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研究成果の概要（和文）：本研究は、抗炎症/組織線維化抑制をはじめとした組織再生環境構築に寄与する
Effective Mononuclear Cell(E-MNC)を利用して、放射線性唾液腺萎縮症マウスモデルにおける線維化過程のメ
カニズム解析と組織常在CD34陽性細胞の相互作用について解析を行った。今回、E-MNCが、貪食機能を発現する
際に上昇するMsr1やGalectin-3を発現し、移植組織において炎症起因物質を貪食処理していることが明らかとな
った。E-MNC移植組織では線維化抑制が認められており、これを利用して組織線維化抑制の過程における組織常
在CD34陽性細胞の動態・機能に着目して解析を行っている。

研究成果の概要（英文）：Effective Mononuclear Cells (E-MNC) contribute to the establishment of 
tissue regeneration environment including suppression of tissue fibrosis, and we analyzed the 
mechanism of the fibrosis process in salivary glands after irradiation. E-MNC expressed Msr1 and 
Galectin-3, reflecting their high phagocytic function, and phagocytosed DAMPs in the transplanted 
tissue. Currently, we analyze the interaction between E-MNC and tissue-resident CD34-positive cells 
in the process of suppressing tissue fibrosis.

研究分野： 再生医療
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研究成果の学術的意義や社会的意義
研究成果により、E-MNCによる炎症起因物質に対する貪食機能を介して、抗炎症作用がもたらされる機序の一端
が示された。E-MNCの投与が、唾液腺組織における放射線障害後の組織再生環境の構築に寄与し、線維化の抑制
につながったと考えられる。炎症起因物質の貪食による排除により、組織常在CD34陽性細胞が筋線維芽細胞へ分
化する過程を抑制するメカニズムを詳細に解析中である。線維化の主体となる細胞、筋線維芽細胞へ分化する因
子を解明することにより、唾液腺のみならず、他の臓器における過剰線維化の病態解明・治療法開発に発展する
可能性がある。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１． 研究開始当初の背景 
 
（1） 放射線性唾液腺萎縮症に対する治療体系の確立の必要性； 
頭頸部癌患者の放射線療法に併発する不可逆性の疾患である放射線性唾液腺萎縮症は、口腔

乾燥のみでなく唾液の減少に伴う口腔粘膜炎の憎悪や多発性重度齲蝕を惹起し、疼痛による摂
食障害や構音障害など著しい口腔機能低下をもたらす。治療は対症療法が中心であるが治療効
果は極めて限定的であり、根治的治療を含めた低侵襲治療体系の確立が強く望まれる。 
 
（2） 組織再生環境構築の障害となる線維化メカニズムの解明の必要性； 
放射線性唾液腺萎縮症の病態の主体は、放射線障害による腺房細胞のアポトーシス、血管障害、

顕著な組織線維化である。最終段階である過剰な組織線維化は、残存組織による血管新生や腺房
細胞再生などの組織再生環境の構築を否定する組織の終末像である。肺線維症、肝硬変や腎硬化
症に代表される臓器線維化は、臓器の機能を担う上皮組織がＩ型コラーゲンなどの細胞外マト
リックス（ECM）に置き換わる病的変化である。これらは主に線維芽細胞の活性化・増殖によ
り結合組織に過剰な ECM が沈着し線維化が進行することで、臓器不全に至る。線維芽細胞の由
来として、①障害組織の上皮細胞の EMT、②障害組織へ遊走した骨髄・末梢血細胞による分化
の可能性が報告されている。一方で、線維性疾患の病態成立の機序は、臓器・障害誘因（放射線
性・薬剤性・加齢等）に特異的であり、多彩な病態メカニズムが指摘されている。疾患の線維化
改善に基づいた治療開発のため、その解明は必須であるが、特に放射線性唾液腺萎縮症において
はこれまで詳細な報告はなく、その実態は未だ解明されていない。 
 
