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研究成果の概要（和文）：マウス及びヒトのES, iPS細胞由来のミエロイド細胞 (ES, iPS-ML)を利用して、自己
免疫疾患モデルマウスの細胞治療について主に検討を行った。免疫抑制性分子TRAILを遺伝子導入したES-MLで自
己免疫疾患モデルマウスの臨床症状の改善が見られたが、多くの投与細胞数が必要であった。一方、ES, iPS-ML
はマクロファージに類似した細胞で、免疫抑制性マクロファージに属する細胞表面分子 (CD206, CD163)を発現
していた。ML細胞のヒトへの臨床応用として、自己免疫疾患よりは、マクロファージ機能が利用可能な疾患の方
が適している可能性がある。

研究成果の概要（英文）：I investigated whether or not ES or iPS cell derived myeloid cell (ES-, 
iPS-ML) had the immunoinhibitory function for experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE). The 
administration of TARIL, which function immuno-inhibitory molecule, gene transferred ES-ML 
(ES-ML-TRAIL) improved the clinical symptoms of EAE. However, a lot of ES-ML-TRAIL were needed to 
ameliorate the state of EAE. On the other hand, ES- or iPS-ML functioned like a macrophage, and 
expressed immunoinhibitory macrophage’s marker, CD163 and CD206. These results suggested the 
possibility that the application of ES- or iPS-ML was appropriate in the diseases that macrophage’s
 function were available, but autoimmune diseases.

研究分野： Neurology
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１．研究開始当初の背景 
自己免疫疾患は、様々な自己抗原に対して

免疫寛容が破綻した結果、病原性 T 細胞の攻
撃により組織障害を来たす疾患である。これ
に対する現在の治療法として、免疫抑制剤や
分子標的薬が使用されているが、これらの薬
剤を使用することで、免疫応答能が全般性に
低下し感染症誘発等の危険性が高まること
が懸念される。そこで、全体的な免疫応答能
を低下させずに、自己抗原に対する免疫応答
のみを特異的に抑制する治療法の開発が期
待される。 
このような背景から我々は全身的な免疫

抑制状態に陥らせることなく、免疫制御を誘
導する手法の開発に取り組んできた。そのた
めの手段として、T 細胞への抗原提示機能に
特化した細胞である樹状細胞を利用する方
法について検討し、マウス ES 細胞より樹状
細胞 (ES-DC)を分化誘導する方法を確立し
て い る 。 さ ら に ES 細 胞 に myelin 
oligodendrocyte glycoprotein (MOG)由来のペ
プチドをコードする遺伝子と、免疫抑制性分
子である TNF-related apoptosis inducing ligand 
(TRAIL)とを遺伝子導入し、ES-DC へ分化さ
せた MOG 抗原特異的で且つ免疫抑制性機能
を 有 す る 遺 伝 子 改 変 ES-DC 
(ES-DC-TRAIL/MOG)を作製した。そして、こ
れをマウスに前投与することにより、MOG
ペプチドで誘導される実験的自己免責性脳
脊髄炎 (EAE)の発症が抑制できることを報
告している。 
以上の成果を利用して我々は、TRAIL が

Treg 細胞に対しては細胞増殖性に働く一方
で、IFN-γ 産生 CD4 陽性 T 細胞や通常の CD4
陽性T細胞に対しては増殖抑制性に働くとい
う全く別々の作用を示すことを見出した。 

 これらの研究成果は、“自己免疫疾患発症
に関与する自己抗原と TRAIL とを強制発現
させることにより、抗原特異的な免疫抑制機
能を有する遺伝子改変 ES-DC を作製できる
こと、さらにこれを個体へ投与することによ
り、自己抗原特異的な免疫制御が可能である
こと”を示唆する実験結果である。そのため、
この手法が複数の自己抗原が関与している
ヒトの自己免疫疾患の治療においても有効
であるかどうかを検証するために、単一抗原
による誘導型自己免疫疾患モデルマウスの
EAE だけではなく、複数の自己抗原が関与す
る自然発症型の自己免疫疾患モデルマウス
である 1 型糖尿病モデルマウスの NOD マウ
スにおいても実験を行った。 
その結果、自己抗原や免疫抑制性分子の遺

伝子導入を行った遺伝子改変 ES-DC だけで
はなく、ES-DC 自体が免疫抑制性機能を有し
ていること、ES-DC は主に Th1 細胞を抑制す
ることが判明した  (ikeda et al, PLoS One, 
2014)。これらの結果からは、自己抗原や免疫
抑制性分子の遺伝子導入を行わなくても、
ES-DC 自体が免疫抑制性あるいは免疫制御
性の機能を有している可能性が示唆される。

しかしながら、幾つかの問題点も存在する。
ES, iPS 細胞から ES-DC への分化誘導に 3～4
週間程度の期間を必要とする点や、一度の工
程で得られる ES-DC の細胞数が限られてい
るため、継続投与が難しい点が課題である。 
そのため我々は、マウス及びヒトの ES, iPS
細胞から大量のミエロイド系免疫細胞を作
製する方法を開発し、これを ES, iPS-ML と命
名している。ES, iPS-ML は通常、DC よりも
マクロファージに類似した細胞であるもの
の、細胞表面マーカー上は CD11b や CD11c, 
クラスⅡ分子を発現しており、抗原提示能を
有することが示唆される。ES, iPS-ML は単純
な浮遊培養系で長期間にわたり増殖する細
胞であり、自動培養装置を用いることで大量
生産培養が可能である。 
 本研究は、主にこの大量培養が可能な
ES-ML と iPS-ML を利用して、自己免疫疾患
モデルマウスの細胞治療の可能性について
検討を行った。 

