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間葉系幹細胞の分化

大　串 始＊

はじめに

　骨の中にある骨髄や骨の周囲を取り囲んでいる

骨膜には間葉系幹細胞と呼ばれる幹細胞が存在す

る．この幹細胞は種々の細胞へと分化し，特に骨

を形成する骨芽細胞や関節軟骨の構成細胞である

軟骨細胞へ分化するのはよく知られている1・2）．し

かし，これらの報告に加えて，この数年思いもっ

かない細胞へ分化する事が知られてきた．これら

には，心筋細胞，血管内皮細胞，神経細胞，肝細

胞等が含まれる（図1），もし，このような細胞への

分化を制御出来れば，種々の組織再生治療へとつ

ながり，まさに夢の医療となる可能性を秘めてい

る．本稿では，この間葉系細胞についての我々の

研究成果ならびに最近の動向について概説する．

幹細胞とは

幹細胞（stem　ce11）とは簡単に定義すると，自己

　　　　　　　　国

XXXN

複製能を有し，さらに種々の細胞へ分化する能力

を持った細胞である．当然発生初期にこの幹細胞

があり，embryonic　stem　ce11（ES細胞）と呼ばれて

いる．1998年にヒトES細胞を取り出し，培養増

殖できたことが報告されて将来の再生医学への応

用が期待されている3）．現在国際的にMHに登録

されているようなES細胞の保持機関が14機関あ

る．日本におけるヒトES細胞の樹立に関しては

京都大学の再生医科学研究所が樹立の確認を文部

科学省から確認を受けている．通常使用されうる

ES細胞は他人の細胞由来であり，この細胞を用い

ての移植治療は，免疫抑制剤等を使用しない限り

移植された細胞は拒絶される．しかし，韓国ソウ

ル大学のMoon教授率いるチームは，同意を得た

女性から卵子と体細胞（卵丘細胞）を採取．核を除

いた卵子に同じ女性の卵丘細胞の核を移植して作

ったクローン胚を育て，ES細胞を採取することに

成功した4）．すなわち，自身のES細胞が確立でき

うる可能性をしめした．しかし，ES細胞は胎児に
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図1　骨髄由来間葉系幹細胞の種々細胞への分化
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なりうる細胞であり，倫理的に考えると臨床応用

するにはあまりにも大きな問題がある．

　このES細胞に比し，成人（adUlt）にも幹細胞の

存在が知られている．よく知られているのは成人

の造血幹細胞である．赤血球の平均寿命は110日

で成熟した赤血球はもはや分裂できない，それど

ころか核を失っている．したがって，当然一連の

前駆細胞が存在し，それらが絶えず分化して赤血

球を作りだしていなくてはならない．この前駆細

胞は幹細胞より作り出される．すなわちこの成人

幹細胞は自己複製能を有し必要に応じて前駆細胞

へ分化する．

　このような成人由来幹細胞が生体外において増

殖可能で，さらに任意の刺激により種々の組織特

異的細胞へ分化出来うるなら，患者自身より取り

出すことが可能でこの幹細胞を用いる利点は計り

知れないものがある．この成人由来の幹細胞であ

るが，組織再生を念頭においての臨床応用を考え

る場合，どの幹細胞を選択すれば良いのであろう

か。もちろん，採取する細胞が再生されうる組織

へ分化する事が一番の条件である．その次に考え

るのは，やはり容易かつ採取することによる患者

への障害が少ないことが大事であろう．種々の細

胞ソースが考えられる．例えば，脂肪，胎盤，月聯

帯血から多分職能を有する細胞がえられるとの報

告がある．しかし，患者自身の細胞を用いること

と，細胞採取による患者自身の障害を最小限に押

さえることを考慮した場合，骨髄細胞は非常に魅

力的である．骨髄は注射針（骨髄針）により容易に

採取可能で，この採取された骨髄には，上記に述

べた造血幹細胞が存在するが間葉系幹細胞も存在

する．間葉系細胞は造血幹細胞と異なり接着性の

細胞であり，CD34，45等の造血幹細胞マーカーを

発現しない5）．以下，この間葉系幹細胞の種々組織

細胞への分化につき述べる（図1）．

骨芽細胞，骨細胞への分化

　デキサメサゾン（Dexamethasone：Dex）がin　vitro

でラット骨髄に含まれる間葉系幹細胞を骨芽細胞

へ分化させることが報告され6），また我々もこの現

象を確認している7），そこで，ヒト骨髄細胞を培養

し間葉系幹細胞を増殖した．そして，トリプシン

により培養皿より細胞をはがし芦グリセロ燐酸，
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ビタミンC，Dexの存在あるいは非存在下で約2

