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研究成果の概要（和文）：自家細胞による細胞移植であっても、移植された細胞の長期生存は認められず、移植
後比較的早い時期に消失する。このことは移植前の拡大培養において細胞の免疫応答を変化させる要因の存在を
示唆していた。本研究では、細胞表面のタンパク質や脂質に結合する糖鎖が継代に伴い変化することを明らかに
し、骨髄間葉系幹細胞（BMSC）や軟骨細胞の継代を繰り返すことにより免疫応答が発生することを発見した。継
代によって生じる糖鎖プロファイルの変化は、抗原としてマクロファージによる免疫原性の高い標的として機能
することを証明した。

研究成果の概要（英文）：The transplanted cells disappear relatively shortly after transplantation, 
even with autologous cell transplantation. This suggests the presence of factors that alter the 
immune response of cells in expanded culture prior to transplantation.  In this study, we found that
 glycans that bind to proteins and lipids on the cell surface change with passaging, and that 
repeated passaging of bone marrow mesenchymal stem cells (BMSCs) and chondrocytes generates an 
immune response.  The changes in glycan profiles produced by passages proved to serve as highly 
immunogenic targets by macrophages as antigens.

研究分野：整形外科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
自家細胞移植は免疫拒絶を受ける恐れがないことがメリットであるが、継代培養を重ねることにより自家細胞間
において免疫応答が生じることを初めて明らかにした。継代に伴う糖鎖構造変化が細胞表面の抗原として認識さ
れる可能性を示し、その糖鎖の生合成を阻害することによって継代による免疫反応発生が抑制された。本結果
は、移植後の細胞消失の予防に繋がり、移植細胞数を大幅に減少した再生医療の実現が期待できる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
軟骨欠損に対する現在の治療戦略には、骨軟骨自家移植、軟骨細胞移植、間葉系幹細胞移植、マ
イクロフラクチャー手術がある。しかし、移植された細胞の長期生存は、レシピエントの大部分
において得られていない（Igarashi et al, J Biomed Mater Res A. 2012. Igarashi et al., 
J Biomed Mater Res A. 2010. Kasahara et al., J Biomed Mater Res A. 2008. Yamane et al., 
Biomaterials. 2005.）。これは、in vitro で継代した間葉系幹細胞や軟骨細胞の生理的、免疫
学的挙動や細胞糖鎖プロファイルが変化することが最も原因だと考えられる。糖鎖は細胞表面
のタンパク質や脂質に結合し、細胞最先端に存在する。したがって、細胞外刺激に対し最も鋭敏
に反応する分子である。この特性から、我々は ES や iPS 細胞等の幹細胞上の糖鎖は分化誘導刺
激に反応すると考え、神経や軟骨細胞などの成熟細胞への分化過程で発現が有意に変化する糖
鎖を探索・同定し、これらが分化マーカーとして機能することを明らかにしてきた（Homan et 
al., Int J Mol Sci. 2019. Terashima et al., Stem Cell Res. 2014. Ishihara et al., 
Biochim. Biophys. Acta. 2014. Amano et al., Mol. Cell Proteomics. 2010.）。また、糖鎖
は細胞間の免疫応答においても重要な役割を担う。継代培養により細胞上の糖鎖構造が変化 -糖
鎖抗原変化- し、これにより自家細胞移植においてもドナー（提供）とホスト（宿主）細胞間に
免疫応答が生じるという仮説を立てた。 
 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、骨髄間質細胞（BMSCs）および軟骨細胞を用いて糖鎖工学的アプローチにより
上記仮説を証明し、より効率的な自家および同種細胞による軟骨再生医療の実現に繋げること
である。 
 
 
３．研究の方法 
（１）自家および同種細胞間での培養前後の培養細胞―免疫細胞間における免疫応答の解析 
継代培養による免疫応答変化を捉えるためのモデルを作成するため、8週齢の C57／B6 マウスの
腹腔内マクロファージを単離し、軟骨細胞または間葉系幹細胞を含む継代細胞とマクロファー
ジとを共培養することで直接相互作用実験を行った。間接的相互作用実験では、軟骨細胞および
間葉系幹細胞をトランスウェルインサートに播種してマクロファージと共培養した。各継代数
（passage 3, 4, 6, 8）の BMSC および軟骨細胞とマクロファージは 2.0 ×10^5 cells に同数
で調整した。これら培養上清に対して酵素免疫吸着法（ELISA 法）を用いて炎症性サイトカイン
の濃度を測定した。 
 