（3）線維化メカニズムの端緒； 
放射線性唾液腺萎縮症の線維化機序において、①過剰な線維化を引き起こす線維芽細胞の由

来や、②線維芽細胞が病変部位へ集積するメカニズム、③活性化し過剰な ECM 産生に至る機序
が解明されていない。前述のように、組織線維化の過程は臓器・要因に特異的であることが示唆
されていることから、放射線性唾液腺萎縮症の線維化メカニズムを解明するためには、他の線維
性疾患の発症メカニズムを参考に準拠しながらも、唾液腺を構成する細胞の形態・機能変化、さ
らに放射線照射による組織微小環境の変遷を正確にとらえ解析する必要がある。 
 我々は、これまでの研究により唾液腺に常在する CD34 陽性細胞（Tissue Resident CD34 
positive cells; TR34）（下図左）が放射線障害を受けた唾液腺組織において、血管障害部に遊走・
集積し、一部が周皮細胞（血管平滑筋/ペリサイト）に分化することで、障害早期には血管修復
に寄与することを明らかにした（下図右）。一方で、その後（照射後 4 週後）には、周皮細胞に
分化せずに安定に存在していた TR34 が、筋線維芽細胞への分化を開始し、過剰な ECM 産生を
行い組織の線維化を促す現象の一端を見出した。 

血管周囲に常在する TR34 細胞(紫)  障害後 TR34 細胞(紫)は周皮細胞(緑)へ分化した 
 
（4）細胞治療【Effective-mononuclear cell (E-MNC)】開発の試み； 
 我々は放射線治療後や一次性シェーグレン症候群(pSS)の障害唾液腺に対して、機能が低下し
組織恒常性の維持が困難となった組織 MФの機能の代替を可能とする細胞治療の開発を行って
きた。そして自己末梢血から誘導した M2 マクロファージ群を特徴とする抗炎症性細胞を含む
E-MNC の治療開発に至った（I et al. Stem Cell Res Ther 2019）。これまでの研究により、放射
線照射したマウス唾液腺に対して E-MNC を投与することにより、唾液腺組織における線維化
が抑制され、唾液腺機能の低下も軽減化されており、一定の治療効果を得ている。 
 
 
２．研究の目的 
本研究は、組織線維化抑制をはじめとした組織再生環境構築に寄与する E-MNC を利用して、

放射線照射後の唾液腺における線維化過程のメカニズム解析を行った。それとともに、組織環境
により分化誘導されると考えられる TR34 の可塑性に着目し、唾液腺線維化の原因となる線維
芽細胞の由来・活性化の機序を解明した。そしてそのメカニズムのキーとなる分子を標的とした



治療法を開発することを目的とした。 
 

 
３．研究の方法 
  
(1) 放射線障害唾液腺組織における筋線維芽細胞への分化誘導要因の検討;  

放射線照射後、唾液腺組織（顎下腺）において TR34 が筋線維芽細胞へ分化誘導する要因を検
討した。C57BL/6 マウスの頭頚部のみに放射線照射（γ線；12Gy）した顎下腺を回収し（照射
後 1, 2, 4, 6, 12 週後）、炎症性関連遺伝子等の発現の比較を行い、放射線照射後の顎下腺
組織内の組織環境の変化と TR34 の筋線維芽細胞への分化時期との相関関係を評価した。 

 
(2) E-MNC の培養 
 末梢血から抽出した単核球成分(MNCs)を、IL-6やSCFなど5種類の因子から成る単核球維持
培地を使用した培養にて、5日間培養を行った。 

 
(3) E-MNC の特性解析； 
 E-MNC の投与により、障害唾液腺における線維化が抑制されたことから、その特性解析を詳
細に行うことで、線維化抑制に機能した細胞群の主体を検討した。特に組織 MФの機能と考
えられる機能の代替を E-MNC が行うことを示唆していたことから、フローサイトメトリー解
析で CD11b, CD206 を用いたマクロファージ分画や、Msr1 や Galectin3 などの貪食機能を詳
細に評価した。また培養 E-MNC に対して異物である蛍光ビーズを添加し、in vitro での貪食
能（Phagocytosis Assay）も評価した。 