週間二次培養した．Dex非存在下では細胞は

fibroblasticな形態でシャーレ上を覆い尽くすよう

に増殖する．しかし，Dexを加えることにより細

胞の増殖はやや減弱するも比較的大きな細胞が多

数出現し，それらの細胞周辺にはミネラルの沈着

と思われる結節様の構…造物が顕微鏡下に多数みら

れる．これらはalizarin　red　Sに染まり，さらにカ

ルセインの取り込みがみられることよりカルシウ

ムが沈着していることが明らかである．以上の組

織的所見は培養間葉系幹細胞がDexの存在下に骨

芽細胞へ細胞分化し，さらにin　vitroで骨形成を引

き起こしたことを示唆した．Jaiswa1らも同様の報

告をしている8）．しかし，種々の細胞培養において

もこのようなミネラルの沈着が起こることが知ら

れ，この培養条件下の現象が真の骨形成でなく単

なるカルシウム燐酸塩の沈着である可能性もある．

　上記に述べたDex存在下での現象が単なるミネ

ラルの沈着でなく，in　vitroにおけ骨塩沈着を伴っ

た骨形成であることの証明には骨形成細胞である

骨芽細胞の同定が必要となる．骨芽細胞は比較的

大きな球形から立方体の形態を有する細胞であり，

その細胞膜には豊富なAlkaline　phosphatase（A：LP）

活性を有する．さらに骨芽細胞はosteocalcin（オス

テオカルシン）あるいはbone　Gla　protein（BGP）と

呼ばれるγカルボキシルグルタミン酸を含んだ非

コラーゲン蛋白を産生する．すなわち，高いA：LP

活性とともにオステオカルシンが検出されれば，

培養条件下に骨芽細胞が出現したことの証明にも

なる．図2にみられるようにDex存在下でのヒト

間葉系幹細胞の培養によりmineralization（石灰化）

が起こる．この細胞層より蛋白を抽出してオステ

オカルシンの発現量を測定した．コントロール

（dexを含まない培地でのヒト間葉系幹細胞の培

養i：Dex一）に比し明らかに高い発現をしめした9＞．

また，ALP活性もDex存在下ではあきらかに高い

発現を示した（Dex＋A：LP　activity）．以上のように，

この石灰化が単なる石灰化でなくヒト間葉系幹細

胞の骨芽細胞へ分化過程をへて骨形成を示したこ

とが確認できた．また，最近我々はこのin　vitroで

の骨形成が生体内での骨形成と同様の3次元構造

をもつことも報告している10）．さらに重要な点で

あるが，かなりの高齢のヒト骨髄でも間葉系幹細
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　　　　　　　　　　　　　図2　ヒト骨髄間葉系幹細胞の培養による骨形成

