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研究成果の概要（和文）：Th1免疫応答型口腔粘膜疾患の難治性は、潰瘍形成に関与するエフェクター細胞の上
皮指向性を誘導するM1マクロファージの浸潤であることを示した。具体的には、病変部に浸潤するM1マクロファ
ージが抗延焼効果を有するM2マクロファージを不活性化して、上皮破壊に導くことが明らかとなった。病変部M1
マクロファージに対して、人為的に作製した免疫調節型MSC(M2-MSC)がM1マクロファージをM2マクロファージに
形質転換する可能性を示唆した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we examined the role of M1 macrophage infiltration in the 
development of oral mucosal lesion induced by Th1-mediated immune response. We generated 
artificially mesenchymal stem cells (MSC) educated by M2 macrophages (M2-MSC), which showed 
anti-inflammatory functions. M2-MSC could effectively work a suppression of the M1 macrophage 
activity in the oral mucosal lesion. Furthermore, M2-MSC seemed to posses a potential to transform 
the lesional M1 to M2 macrophages. Our study provides new strategy for the treatment of refractory 
oral mucosal lesions.

研究分野：口腔病理学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
①病変部のM1マクロファージから抗炎症作用を有するM2マクロファージの活性化を抑制すること、および②人為
的に作製した免疫調節型MSC(M2-MSC)がTh1型病変を抑制効果を保持することを明らかにした。これらの結果は、
難治性である過剰免疫応答による口腔粘膜疾患に対して、M1マクロファージにより不活性化された免疫調節細胞
を再活性化することで病変の進行が抑制できる可能性を提示した。現時点では、preclinicの状態ではあるが、
新たな治療法として貢献できる可能性を示した。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



 

 

１．研究開始当初の背景 

過剰な免疫応答により誘導される口腔粘膜疾患は、しばしば治療抵抗性で潰瘍を伴

うため、摂食障害を含めた患者の QOL 低下が問題となっている。申請者は全身性免

疫応答により誘導される口腔粘膜病変（Th1 免疫応答型、扁平苔癬型および薬剤誘導

性 Lupus 型）の動物モデルを作製し、病変のエフェクター細胞の動態を主体とした

病変の発症ならびに進行機序の解明を続けている。最近の申請者らの報告は、Th1

免疫応答型口腔粘膜病変においては、M1 マクロファージ浸潤が、病変の発症および

進行にとって重要な現象であるエフェクター細胞の上皮指向性をサポートする可能

性を示した。生体においては、炎症あるいは免疫反応に対して間葉系幹細胞（MSC）

と組織マクロファージの相互作用による免疫調節が起こり、過剰な反応に対して恒

常性を保持しようとする。したがって、Th1 型病変においても、これらの免疫調節機

能により病変発症の抑制が誘導されると思われる。しかしながら、同病変では、M1

マクロファージの浸潤を免疫調節細胞が抑えることができずに、病変の成立が誘導

されたと推測される。すなわち、Th1 型口腔粘膜病変の発症に、病変部での免疫調節

機能に関与する MSC および組織マクロファージの不活性化が誘導されるとの仮説を

立てた。 

 
２．研究の目的 

病変部での免疫調節機能の抑制因子の同定およびその抑制因子の制御法の構築し、

Th1 型口腔粘膜病変の進行に対する抑制法の開発を目的とする。具体的には、①病変

部の M1 マクロファージから産生される抑制因子を明らかにする、②抗炎症性である

M2 マクロファージと MSC の共培養により免疫調節型 MSC を作製する、③人為的に作

製した免疫調節型 MSC による Th1 型病変の抑制効果を検討する。 

 
３．研究の方法 

１）マクロファージおよびMSCの性状解析	

（１）Th1型およびTh2型口腔粘膜病変モデルの作製	

（２）病変部・浸潤細胞の免役組織化学的検索	

（３）病変部・浸潤細胞の単離	

２）M1マクロファージからの不活性因子の検索	

３）免疫調節形質含有MSC（M2-MSC）の作製とその効果の検証	

４）M2-MSC による Th1 型病変の進行抑制効果 

	

４．研究成果	

１）Th1型およびTh2型動物モデルの作製	

Th1型およびTh2型動物モデルは、P-F1	semiallogenic移植系を応用してTh1型免疫応

答型（急性GVHDモデル）と低濃度水銀投与によるLupus型の２種類を作製した。病変

の成立は、従来より、本教室で用いている臨床・病理組織学的判定法を応用した。具

体的には、①体重減少、②下痢の有無、③皮膚・粘膜における潰瘍形成および④HE標

本におけるリンパ球浸潤による粘膜上皮組織の破壊程度により判定した。	

２）Th1型およびTh2型口腔粘膜病変でのマクロファージ動態	



 

 

