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研究成果の概要（和文）： マウスiPS細胞から造血幹細胞へ分化誘導した後、GM-CSFを添加し、

肝星細胞存在下MDSC（iPS-MDSC）への分化を試みた。その結果、iPS-MDSCでは、骨髄由来のMDSC

（BM-MDSC）とほぼ同様で、iPS、骨髄由来DCと比較して、Ia、CD11c、CD40分子の発現は顕著に

減弱した。また、抗原提示能としてT細胞に対する増殖効果がなく、アロ刺激によるCD4、CD8陽

性T細胞増殖の抑制機能が有した。また、B6マウスからBDF1マウスへのリンパ球移植による急性

GvHDモデルも確立でき、免疫細胞療法の実施へと繋げていきたい。 

 
研究成果の概要（英文）： To establish a novel method to generate myeloid-derived suppressor 
cells(MDSCs) from mouse induced pluripotent stem (iPS). We demonstrated that the iPS 
cell-derived MDSCs (iPS-MDSCs) possessed the characteristics of MDSCs including the 
morphology of typical BM-derived MDSC; low expression of the surface molecular, Ia, CD11c, 
and CD40; capacity of suppress the allogeneic T cell responses. Also we set up a unique 
mouse GvHD model (B6 to BDF1) for valuation the iPS-MDSCs function by immune cell therapy. 
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１．研究開始当初の背景 

 現在用いられている免疫抑制剤による移
植医療は、移植を臓器不全に対する最終的な
解決方法としての医療へと導きはしたが、半
永久的な投与による副作用、精神的および経
済的な負担が大きい為、新たな拒絶反応抑制
方法の確立が切望されている。一方、人工多
能性幹細胞（iPS 細胞；induced Pluripotent 
Stem cell）は、幅広い研究領域において革
新的な発展を遂げる可能性を秘めた「夢の細
胞」として、大きな注目を集めている。これ
ら幹細胞は自己再生能と多分化能を有し、幹
細胞を用いた細胞・組織の再生こそが再生医
療の核であると考えている。ミエロイド由来

抑 制 細 胞 （ Myeloid-derived suppressor 
cells; MDSC） は、強力な T細胞機能障害誘
導活性を持つ未成熟な骨髄性細胞の不均一
な細胞集団で、種々の病的な状態（ガン、感
染、自己免疫疾患）において、未成熟なミエ
ロイド系前駆細胞の、顆粒球、マクロファー
ジ、樹状細胞への分化が部分的に阻害され、
その結果として、この未成熟な集団が増殖し
て数を増やしたものである。近年、MDSC によ
る臓器移植後の拒絶反応抑制、自己免疫疾患
の治療に対する臨床応用の可能性が期待さ
れている。しかしながら、骨髄由来細胞はマ
ウス等実験動物ではその採取が容易である
が、ヒトの場合骨髄細胞の採取は患者に大き
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な負担を課す。また、MDSC への分化・誘導に
は長い期間が必要であり、細胞調整は容易で
は無く臨床応用の可能性が制限されている。
iPS 細胞の利用は患者への負担が極めて少な
く、培養は実験室レベルで大規模に行う事が
可能であり、十分な細胞が供給できる。本研
究の展開により、幹細胞の免疫担当細胞への
分化誘導を中心とした再生医学を樹立する
ことにより、移植後の拒絶反応抑制、自己免
疫疾患の治療に新たな可能性を生み出せる
と確信している。 
                             
２．研究の目的 

 本研究は、幹細胞（iPS）からMDSC への分
化誘導を中心とした再生医学（基礎医学）を、
移植後の拒絶反応抑制や自己免疫疾患の治
療等の医療（臨床医学）へと展開させるため
の基礎研究として進められる。そのために、
２年間の研究期間内において、今現在進めて
いる iPS 細胞による制御性樹状細胞（DC）へ
の分化誘導研究の成果を生かし、iPS 細胞か
ら MDSC への分化誘導方法の確立および動物
移植モデルの検証等による細胞療法の構築
を目標としている。 
 