　培養約14日でdexamethasone存在（＋）では多数のカルシウムの沈着（図A石灰化：☆印）が見られるが，

dexamethasone非存在下（一）では間葉系細胞と思われる細胞の増殖が見られるも，石灰化は見られない（図B）．

培養細胞より総蛋白を抽出し，オステ塾頭ルシン蛋白を定量した（図C，ng／cm2）．さらに，　ALP活性も測定した

（図D，ymole　p－nitrophenol　released　per　30minuteSゾdish）．このように，　Dex＋では明らかにこれら骨芽細胞のマー

カーは高値を示した．参考文献（9）より改変．

胞が増殖可能で，例えば80歳の骨髄細胞でもこの

in　vitroの骨形成を示すことを確認している．

軟骨細胞

　新鮮骨髄の生体内移植により骨芽細胞あるいは

軟骨細胞が出現するのが知られている．これは骨

髄に含まれる間葉系幹細胞の骨芽細胞・軟骨細胞

への分化である11）．また，培養により増殖された

間葉系幹細胞も生体内での移植により同様の細胞

分化が行われる12）．上記に書かれているようにこ

の間葉系幹細胞は生体内ばかりでなく，生体外で

も培養操作により骨芽細胞に分化する．同様に，

間葉系幹細胞を培養操作により軟骨細胞および軟

骨基質を形成することが試みられている．以前よ

り，問葉系幹細胞は高密度での細胞培養が軟骨細

胞への分化に適しているとされている．また，

TGFβは未分化細胞の軟骨細胞への分化を刺激す

る事も報告されている．そこで，Caplan等は骨髄

より間葉系幹細胞を増殖して，遠心することによ

り高密度のcell　aggregateを作製した後TGFβの存

在の下に培養を行った．この培養によりcell　ag一

gregateは軟骨基質を染めるtoluidine　blueに濃染し，

さらに免疫染色や遺伝子発現実験（Northern　blot）

により軟骨基質に多く含まれるType　IIならびに

Type　X　collagenが存在がこのcell　aggregateに確認

された13）．さらに，我々は最近ヒト間葉系細胞を

用いて，この軟骨形成が間葉系細胞の培養により

起こること，さらにこの軟骨形成がTGF一βと

BMP－6あるいはTGF一βとIGF－1の交互投与によ

り促進されることを見出している14）．

　以上の結果は間葉系幹細胞の培養によりこの幹

細胞が軟骨基質を含んだ軟骨細胞へ分化する事を

示し（図3），この間葉系細胞を用いた軟骨再生治療

が有用であることを示唆している12）．

筋肉細胞，脂肪細胞

　間葉系幹細胞の性質を有するマウス由来のcell

lineであるC3H／10TY2はcytidineのアナログであ

る5－azacytidineを培地に添加する事により筋芽細

胞，脂肪細胞そして軟骨細胞へ分化する事が知ら

れている．この5－azacytidineは未分化細胞の筋肉

細胞への分化を誘導するMyoD遺伝子を活性化す
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　　　　　　　　　　　　図3　ヒト骨髄間葉系幹細胞の培養による軟骨形成

TGF－beta存在下にヒト間葉系細胞を高密度（遠心によるペレット形成）に培養を行う．軟骨基質が豊富であるこ

とが，type　1　collagenならびにトルイジンブルー染色が強陽性であることにより判る．

る事も知られている．ラット胎児の筋肉を培養す

る事により多核のmyotube類似の細胞が得られる

が，脇谷等はラットの間葉系幹細胞の培養にこの

5－azacytidineを加えて同様の多核の細胞をして得

られる事を報告している．この多核の細胞は時に

収縮し，その収縮はアセチルコリンを添加するこ

とによりさらに強くなった．また，筋細胞に存在

するミオシンも免疫染色により確認されている．

さらに，この培養系でスダンブラックに染色され

る脂肪細胞の存在も確認している．このように，

骨髄に含まれる間葉骨幹細胞が筋細胞や脂肪細胞

へ分化するポテンシャルを持つことを示した15）．

心筋細胞への分化

　上記の結果は間葉系幹細胞を用い筋ジストロフ

ィーなど骨格筋の疾患への治療に応用出来うるこ

とを示す．また，骨格筋は増殖能がありMyoDの

ような分化誘導因子が確認されている，この骨格

筋に比し，心筋の細胞は胎児期に増殖して，心臓

の形態を持った後に，その増殖能はほとんどなく

なるとされている．すなわち，生後間もなく最終

分化し，以後は細胞分裂を起こさない．さらに，

この心筋細胞へ分化させる重要な分化調節因子が

まだ見つかっていない．このように，間葉系幹細

胞を用いても心筋への分化が非常に困難であるこ

とを示唆している．しかし，慶応大学の福田等16）

はマウスの骨髄間葉系幹細胞の長期培養すること

により，細胞株を作製した．この細胞に5－

azacytidineを負荷して，自己拍動を行う細胞集団

を得た．これらの細胞の収縮蛋白質（アクチン，ミ

オシン等）のアイソフォームは胎児型心室筋にほぼ

一致し，また細胞の活動電位は洞結節型と心室筋

細胞型であり，時間経過とともに心室細胞型が増

加した．さらに，遺伝子の発現パターンは胎児の

未分化中胚葉細胞より心筋への分化過程に見られ

るのと同様のパターンであったと報告している．

これらの結果は間葉系幹細胞がin　vitroで心筋細胞

へ分化したことを示唆する．またToma　￥はヒト

間葉系細胞のヌードマウスへの移植により，間葉

系細胞の心筋細胞への分化を報告している17）．さ

らに，国立循環器病センターの永谷等はマーキン

グした問葉系細胞の投与により心筋さらに血管内
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皮へ分化できうることを確認するのみならず，心

