Day7 にお

ける創縮小は、Muse-rich 投与マウス 51.05±7.2%、Muse-poor 投与マウス 74.0±6.6%で

あった(P<0.0001)。Muse-poor 群を投与した DM-SCID マウスにおいても、細胞非投与

の DM-SCID マウスと比較して有意な上皮化促進効果を認めた。Muse-rich 投与マウス

は、WT マウスと比較しても上皮化促進を認めた。ヒアルロン酸のみを投与している

コントロール群と比較し有意な上皮化促進効果が認められ、細胞投与による効果と考

えられた。 

  



 

23 

 

 

 

  



 

24 

 

図 5：各マウス群における創傷治癒経過写真と総面積の経時的グラフ 

直径 6mm 大の皮膚潰瘍の上皮化経過を 14 日間観察評価した。創面積は元の面積を

100%とし、縮小した割合をデジタルイメージソフトで解析し、経時的グラフに示し

ている。DM-SCID マウスは WT マウスや SCID マウスと比較して有意な創傷治癒遅

延を認めている。DM-SCID マウスに Muse-rich 群を投与したマウスは有意な上皮化促

進を認めた。また、Muse-poor 群を投与した DM-SCID と比較しても有意な上皮化促

進効果を認めている((各群 n=6). *: P<0.05)。 
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(6)投与したヒト由来細胞の免疫組織学的追跡 

Muse-rich 群投与マウスおよび Muse-poor 群投与マウスの Day14 における皮膚皮下

組織検体での免疫組織所見で、ヒトゴルジ体陽性細胞、つまり投与されたヒト由来細

胞を創部位に認めた(図 6)。しかしながら、周囲の正常組織には認められなかった。

ヒトゴルジ体陽性細胞は、Muse-rich 群投与マウスの切片において、Muse-poor 群投与

マウスの切片と比較して有意に多く認められた (Muse-rich: 71.4 ± 4.6 cells/mm
2
, 

Muse-poor: 34.2 ± 4.6 cells/mm
2
 (P=0.0006))。また、表皮の厚さについても Muse-rich 群

の方が有意に厚かった(Muse-rich: 44.7±8.9µm, Muse-poor: 33.7±9.5µm (P=0.0053))。真

皮浅層ではヒトゴルジ体陽性細胞は PECAM-1 にも陽性であった(図 7)。PECAM-1 陽

性細胞数は両群で有意差を認めなかった(Muse-rich: 186.1 ± 9.8 cells/mm
2
, Muse-poor: 

156.7 ± 13.9 cells/mm
2
 (P=0.144))が、ヒト由来細胞における PECAM-1 陽性細胞の割合

は、Muse-rich 群で有意に高かった(Muse-rich: 22.8 ± 3.2 %, Muse-poor: 12.5 ± 1.1 % 

(P=0.02))。これらの結果から、投与された Muse 細胞は、真皮内に生着し、血管内皮

細胞やその他の細胞へ分化していることが示唆された。 
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図 6：Muse-rich 群もしくは Muse-poor 群を投与した DM-SCID マウスのヒトゴルジ体

発現の免疫組織学的所見 

(a)Muse-rich 群投与後の非創部（正常組織）における強拡大像、(b-d) Muse-rich 群投与

後の創部における強拡大像。(e) Muse-poor 群投与後の非創部（正常組織）における強

拡大像、(f-h) Muse-poor 群投与後の創部における強拡大像。ヒトゴルジ体陽性細胞は

投与したヒト由来細胞と見なすことが出来、Muse-rich 群、Muse-poor 群双方において

創周囲に陽性細胞を認めた。しかしながら、両群ともに非創部（正常組織）には認め

られなかった。投与したヒト由来細胞は、Muse-rich 群において有意に多く認められ

た(P=0.0006)。表皮厚は Muse-rich 群で有意に厚かった(P=0.0053)。(n=6,＊: p<0.05) 
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図 7：Muse-rich 群を投与した DM-SCID マウスの免疫組織学的所見 