（２）継代培養前後のマウス BMSCs および軟骨細胞上の糖鎖解析 
軟骨細胞は哺乳 5日目の C57BL/6N マウスの関節軟骨からコラゲナーゼ Dで処理して単離した。
BMSCs は、2 週齢の同系マウスの大腿骨と脛骨を採取し、骨髄を長骨から洗い流し、骨片をコラ
ゲナーゼ II で消化、放出された細胞を除去して消化された骨片を培養し、そこから移動して成
長する線維芽細胞様細胞を BMSCs として継代培養を行った。各代の細胞上の糖鎖構造について
グライコブロッティング法、ベップ法、サルサ法を並行したグライコーム解析を行い、N型糖鎖、
O型糖鎖、糖脂質(GSL)糖鎖の構造推定を行った。 
 
（３）標的とする糖鎖抗原分子の発現操作に伴う機能解析 
標的となる糖鎖構造の合成に関わる糖転移酵素の遺伝子についてノックアウトマウスを作出し
た。GD3 合成酵素(CMP-NeuAc:NeuAc alpha 2-3Gal beta 1-4Glc beta 1-1'Cer alpha 2,8-
sialyltransferase)は、シアル酸モチーフを持つことを特徴とするシアル酸転移酵素ファミリー
の一員であり、ガングリオシドの生合成経路を制御する重要な制御酵素である。GD3 合成酵素遺
伝子を欠損することにより b系列ガングリオシドの生成が阻害された。 
 
 
４．研究成果 
(１) 継代細胞と免疫細胞間における免疫応答発生 
BMSC や軟骨細胞などの細胞を in vitro で継代すると、細胞の生理的・免疫的な挙動が変化する
ことを明らかにし、継代培養された細胞はマクロファージ を含む免疫細胞と交互作用すること
を突き止めた。これらの作用が生じるための最小限の細胞継代数を決定することは、この免疫的
な挙動を担う細胞表面の糖鎖構造解析のターゲットを絞る上で不可欠である。マクロファージ
と継代細胞の直接共培養では、継代 3（P3）の軟骨細胞との培養では、P0 の軟骨細胞に比べて
IL-6 のレベルが増加した。一方、P6 軟骨細胞を用いた培養では、P2 軟骨細胞を用いた培養と比
較して、IL-6 のレベルが増加した。間接培養では、IL-6 の増加は培養群間で有意差はなかった。



これらの結果は、マクロファージの活性化には、継代細胞との直接的な相互作用が必要であるこ
とを示唆している。次に、直接共培養モデルにおいて、一酸化窒素（NO）および TNF-αなどの炎
症マーカーのレベルを測定した。P3 軟骨細胞や P6 間葉系幹細胞と共培養したマクロファージで
は、NO や TNF-αのレベルが顕著に上昇した。これらの結果から、軟骨細胞は継代 2回まで、間
葉系 幹細胞は継代 5回まで使用可能であることが明らかになった。マクロファージが継代によ
る移植細胞表面の変化を認識し、免疫反応の活性化や継代細胞のクリアランスにつながってい
る可能性を示唆した。 
 
(２) 継代培養に伴う糖鎖構造変化の解明 
軟骨細胞の各継代数（P0, 1, 2, 3）におけるグライコームの取得に成功した。N型糖鎖におい
て、いずれの継代においても高マンノース型 N型糖鎖が糖鎖総量の 7-8 割を占めており、軟骨細
胞としての特徴を示していた。O型糖鎖において、コア 2糖鎖の生合成経路に沿った糖鎖発現に
上昇を認めた。GSL 糖鎖は継代数の増加に伴いプロファイルが大きく変化していた。継代に伴い
Gb4 や GD3 が減少し、GM1 や GD1a の発現が顕著に増加した。これにより、b系列ガングリオシド
の生成が活性化していることが推定され、標的とするサブグライコームがスフィンゴ糖脂質の
GD3 に絞られた。この標的糖鎖分子に関して、単球の IL-6 および IL-10 産生を増加させる報告
はあるが、マクロファージにおける知見はこれまで出ていない。遺伝子改変マウス（GD3 ノック
アウト[GD3-KO]マウス）から軟骨細胞を採取し、共培養モデルによる免疫学的評価を実施した。
GD-KO 軟骨細胞は３継代後もマクロファージとの免疫応答を示さず、IL-6 の発現は有意に抑制
されていた。継代培養に伴う bシリーズガングリオシドの生合成を制御することによって、免疫
細胞の活性化を抑制可能であることが証明された。 
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Depletion of Ccr7 prevents bony growth imbalance after physeal injury in mice.
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