筋の機能充進を証明している18）．

血管内皮細胞への分化

　胎生期の血管の発生は，中胚葉細胞からの血液

血管芽細胞（hemangioblast）または血管芽細胞

（angioblast）と呼ばれる未分化細胞が血管内皮前駆

細胞（endothelial　progenitor　cell：EPC）への分化を

経る事により始まると考えられている．この胎生期

の血管新生過程を血管発生（vasculogenesis）を呼ぶ．

このようにEPCは胎生期に存在する細胞である．

しかし，浅原等によりこのEPCが骨髄由来の細胞

として末梢血中に存在することが報告された19＞．

また，このEPCの発見により，生体内での血管新

生は，従来の血管内皮細胞の増殖・遊走による血

管新生以外に，胎生期に起こる血管発生（post－natal

vasculogenesis）が起こりうることが示唆された20）．

このEPCは骨髄造血幹細胞（hematopoietic　stem

cell：HSC）と共通の幹細胞から発生するとされ，

HSCとともにCD34等の細胞表面抗原を有する．

　しかし，我々はCD34等の血液幹細胞抗原が陰

性である間葉系細胞を多孔体のセラミックととも

に移植することにより，多孔体のセラミック気孔

内に新生血管を誘導し，さらにその新生血管内皮

細胞がドナーである間葉系細胞由来であることを

見出した21）．このように，血管発生（post－natal

vasculogenesis）がCD34陰性の間葉系細胞により

起こりうる．実際，種々のモデルを用いて間葉系

細胞移植により新生血管再生が起こりうることが

報告されている．また，上記にも引用したが，永

谷等は間葉前細胞の投与により心筋内での新生血

管の増殖を証明している18）．

神経細胞への分化

　Azizi等はヒト骨髄間葉系幹細胞を直接ラットの

脳内へ注入して数日から72日間で観察したところ，

このヒト細胞は間葉心当細胞が持っているコラー

ゲンタイプ1の消失やフィブロネクチンの発現の

低下とともに，アストロサイトの性質を持つよう

になったと報告している22）．また，Sanchez－Ramos

等はマウスの骨髄細胞から表面マーカーの選択に

より血液幹細胞をのぞき間葉系幹細胞の培養を行

った．すなわち，Sca1陽性細胞を除去し，ファイ

ブネクチン陽性細胞の多い細胞集団を得た．そし

てこれらの間葉血餅細胞をretinoic　acidとBDNF

の存在下に培養すると，ファイブネクチン陽性細

胞の率の減少が起こり，nestin，　nouron－specific

nuclear　protein（NeuN）さらにglial　fibrillary　acidic

protein（GFAP）陽性の細胞の出i現を観察している23）．

また，興味深いことに，この間葉系幹細胞をmes－

encephalicもしくはstriatal　ce11と共培養すると，

雄編系幹細胞のNeuN陽性細胞は間葉系幹細胞の

みの培養より2倍以上であったと報告している．

この事は神経細胞を多く含む組織内での間葉斜面

細胞の神経細胞への細胞分化が生じやすい事を示

唆している．また，この報告ではマウスのみなら

ずヒト骨髄間葉面喰細胞についてもほぼ同様の結

果を得ている．さらに，KohyamaやDeng等も同

様にin　vitroでの培養により問山系細胞の神経細胞

への分化を報告している24・25）．以上の報告より，

間葉系細胞あるいは浮葉系細胞由来分化神経細胞

を用いて，種々の神経疾患への応用展開が今後期

待出来ると思われる．

肝細胞への分化

　肝臓が障害を受けたときにはoval　cellと呼ばれ

ている細胞が増殖し，肝細胞に分化すると言われ

ている．すなわち，oval　cellは肝臓における幹細胞

として役割を果たす可能性がある．1999年に

Petersen等は雌ラットに雄ラットの骨髄を移植し，

その後化学物質により肝障害を起こした．肝障害

を起こした9日には肝細胞に雄細胞を示すY染色

体のマーカーはPCRによって検出されなかったが，

oval　ce11が肝細胞へ分化しはじめる13日には肝細

胞にY染色体のマーカーが検出された．また，in

situ　hybridizationでも9日にこのマーカーがoval

cellに検出され，13日には肝細胞にも検出された．

雄細胞は移植された骨髄にのみ含まれるので，雌

前細胞にY染色体が検出されたことは骨髄由来の

細胞が肝細胞へ分化したことをしめす．彼らは

0．14％の肝細胞がYchromosomeに陽性であったと

報告し，雄骨髄由来の細胞は9．9×105であったと

推測している．また，このようなY染色体のマー

カーの検出実験のみならず，ある種の酵素
（dipeptidyl　pepticase）の欠損ラットにこの酵素を有

している骨髄を用いて同様の実験を行い，0．16％の
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肝細胞が骨髄由来であったと計算している．はた