ヒト特異的タンパク質(ヒトゴルジ体)と血管内皮細胞マーカー(PECAM-1 もしくは

isolectin)による二重免疫組織染色を行なった。ヒトゴルジ体陽性細胞は PECAM-1 も

しくは isolectin 陽性の細胞もあり、血管内皮細胞へも分化していることが示唆された

PECAM-1 陽性細胞数は Muse-rich 群および Muse-poor 群において有意差はなかった

(p=0.144)が、ヒト由来細胞は Muse-rich 群において有意に多かった(p=0.02)。 
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考察 

本研究において、我々は Muse 細胞の分離および濃縮に多能性幹細胞マーカー

SSEA-3 を用いた。過去の報告でも Muse 細胞はヒト脂肪組織から得られており、

(adipose Muse[11]や Muse-AT[10]と呼称され、我々は Muse ASC と呼称する。)得られ

た細胞はCD105も陽性で、単一細胞から三胚葉系への分化を認めている[11]。加えて、

ヒト真皮線維芽細胞からも Muse 細胞は SSEA-3 のみで十分に分離が可能であり、ほ

ぼ全ての真皮線維芽細胞由来の Muse 細胞が CD105 陽性であった[7][13]と報告されて

いることから、我々の Muse ASC も同様の細胞集団と考えられる。過去の報告では、

Muse 細胞の分離に fluorescence-activated cell sorting (FACS)やストレス負荷を用いてい

た[7][10][13][19][20][21]が、我々は auto MACS を用いて濃縮分離に成功した。前実験

として、抗体反応および回収プログラムの最適化を図り、高純度で回収する方法を確

立した。回収プログラムは、ゆっくりと磁場を二度通して稀少細胞に適したプログラ

ムを採用した。MACS での Muse 細胞分離は、完全ではない(90%)が、簡便であり、

短時間で大量の細胞を処理出来る上、FACS やストレス負荷での方法に劣らない純度

を得られる為、最も実用的な方法であると考えられる。Muse 細胞は、最初にストレ

ス耐性細胞として発見された[7]が、ストレス負荷をかけなくても SSEA-3 陽性細胞と

して分離すれば同様の細胞集団を得られることが報告された[11][13]。しかしながら、

十分量の Muse 細胞を培養増幅するのは未だ困難で、本研究においても、数百枚単位

のディッシュを用いて hASCs の接着培養を行ない、実験に必要量の Muse 細胞を確保
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した。効率的に培養増幅する方法の開発が実用化に向けて望まれる。 

本研究において、Muse-ASC細胞は、非 Muse-ASC (hASCsとほぼ同等と考えられる。) 

と比較し、糖尿病マウスの難治性皮膚潰瘍における上皮化促進に有用であった。加え

て、Muse-rich 群を投与された皮膚潰瘍の上皮化後の表皮は、Muse-poor 投与群のそれ

のよりも重層化していた。また WT の非糖尿病マウスと比較しても早期の上皮化を認

めた。ヒト由来の Muse 細胞の効果を調べる為、我々は免疫不全 SCID マウスを用い

た。さらに、難治性潰瘍モデルを得るために、STZ を用いて糖尿病を誘発させた。こ

のマウスモデルは、非 DM-SCID と比較し創傷治癒遅延を認め、難治性潰瘍モデルと

して妥当であると考えられた。本研究で確立した DM-SCID 作成プロトコールは、約

75%で高血糖の誘発に成功し、高血糖状態は 1 年以上も持続していたことから、免疫

不全マウスの糖尿病モデルとして有用であり、他の実験でも活用が期待される。 

Muse 細胞の全身投与(静脈注射)による効果の報告はされている[7][9]が局所投与に

よる報告は我々が初めてであり、不必要な細胞遊走を避け、細胞濃度を保つ為にヒア

ルロン酸を足場として用いた。投与物は、組織学的にも創部周囲の皮下組織に認めら

れ、留まっていることが確認された。ヒアルロン酸は、細胞投与の際の足場や担体と

して用いられているが、その形態(架橋もしくは非架橋)および濃度については議論の

余地があり、今後のさらなる最適化が望まれる[22][23][24]。 

Muse 細胞の創傷治癒促進効果についてはさらなる解明の余地があるが、本研究に

おいて、Muse-poor 群の hASCs においても DM-SCID の創傷治癒を促進したが、Muse



 