 
(4) E-MNC 中の分画投与による細胞治療効果の主体の確認； 
E-MNC の特性解析により細胞治療の主体として CD11b 陽性細胞群に着目し、それらを除いた 
細 胞群による治療効果の評価を行った。E-MNC からの CD11b 陽性細胞の分離には Auto MACS 
を使用した。これによりヘテロな細胞群である E-MNC 中で、治療効果をもたらす主体となる 
分画を検討した。 

 
(5) 線維化に寄与する組織内環境要因の検討； 
E-MNC 中の治療効果の主体となる細胞群(CD11b 陽性細胞)の顎下腺投与後の動態に着目した。 
障害組織と細胞投与が行われた唾液腺組織を解析し、組織線維化の過程と線維化抑制をもた 
らす要因を E-MNC 投与唾液腺組織を用いて解析・検討した。 
 
 

４．研究成果 
 
これまでに、マウス顎下腺において、放射線照射後早期における炎症性関連マーカーの遺伝子

(IL-1β,IL-6, TGF-β 等)の発現上昇かつその炎症の遷延化を確認した。線維化過程において TR34
が筋線維芽細胞へ分化する際に、組織線維化の過程の主要なエフェクターとして作用する因子
を解析している。また、炎症が遷延化することから放射線照射による直接的な細胞死以外の機序
による要因も示唆された。 
E-MNC は細胞源である末梢血単核球と比較し、CD11b/CD206 陽性の細胞群が有意に増加してい

た。また同時にそれら M2マクロファージは Msr1 や Galectin-3 を発現し、高い貪食機能を有し
ていることが示唆された。これは E-MNC に異物である蛍光ビーズを加えると添加直後より貪食
することを顕微鏡下で視認し、早期に蛍光ビーズを貪食した E-MNC 分画の増加をフローサイト
メトリーでも確認できた。 
また、放射線照射後の顎下腺組織においては唾液流出量の低下が認められる一方、E-MNC を投

与した場合においては唾液流出量の低下が軽減化され、その細胞治療の効果が認められた。また、
E-MNC から CD11 陽性細胞群を単離・除去した細胞群を投与した場合においては、その細胞治療
効果は減弱した。照射後 9 週、13 週の時点においても組織再生の過程で認められる組織内 EGF
や HGF の濃度も減少しており、組織の線維化の抑制効果も E-MNC 投与の場合と比較してその効
果は低下した。このことから E-MNC の細胞治療効果の主体は CD11 陽性細胞であり、その特性で
ある貪食機能が寄与している可能性が示唆された。 
続いて、投与細胞の動態解析を行った。E-MNC をマウス顎下腺の直接投与すると、投与後 10日

にはホスト由来の CD206 陽性の M2 型マクロファージが多数誘導されていた。投与された E-MNC
自身は Msr1 を発現し、組織障害を受けて組織中に放出された HMGB1 を貪食していた。また同時
に組織修復因子である IGF-1 を放出していた。つまり、E-MNC 中の CD11b 陽性マクロファージが
主体となり、高い貪食能により炎症性起因物質 HMGB1 を貪食・除去し、同時に組織修復因子 IGF-
1 を放出していることが治療効果メカニズムの一端であることがわかった。 
一方、唾液腺組織常在 TR34 細胞は Sca-1、CD90 なども共発現しており、可塑性のある細胞で

あることが示唆された。現在、抗炎症・線維化抑制に寄与する E-MNC に含有されるマクロファー
ジを利用し、組織における過剰な線維化形成の過程の解析や、その抑制機序について、組織常在



細胞(TR34 等)との関わりを解析している。 
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