３．研究の方法 

１）マウス iPS 細胞から MDSC への分化誘導 

 iPS-MDSCの分化誘導は共同研究者Luらが

確立された肝星細胞（hepatic stellate 

cells 、 HSC ） を 用 い た 骨 髄 由 来

MDSC(BM-MDSC)への分化誘導技術を基盤と

して検討した上、マウスiPS細胞を用いて、

MDSC への分化誘導を試みた。分化誘導過程

中、細胞の形態を指標として細胞を経時的

に回収し、培養中の各時期における MDSCs

の特徴、機能および細胞回収のタイミング

等について検討を行い、iPS 細胞から MDSC

への分化誘導、ならびに免疫制御細胞とし

ての高機能化を目指す。 
 
２）免疫細胞療法の検証するための GvHD モ

デルの確立 

 マウスを用いた局所および全身 GvHD

（graft versus host disease）モデルにお

ける MDSC、制御性 DCの効果を検討するため

に、分化誘導された MDSC 或は制御性 DC を

宿主に養子移植する。GvH 反応の抑制効果、

免疫組織学的所見を検討すると共に、移植

免疫寛容誘導・維持機構の解明を細胞免疫

学的解析にて行う。MDSC がもたらす免疫制

御の分子作用機構をマイクロアレイ、定量

RT-PCR を用いた網羅的な遺伝子発現解析に

より比較検討する。また、臨床応用を視野

に入れ、微量の既存免疫抑制剤との併用に

よる免疫抑制の相乗効果についても検討を

行う。 
 
４．研究成果 
 初年度の研究成果では、1）iPS細胞からよ

り簡易・大量にミエロイド由来細胞作製する

方法の確立を行った：今まで確立したES、iPS

細胞から樹状細胞を作成する分化誘導技術を

基盤として、細胞免疫治療に用いる各種免疫

細胞を簡易に大量に作製するための分化誘導

方法を検討した。DCへの分化誘導と同様、

Step-1で7日間培養し、iPS細胞のコロニーが

十分に分化したことを確かめたのち、Step-1

の1枚の培養皿をトリプシン処理し、iPS細胞、

OP9細胞とも単細胞にし、ゼラチンコートした

Step-1と同サイズの培養皿3枚に等量に播種

し、Step-2の培養過程に入り、十分量の分化

誘導された浮遊細胞を得ることができること

を見出した。2） iPS細胞からMDSCへの分化誘

導およびその機能解析を行った：iPS-MDSCの

誘導は共同研究者Luらが確立された肝星細胞

（hepatic stellate cells、HSC）を用いた骨

髄由来MDSC(BM-MDSC)への分化誘導技術を基

盤として検討した。その結果、iPS-MDSCでは、

BM-MDSC とほぼ同様で、iPS-DC、BM-DCと比較

して、Ia、CD11c、CD40分子の発現は顕著に減

弱した（図１）。ギムザ染色による細胞形態

の観察においては、iPS-MDSCとBM-MDSCの差が

見られなかった。また、抗原提示能としてT

細胞に対する増殖効果がなく、アロ刺激によ

るCD4、CD8T細胞増殖の抑制機能がiPS-MDSC

の用量に比例していた。これらの結果からiPS

細胞からMDSCに分化誘導することができたと

いえる。 

 

 
図 1．iPS 細胞から分化誘導出来た DC（上段）

および MDSC（下段）の FACS による細胞表面

分子の比較 

 

 初年度の成果を踏まえ、次年度の研究成果

は、4）iPS-MDSCのアロ刺激によるT細胞増殖

の抑制機能がiPS-MDSCが有する結果を踏まえ

て、今年度はiPS-MDSCの抗原提示能および抑

制機能について、未熟iPS-DCを追加して、さ

らに詳細に比較検討した。その結果、BM-MDSC、

未熟iPS-DCより、アロ刺激によるCD4、CD8T
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細胞増殖の抑制機能が顕著であり、iPS- 

MDSCの用量に比例していた（図２）。 

 

 
  

 

 

 

図２．iPS-MDSCがアロ刺激によるCD4、CD8T

細胞増殖の抑制機能を有した。 

 

5）急性GvHDモデルの確立においては、B6マウ

ス脾臓から分離したT細胞を調製し、B6D2F1

マウス尾静脈に注射した。細胞移植後7日後

(Day7)と14日後(Day14)に各臓器をサンプリ

ングし、解析に用いた。脾臓および肝臓にお

いては、ドナー由来細胞であるH2Kb陽性細胞

がDay7からDay14にかけて増加し、ドナー由来

T細胞、特にCD8T細胞が増殖していることが分

かった（図３）。 

 

 

 

図３．GvHDマウス脾臓細胞（SPC）、肝臓浸潤

細胞（IHL）におけるドナー由来細胞の増殖 

 

 また、レシピエントマウスの各臓器に対し

て免疫染色を行った結果、Day7とDay14の両方

においてCD4及びCD8とBrdU（細胞活性マーカ

ー）が共発現している箇所が多く観察された。

この結果からレシピエント臓器内での活性化

CD4,CD8T細胞の存在が確認できた。さらに、

Day14では、CTL細胞に関連するサイトカイン

であるPerforin、GranzymeB遺伝子の発現が上

昇することが分かった。以上の結果から、B6

マウス脾細胞移植によるレシピエントB6D2F1

マウスへの急性GvHD誘導が確認された。今後、

iPSから誘導出来た、しかもすでにin vitro

で、その機能解析出来たiPS-MDSCを用いて、

急性GvHDモデル等用いて引き続き行う予定で

ある。 
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