両病変ともに、マクロファージの浸潤様式が特徴的であった。	

（１）Th1型病変はM1マクロファージの浸潤を特徴とする	

ED1陽性マクロファージが上皮直下結合組織に著明に浸潤した。また、これらのマク

ロファージは上皮基底膜に付着するように浸潤し、病変程度が進行するに伴い、上皮

層内への浸潤も明らかとなった。ED1陽性マクロファージは、M1マクロファージのマ

ーカーであるiNOSおよびarginase陽性所見を示した（図１）。	

これらの結果は、Th1型

の初期病変においては、

上皮直下結合組織での

M1マクロファージが優

位であることが明らか

となった。また、基底膜

への浸潤および付着には、免役組織化学的検索から、laminin/CD29経路を利用する可

能性が示唆された（図２）。	

	 さらに、病変が進行すると、M1

型マクロファージがMMP-2による

基底膜の断片化を誘導して上皮層

内への浸潤が亢進することが認め

られた。以上の結果から、Th1型病

変による上皮組織の破壊機構は、

M1マクロファージがlaminin/CD29経路を利用してMMP-2による基底膜の断片化を誘発

して、後続のエファクター細胞を上皮層内に誘導する可能性を考えた。	

（２）Th2型病変でのM2マクロファージ	

Th2型口腔粘膜病変においては、ED1ではなくED2陽性マクロファージが上皮直下結合

組織に浸潤した。浸潤マクロファージはCD163,	CD206およびSTAT6が陽性であった。

これらのマーカー発現から、病変部に浸潤するマクロファージはM2マクロファージで

あることが考えられた。また、浸潤様式としては、基底膜および基底膜周辺には浸潤

を認めず、上皮内への親和性も明らかではなかった。また、病変部基底膜には

Lupus-bandの発現が特徴であった。これらの結果から、Th2型病変の特徴である

Lupus-band発現は、M2マクロファージにより誘導されることが示唆された。	

２）M1マクロファージ抑制法の検討 
（１）病変M1マクロファージはM2マクロファージ誘導を抑制する	
Th1型病変においては、非病変粘膜と比較して、M1マクロファージが優位となり、抗

炎症性作用をもつM2マクロファージの浸潤を制御している可能性が免疫組織化学的

検索から示唆された。そこで、病変部M1マクロファージがM2マクロファージ分化の抑

制に関与するかを検索した。具体的には、Th1型病変部から回収したM1マクロファー

ジを短期間培養を行い、培養上清をナイーブ・マクロファージに反応性させた。その

結果、上清を添加したナイーブ・マクロファージ細胞においては、M2マクロファージ

への分化が阻害される傾向がみられた。	

（２）M1型マクロファージのM2型への影響	

次に、M1マクロファージのM2型への影響を培養細胞を用いて検討した。	
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マクロファージ様細胞としてRaw264.7（RAW細胞）を使用してin	vitro実験に用いる

マクロファージ・サブタイプ細胞の誘導を行なった。LPSおよびIFNg存在下での培養

によりM1マクロファージを誘導し、またIL4存在下での培養によりM2マクロファージ

を作製した。これらのサブタイプの確認には、M1にはiNOSおよびM2にはMrc1をそれぞ

れマーカー遺伝子として使用し、RT-PCR法によりmRNA発現およびwestern	blotting	

(WB)および免疫細胞染色（ICC）によりタンパク発現を、それぞれの細胞で確認した。

また、誘導したM1あるいはM2マクロファージ細胞の培養上清をRAW細胞に添加すると、

それぞれM1およびM2マクロファージサに分化誘導された。さらに、誘導された細胞と

RAW細胞の共培養により、RAW細胞がM1およびM2細胞に誘導されることを確認した。さ

らに、Th1型口腔粘膜疾患モデル病変部からの単離したマクロファージ細胞（pM細胞）

による影響を培養細胞で検討した。pM細胞からの培養上清はRAW細胞をM1マクロファ

ージ誘導することがiNOS発現から明らかとなり、これらの細胞は炎症サイトカインで

あるIL-6産生能が亢進していた。また、IL-4によりM2マクロファージに誘導した細胞

にpM細胞からの培養上清を添加すると、同細胞の遊走性が減弱し、抗炎症能の指標で

あるTNF-a産生も抑制されていた。これらの結果は、pM細胞にはM2マクロファージが

保持している抗炎症作用である免疫調節機能を抑制させる働きがあることが示唆さ

れた。すなわち、Th1型病変では非病変で一定数分布していたM2マクロファージがM1

型によりM1型に形質転換した可能性を示唆した。	

３）免疫調節型・間葉系幹細胞（M2-MSC）の性状 
（１）M2-MSCの作製 
共培養Transwell法により免疫調節性形質をもつM2-MSCを作製した。M2-MSCは
ELISA法および細胞表面抗原マーカー検出法からM2型の性状を保持することが明ら
かとなった。 
（２）M2-MSCによるM1マクロファージの抑制 
M2-MSC機能の解析として、先ずナイーブ・マクロファージとのTranswellチャンバー

を介した共培養により検討した。その結果、共培養によりナイーブ・マクロファージ

はM2マクロファージの形質を獲得することが、サイトカイン・プロファイルおよび細

胞表面マーカーの発現により明らかとなった。次に、口腔粘膜GVHDから単離した病変

部M1マクロファージ(M1-pM)の培養上清をM2-MSCとRaw細胞からM2に誘導したM2-Raw

に投与してM2マクロファージとしての性状変化を検索した。M2-MSCはM2性状を強く保

持していた。しかしながら、M2-	RawではM2性状の抑制化がみられ逆にM1性状への形

質転換の傾向が示された。この結果は、MSCから誘導した免疫調節型細胞であるM2-MSC

は、M1マクロファージからの抑制因子に抵抗性を示すことが示唆された。	

	 さらに、M2-MSCのTh1免疫応答への抑制効果を検索するために、M1-Raw細胞との

Transwellチャンバーを介した共培養を試みた。コントロールとしたM2-RawとM1-Raw

の共培養では、M1-Raw細胞の増殖活性およびM1性状に変化はみられなかった。しかし

ながら、M2-MSCとの共培養ではM1-Raw細胞の増殖抑制ならびにM1性状の抑制化が明ら

かとなった。以上の結果は、MSCから誘導された免疫調節型細胞（M2-MSC）は、in	vitro

においてTh1型免疫応答を抑制する効果を発揮することが示唆された。	
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