31 

 

細胞はさらに組織修復における効果を示し、SSEA-3 陽性の Muse ASC は、治療の可

能性を秘めた選ばれた hASCs であると考えられた。本研究の組織学的所見において、

Muse-rich hASCs は、修復された真皮に認められており、血管内皮細胞として同定さ

れるものもあった。Muse 細胞の増殖能は高くないが、腫瘍性増殖をしない多能性幹

細胞としての性質は臨床的にも有用であると考えられ[7][10][11][19]、我々の結果もそ

れを支持するものであった。 

hASCs は傷害部位に遊走し、創傷治癒過程の炎症期および増殖期に必要な PDGF、

bFGF、TGF-β、VEGFを含む増殖因子を分泌することが知られている[25][26][27][28]。

我々が行なったマイクロアレイ結果においてもPDGF-A, EGF, SDF-1がMuse-rich群で

高発現していた。加えて、NANOG を含む多能性幹細胞マーカーが高発現しているこ

とはMuse細胞の多分化能を示唆している。ELISA法の結果でもMuse細胞はPDGF-BB、

TGF-β、bFGF、TNF-αを含む増殖因子の分泌を、非 Muse 細胞に比して多く認め、特

に低酸素濃度条件下(1% O2)でさらに多く分泌されていた。PDGF-BB、TGF-β、bFGF

は創傷治癒過程における最初の凝固期に含まれ、続く一連の治癒過程を促進する[29]

ことが知られている一方で、TNF-αは急性炎症期に放出され、炎症反応カスケードの

引き金になる[30][31]。TNF-α 欠損マウスは背部皮膚全層欠損創の上皮化遅延が認め

られ[32]、TNF-αは創傷治癒に欠かせない因子[33][34]であることが分かる。これらの

結果を統合すると、Muse 細胞は低酸素などのストレス条件下でさらなる機能を発揮

し、増殖因子の分泌を介したり、細胞の一部が傷害部位の細胞へ分化したりすること



 

32 

 

で、創傷治癒に寄与すると考えられた。本研究で用いた糖尿病皮膚潰瘍は虚血や慢性

炎症状態の難治性潰瘍であり、幹細胞の減少が想定されることから、Muse 細胞がよ

り効果を発揮する対象として有用であると考えられた。 

本研究では、hASCs から分離した Muse 細胞が DM に伴う難治性皮膚潰瘍の治療に

有用であることが示され、幹細胞が枯渇した組織や虚血状態の組織の治療ツールとし

て臨床応用の可能性が示唆された。また、脂肪組織は生体内に豊富に存在するうえ、

採取に伴う負担が小さいため、皮膚や内臓組織と比較して、成人幹細胞の供給源とし

て実用的であると考えられる。hASCs は高血糖の改善[35]や免疫調整機能[36]といっ

た様々な DM 病態での治療の有用性が報告されている。hASCs は骨髄由来 MSC と共

通する生物的特徴や機能が示されており[27][37]、最近の報告によると、hASCs やそ

の他の組織に存在する MSC は骨髄由来の幹細胞/前駆細胞から供給される[38][39]と

考えられている。骨髄は幹細胞/前駆細胞の供給元として中心的存在であり、末梢臓器

の傷害時にこれらの細胞を傷害部位へ遊走させる。これらの事実を踏まえると、骨髄

由来細胞の使用は骨髄に侵襲を加えなければならない為、最小限にした方が良いこと

が示唆される。一方、hASCs は、骨髄に侵襲を加える必要はなく、脂肪組織に最小限

の侵襲を加えるだけで多量の細胞を得ることが出来る為、Muse ASC はその点でも将

来的な臨床応用に有用であると考えられた。 
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