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　背景・目的
　自己骨髄間葉系幹細胞（Bone marrow-mesenchymal 
stem/stromal cell：BM-MSC）による細胞治療は、難
治性疾患に対する新しい医療として期待され、迅速な
臨床応用・実用化が求められている。しかし、患者の
疾患や年齢などが BM-MSC 製剤の品質に大きく影響
する。我々は、この BM-MSC 機能のドナー間の差を
改善する胎盤組織由来の賦活剤の開発に取り組んでき
た。本研究開発では、賦活化技術実用化の鍵といえる
細胞ごとに最適な賦活化条件を提供する賦活化因子の
同定を目的とした。

　内容・方法
　BM-MSC の細胞機能を改善し、慢性炎症性疾患モ
デル動物に対し高い治療効果を引き出す胎盤抽出物

（Whole Placental Extract：PE）中の賦活化候補物
質から賦活化因子を特定するため、候補物質を BM-
MSC へ単独添加した。賦活化効果は in vitro で細胞形
態学的、生化学的、分子生物学的観点から胎盤抽出物
と比較解析した。さらに、特定した賦活化因子の受
容体に対する中和抗体添加および siRNA の導入によ
り、BM-MSC に対する Whole PE の賦活化効果の阻
害を解析し、特定した賦活化因子の検証を行った。同
siRNA 導入 BM-MSC において培養ストレスマーカー
の発現など一部賦活化効果が阻害されなかったことか
ら、Whole PE をさらに分画し、含まれるタンパク質
が極めて類似する 2 つの画分の賦活効果の有無の差を
利用して、二次元電気泳動解析により新規賦活化候補
物質を探索した。

　結果・成果
1） 候補物質からの賦活化因子の特定
　各賦活化候補物質を BM-MSC へ単独添加し、光学
顕微鏡による細胞形態を観察した。長期培養のストレ
スや細胞老化による品質劣化で生じた細胞の胞体・仮
足の平坦化を Whole PE 同様、紡錘形・仮足の尖鋭化
へと改善し、免疫細胞染色による培養ストレスマー
カーの α SMA の発現の抑制を示す因子 A を特定し
た。因子 A の単独添加では、細胞傷害を認めること
なく、安定した細胞増殖の向上を示した。さらに、ヒ
ト BM-MSC に対する賦活化効果は、Whole PE の原
料となる胎盤構成組織の部位により差異を認めるが、
賦活化効果の強い部位由来の抽出物でその含有率が最
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も高値を示した。
2） 特定した因子 A の賦活化因子としての検証
　賦活化因子として特定した因子 A の受容体がヒト
BM-MSC で発現していることを免疫細胞染色および
FACS により確認した。そこで因子 A 受容体に対す
る中和抗体による賦活化阻害実験を行った。しかし、
今回使用した抗体では、十分な阻害効果は認められな
かった。因子 A 受容体を共有するリガンドが A 以外
にも Whole PE に多数含有されているため阻害剤不足
を原因の一つと考え、因子 A 受容体遺伝子に特異的
な siRNA を導入したノックダウン BM-MSC を作製
した。老化関連因子 p53、 p16INK4a、 p14ARF および老化
細胞から分泌される Senescence-associated secretory 
phenotype（SASP）因子や炎症性サイトカインであ
る IL-1 β、 TNFα、 IL-6、 IL-8 の遺伝子は、siRNA
処理により PE 添加による発現抑制効果が阻害され
た。これにより、Whole PE に含まれる因子 A がヒト
BM-MSC の賦活化因子の一つであり、因子 A 受容体
を介するシグナルの老化関連因子の発現に対する関与
が示唆された。
3） 賦活化因子の新規候補物質の検出
　一次元電気泳動で解析するとほぼ同じタンパク質が
含まれるが、賦活化効果の極めて低いものと高いもの
2 つの画分を硫安分画にて Whole PE より調製した。
その強い賦活化効果を示す画分では、siRNA 導入に
よる賦活化効果の阻害は認めなかった。この結果は、
因子 A 以外の賦活化因子の存在が示唆され、二次元
電気泳動解析から賦活化因子の新規候補物質を新たに
複数検出した。検出したスポットは、全て因子 A と
は異なるタンパク質の分子量と等電点を示した。

　今後の展望
　本研究開発終了後は、因子 A と併せて、追加同定
を目指す新たな賦活化因子の機能を明確にし、① in 
vitro での細胞ごとに最適な賦活化条件を判断する方
法の開発に繋げる。②生物由来原料（胎盤）の賦活剤
の規格化と品質・有効性の確保に応用し、臨床応用上
の薬事対応を可能とする。③安全性・品質管理・安定
供給の面でメリットが大きい賦活剤の合成品化へ発展
させる。これらの技術応用は、細胞製剤製造の「時間
短縮、高効率、高品質、大量、自在な生産」を実現化
する基盤技術に大きく貢献し、広く産業応用されるも
のと考える。
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