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研究成果の概要（和文）：レシピエント骨髄間葉系幹細胞（MSC）を投与し、ラット四肢同種移植モデルでの拒絶反応
の抑制効果を評価検討した。移植肢の生着期間について、有意な生着期間の延長が認められ、組織学的にも免疫学的に
も拒絶反応が抑制されていた。運動器官の同種移植など通常の免疫抑制剤の使用が致命的副作用のため制限されるよう
な場合、細胞を用いた新たな免疫抑制療法として間葉系幹細胞を応用できる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Hand transplantations have revolutionized the reconstruction field for patients 
with hand defects. However, immunosuppressants are essential for maintaining human hand transplant 
survival despite lethal side effects. Mesenchymal stem cells (MSCs) have some immunomodulatory properties 
to suppress T cell mediate responses. The purpose of this study is to evaluate the effect of intravenous 
recipient MSCs infusion for immunomodulation in the rat composite tissue allotransplantation model. The 
graft survival of MSCs infusion group was significantly prolonged in comparison with that of control 
group. Cytokine expression analysis showed that MSCs treatment significantly decreased pro-inflammatory 
cytokine expression. An in vitro mixed lymphocyte reaction showed MSCs inhibiting T cell proliferation.
MSCs demonstrate some immuno-modulatory properties that can be accomplished without the need for 
significant recipient immunosuppression.

研究分野： 整形外科
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１．研究開始当初の背景 
外傷や悪性腫瘍により手などの運動器官を
失えば、人としての生活は大きく制限される。
欠損部が小範囲の場合は自家組織を用いて
の再建が可能であるが、これには限界があり、
重度の欠損に対する解決法として他人から
手や関節などの複合組織を移植する四肢同
種移植が開発され、近年世界で５０例以上の
手同種移植成功例が報告されている。これは
手術手技の進歩に加え、同種移植の際に必ず
おこる拒絶反応の予防、治療のための免疫抑
制療法の進歩によるものが大きい。免疫抑制
療法は進歩してきてはいるが、このような移
植はきわめて拒絶反応の強い皮膚を含むた
め普通の臓器移植に比べ約２−３倍の免疫抑
制剤の投与が必要で、しかも、免疫抑制療法
には感染、糖尿病や悪性腫瘍の発生など致命
的な副作用があり、新しい免疫抑制剤によっ
てもこれらの問題は解決されていない。現在
本邦で行われている腎、肝、心肺移植などは
生命維持器官の移植であるため、致命的副作
用を伴う免疫抑制剤の使用は容認されてい
るが、生命維持器官でない四肢運動器官の同
種移植では、免疫抑制剤の使用に関して多く
の問題が提起され、論争の的となっている。
つまり、四肢同種移植については、いかに長
期間の免疫抑制剤の投与量を減らし拒絶反
応をコントロールするかが重要となってき
ている。一方、間葉系幹細胞は、骨髄、骨格
筋、脂肪組織、臍帯血、胎児組織等から分離
培養できる細胞で、骨、筋肉、軟骨、腱、脂
肪などに分化できる上に自己増殖能を持ち、
それゆえ万能細胞と呼ばれている。移植免疫
の分野では、間葉系幹細胞が、in vitro で、
T 細胞の機能を抑制する（Ringde´n et al 
2006, Transplantation）、リンパ球の増殖
を 抑 制 す る （ Tse et al 2003, 
Transplantation）、regulatory T 細胞を増
殖させるなどの報告があり、in vivo では皮
膚移植の際の拒絶反応を抑制できたと報告
されている。臨床応用もされており、ステロ
イドでコントロールできないような重度の
移植片対宿主反応を間葉系幹細胞移植によ
りコントロールできたとの報告もあり
（Ringde´n et al 2006, Transplantation）、
間葉系幹細胞は再生医療分野での万能細胞
としての役割のみならず、移植医療の分野で
も従来の免疫抑制剤とは違った細胞による
免疫抑制療法としての役割も考えられてき
ている。 
 
２．研究の目的 
万能細胞と呼ばれる間葉系幹細胞には採取
されるソースに関わらず免疫調節作用があ
り、免疫抑制剤が必要な同種移植において細
胞による免疫抑制療法としての役割も考え
られる。複合組織同種移植のモデルを用い、
レシピエントからの間葉系幹細胞を投与す
ることによって拒絶反応が抑制されること
を明らかにするのが今回の研究の目的であ

る。 
 
３．研究の方法 
（１）実験の対象 
オスBrown-Norwayラット(BN)をドナーとし、
MHCの異なるオスLEWISラットをレシピエン
トとして用いて実験を行う。 
 