して，この再生肝細胞が骨髄間葉系幹細胞由来で

あるかは不明であるが，少なくとも骨髄由来の細

胞が肝細胞へ分化しうる可能性を示した初めての

報告である26）．最近では骨髄からの間葉系細胞を

用いてin　vitro条件下に肝細胞へ分化し得る事が

種々報告されている．例えば，我々も確認してい

るが，Wang等はHGFの投与によりラットの間葉

癌細胞がアルブミンとalpha－fetoproteinの発現する

細胞の出現を報告している27）．さらに，寺谷工等

は培養問葉手細胞にアルブミンプロモーターの下

流にGFP遺伝子を導入して，　GFP陽性細胞が

70％検出できたことを今年の再生医療学会で発表

している．すなわち，in　vitroで間葉系細胞の肝細

胞への分化を惹き起こす事が可能である．

考察

　ES細胞はあらゆる組織へ分化すると言われ，こ

の潜在的能力を考えると再生医療に用いるには魅

力的な細胞と考えられる．しかし，倫理的な問題

や腫瘍発生の危険性，またその分化能力はたやす

く種々の細胞へ分化する為いかにしてその細胞分

化を制御するかの問題点がある．これに比し，成人

由来の骨髄下葉系幹細胞の種々細胞への分化能力

は，種々臓器不全に対する再生医療の可能性を秘め

ている．実際，我々はこの患者由来の間葉系細胞を

用いて骨軟骨再生治療を2001年より行っている28・29）．

　骨髄に含まれる有核細胞にはこのような間葉系

幹細胞がどのくらいの割合で存在するのであろう

か．一説によると1／1×109と計算されていて，そ

の数は非常に少ない2・30）．また，その幹細胞の細胞

マーカーも同定されていない．しかし，臨床応用

を考える場合，時にはその分化した細胞が多く含

まれれば，細胞集団はpureでなくても機能不全に

陥っている臓器を再生する事は可能であると思わ

れる．この点において，最近多分化能を有する幹

細胞を純化させる試みもなされている．Verfaillie

等は骨髄細胞からMAPCと呼ばれる多分化能を有

する細胞のクローニングに成功している31）．この

MAPCと間葉壁跡細胞との関係等に関しては不明

な点があるが，そのすぐれた増殖能や分化能から，

今後はこのような，純化された細胞を用いての移

植治療が行われる可能性がある．
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　最近，骨髄由来幹細胞の多分化能について細胞

融合の可能性が指摘されている．すなわち，幹細

胞の多分化能は幹細胞自身が分化するのではなく，

分化されている既存の細胞との融合により起こり

うることが報告されている．紙面の関係上この詳

細は述べることは出来ないが，細胞融合の起こり

うる可能性はありうるも，すべての分化現象をこ

の融合のみでは説明することは困難である．特に，

in　vitroでの細胞分化をこの融合では説明できない．

また，移植された幹細胞が組織障害を受けている

部位でhomingし得た場合，たとえ，部分的に細胞

融合が起こったとしても，この移植により組織障

害を克服できうるなら，臨床的には非常に意義が

あると思われる．すなわち，移植による機能改善

を確認することが非常に大事である．

　以上述べたように，成人の骨髄には種々の細胞

へ分化し得る間葉系幹細胞が含まれるが，この骨

髄は比較的容易に採取できる．入院等を要せず，

局所麻酔を用いることで痺痛もコントロール出来，

外来レベルでも十分に採取可能である．また，患

者由来のこの間葉系幹細胞を用いることにより，

すなわちドナー細胞は患者自身の細胞であるため，

免疫反応や未知の感染症を防ぎ得る．最近，我々

は国立循環器病センターとの共同研究により，こ

の患者自身の間葉系細胞を用いた心・血管再生医

療を開始した．近い将来これらの疾患のみならず，

他の疾患への応用展開ができうる可能性があり，

種々疾患に対する臓器移植を回避できうる時代の

到達が期待される．

　骨髄間葉系細胞を用いた骨・軟骨再生研究は奈良県

立医大整形外科，公衆衛生，口腔外科の先生方の御協

力をいただき深謝いたします．また，産業技術総合研

究所セルエンジニアリング研究部門，組織・再生工学

研究グループの皆様の御協力を得ました．血管再生，

心筋再生の研究においては，国立循環器病センター再

生医療部室長の永谷憲忌寸生ならびに北村惣一郎総長

の御指導ならびに助言をいただき深く感謝いたします．
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