 
 
２．研究の目的 
(1) EAE マウスに対して、臨床症状の発症後 

(尾部の麻痺)に ES-ML を投与し、実際の
ヒトの臨床に沿った治療効果 (臨床症
状改善効果)の判定 

(2) ES-ML に TRAIL の遺伝子導入を行い、
より強力な免疫抑制あるいは制御が可
能な遺伝子改変 ES-ML (ES-ML-TRAIL)
を作成および EAE の治療検討 

(3) iPS-ML 細胞のマクロファージ機能の確
認 

 
３．研究の方法 

ES-ML の EAE 誘導マウスへの症状発症後
の投与を行った。臨床症状を発症した MOG
誘導性の EAE に ES-ML を複数回投与し、非
投与群と比較してその後の臨床症状が軽快
するか検討を行った。 
次に、より強力な免疫抑制作用を有する
ES-ML を作製するために、免疫抑制分子
TRAIL を 遺 伝 子 導 入 し た 遺 伝 子 改 変
ES-ML-TRAIL の作製し、ES-ML-TRAIL 投与
による EAE 誘導マウスへの症状改善効果の
確認と解析を行った。さらに研究成果の項目
で後述するが、ES-ML では EAE の抑制効果
を認めず、ES-ML-TRAIL でも EAE の抑制効
果のためには大量の細胞を必要としたこと
から、ML 細胞のマクロファージとしての有
用性を確認するために、iPS-ML において免
疫抑制性マクロファージの発現マーカーの
確認と貪食効果の確認を行った。 

 
尚、マウスの臨床症状の判別には下記のス

コアを用いた。 
 
臨床評価の判別方法 
下記の EAE clinical score を用いて判定を行っ
た (7 段階評価) 



0：正常 
1：尾の脱力 かつ/または 遠位 1/2 の麻痺 
2：尾の完全麻痺 かつ 歩行異常 
3：後肢の部分的な麻痺 
4：後肢の完全麻痺 
5：前肢の麻痺  または 瀕死状態 
6：死亡 
統計解析方法 
 EAE clinical score の研究データは連日の臨
床症状をスコアにて評価するものであり、経
時データに該当する。そのため、解析手法は
混合モデルを用いて行った  (図 1)。EAE 

clinical score は連続変数として扱った。 
 
４．研究成果 
通常の ES-ML の免疫抑制効果を確認する

ために、MOG ペプチドと Complete Freund’s 
adjuvantによりC57BL/6マウスにEAEを誘導
後、尾部の麻痺が確認された誘導 10 日目よ
り、3.0×106 個 / 500μl (1×PBS) / 1 匹の
ES-ML を 5 日間連続で腹腔投与し、その後の
臨床症状の確認を行った。尚、コントロール
群には、1×PBS の腹腔投与を 500μl (1×PBS) 
/ 1 匹で行った。その結果、ES-ML 投与群は、
コントロール群と比較して臨床症状の改善
が殆ど認められなかった。また、連続投与日
数を 7 あるいは 10 日に延長した場合でも同
様に改善効果に乏しかった。 
 以上の結果から、通常の ES-ML において、
免疫抑制効果は殆ど認められない可能性が
考えられた。 
 そこで、より強力な免疫抑制作用を有する
免疫抑制分子 TRAIL を遺伝子導入した遺伝
子改変 ES-ML-TRAIL の投与を前述と同様の
条件で行った。その結果、ES-ML-TRAIL は、
5 日間連続投与では軽度の臨床症状の改善を
認め、7, 10 日と連続投与回数を増やすに従っ
て、ES-ML-TRAIL のより強い臨床症状の改
善効果が確認された。 
次にこれらの投与マウスにおける脊髄浸

潤細胞について解析を行ったところ、
ES-ML-TRAIL 群ではコントロール群及び
ES-ML 群と比較し、CD11b 陽性ミエロイド細

胞の割合上昇、CD4 陽性 T 細胞の割合低下が
確認された。CD4 陽性 T 細胞について、分画
の検討をさらに行った結果 (Th1, Th17, Treg)、
その割合について有意な差は認められなか
ったものの、脊髄浸潤 Th1 細胞数の減少がコ
ントロール群と比較して認められた。 
ここまでの経過から、ES-ML は ES-DC と

比べると EAE の臨床症状を抑制するために、
免疫抑制分子 TRAIL を遺伝子導入したとし
ても連続投与する必要性があり、また多量の
細胞数が必要であった。この結果は、ES-ML
の免疫抑制効果が ES-DC よりも弱いことを
示唆する。そのため、ES-ML は大量生産が可
能ではあるが、ヒトの自己免疫疾患に対する
実際の臨床応用を念頭においた場合、その応
用は難しいことが予想された。そこで、ML
細胞はDCよりもマクロファージ,に類似した
細胞であることを考慮して、ML 細胞が抑制
性マクロファージとして機能できないか検
証を行った。その結果、iPS-ML 細胞は免疫
抑制性マクロファージに属する細胞表面分
子 (CD206, CD163)を発現し、貪食作用を有し
ていた。 
最終的に、ML 細胞の自己免疫疾患への応用
は、多量の細胞を必要とする点で困難である
ことが予想されたが、本研究を遂行していく
過程で、マクロファージ機能を利用してヒト
の疾患に適応できる可能性が高まった。本研
究成果の一部、あるいはその延長上に知り得
た知見を報告した論文は、6 報であった。 
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