（２）間葉系幹細胞の分離、培養、準備 
Aziziらの方法に従って、間葉系幹細胞の分
離培養する（Proc. Natl. Acad. Sci. USA 
1998）。レシピエントLEWラットの大腿骨と脛
骨から骨髄を採取し、遠心密度勾配法にて血
球成分を除去し、プラスチック培養皿にて分
離培養する。３日ごとに培地は交換を行い１
週間ごとに継代し、２週間後培養皿に付着し
た細胞をトリプシンにて剥離し、それを骨髄
間葉系幹細胞として、１ｍｌ注射器に吸引し
（１０×１０6個）、レシピエントに投与でき
るように準備しておく。 
 
（３）移植手術  
Doiらの方法に従って、ラット下肢移植手術
を行う（Plast Reconstr Surg 1979）。 
オスBNラットをドナーとし、ペントバルビタ
ールにて麻酔の上、ソケイ部を展開し、大腿
動静脈を剥離しソケイ靭帯のレベルで切離
し、大腿中央レベルで皮膚、筋肉、大腿神経、
坐骨神経、大腿骨を切離し、ヘパリン加乳酸
リンゲル液にて還流を行い、両側の下肢を採
取する。採取した下肢は乳酸リンゲル液中に
冷所保存する。 
レシピエントの手術は、オスLEWISラットを
レシピエントし、同様に麻酔の上、ソケイ部
を展開し、大腿動静脈を剥離し血管縫合がで
きるように大腿遠位部で切離し、大腿中央レ
ベルで皮膚、筋肉、大腿神経、坐骨神経、大
腿骨を切離し、片側の下肢を切離する。ドナ
ーから採取した下肢を、１８G注射針にて大
腿骨を髄内釘固定し、筋肉と後面の皮膚を縫
合し、顕微鏡下に大腿動静脈を１０−０ナイ
ロンにて血管縫合を行い、残りの皮膚縫合を
行い、移植手術を完了する。術後は脱水を補
正するために約５ｍｌの乳酸リンゲル液を
腹腔内に補う。 
 
（４）免疫抑制療法及び実験群  
術直後から毎日タクロリムス（FK506）
0.2mg/kgを筋肉内注射し、術後６日目まで計
７回投与する。分離培養したレシピエント骨
髄間葉系幹細胞10x106個を術後７日目にペ
ニス背側の静脈から静脈内投与する（MSC群）。
コントロールグループとして、骨髄間葉系幹
細胞投与を行わないタクロリムスのみのグ
ループ（FK群）、全く免疫抑制療法を行わな
いグループ（allograft群）、LEWISラットか
ら LEWIS ラ ッ ト に 移 植 し た グ ル ー プ
（isograft群）を作成する。 
 
（５）拒絶反応評価 



移植された下肢は、拒絶反応が始まると、肉
眼的には、浮腫、発赤、表皮剥離、ミイラ化
の順に経過をたどり、表皮剥離が進みミイラ
化が始まった時点を不可逆的な状態と考え
拒絶されたものと評価する。各グループの手
術からの生存期間を統計学的に比較検討す
る。拒絶された時点で皮膚、筋肉、骨、軟骨
の組織を採取しホルマリンにて固定し、また、
同時に末梢血を採取し、血清と単核球を分離
し凍結保存し、評価する。 
 
（６）組織学的評価 
ホルマリン固定しておいた皮膚、筋肉、骨、
軟骨の組織の切片を作成しHE染色を行い、組
織学的に拒絶反応を確認し、それぞれの組織
で単球の浸潤を数値化し形態学的かつ統計
学的に比較検討する。 
 
（７）免疫学的拒絶反応評価 
凍結保存しておいた血清を用い、ELISA 法に
て血清中のサイトカイン量を測定し、各グル
ープ間で比較検討する。また、凍結保存して
いた単核球を用い、ドナー、レシピエント、
3rd party の脾臓細胞を stimulator として
Mixed lymphocyte reaction を行い、ドナー
や 3rd party への T細胞の反応をグループ間
で比較検討する。 
 
４．研究成果 
（１）移植肢の生存期間はMSC投与群（中央
値 24.5 日）は、タクロリムスのみグループ
（中央値 18 日）と比較し、有意に生存期間
の延長が認められた。 
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（２）移植後 14 日での皮膚組織を比較した
ところMSC群は FK群と比較し優位に単核球
の浸潤が少なく、MSC群と isograft群では有
意差が認められなかった。 
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（３）移植後 14 日での筋肉組織でも単核球
の浸潤は、同様にMSC群は FK群と比較し有意
に単核球の浸潤が少なく、MSC群と isograft
群では有意差が認められなかった。 
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（４）皮膚組織でのmRNAレベルではIFN-γの
発現がMSC群では FK群と比較し有意に減少
していた。 
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（５）拒絶時の血清中の炎症性サイトカイン
（IFN-γ）は、MSC群は FK群と比較し優位に
少なく、MSC群と isograft群では有意差が認
められなかった。 
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（６）Mixed lymphocyte reactionではMSC群
ではドナーや 3rd party反応が有意に抑制さ
れていた。 
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