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研究成果の概要（和文）：異系統マウス脾細胞の混合培養に種々のマウス系統由来間葉系幹細胞を加えた移植片対宿主
病（GVHD）抑制試験管内モデルを用いて、間葉系幹細胞のGVHD抑制における仕組みを検討した。このGVHD抑制モデルに
おいて、間葉系幹細胞はinterferon-γ産生を抑制した。しかし、この抑制機構に間葉系幹細胞が発現する主要組織適
合性複合体（MHC）の遺伝子型や発現の有無が関与する可能性は認められなかった。また、この抑制機構に関与するリ
ンパ球亜集団は特定されなかった。本研究において得られた成果は、ヒトGVHD患者における歯髄間葉系幹細胞よる治療
にも重要な知見を提供する。

研究成果の概要（英文）：The mechanism for that mesenchymal stem cells (MSCs) reduce graft versus host 
disease (GVHD) was investigated on the allogenic mixed-lymphocyte reaction with MSC as in vitro model for 
GVHD. Regardless of genotypes and expressing or not of major histocompatibility complex (MHC), MSCs 
reduced produced interferon-γ on this in vitro model. While subsets of lymphocyte which take a role on 
the mechanism reducing GVHD were not identified. The obtained results have suggested important 
information for treatment of GVHD with MSC derived from dental pulp on human patients.

研究分野： 口腔生化学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
(1) 移植片対宿主病(GVHD)に関与するサイ
トカインとリンパ球の関係 
GVHD は腫瘍組織適合性複合体 (MHC) 

class I 分子を認識する通常の CD8 陽性 T 
細胞によって引き起こされ、① Th1 型免疫
反 応 に 関 与 す る イ ン タ ー フ ェ ロ ン
-γ(IFN-γ) の産生や、② 消化管組織など
の臓器傷害、などが指標とされる。IFN-γ に
よって活性化されたドナーの CD8 陽性 T 細
胞は、レシピエントの MHC class I 分子を認
識することにより、臓器傷害を引き起こすと
考えられている。GVHD の引き金となる早期
IFN-γ 産生を担う細胞集団は、マウスにお
いては老化に伴って増加する稀な CD122 陽
性 CD8 陽性 T 細胞亜集団であり (Takayama 
E ら, J immunol, 2000)、ヒトにおいてはCD57 
陽 性 CD8 陽 性 T 細 胞 亜 集 団 で あ る 
(Takayama E ら, Immunol, 2003）ことを、
本研究代表者らは明らかにしたてきた。そし
て、これらの T 細胞亜集団により、通常の
CD4 陽性 T 細胞によるIFN-γ 産生は増強さ
れ、引き続き CD8 陽性 T 細胞による臓器傷
害など、GVHD は進行すると考えられている。
この IFN-γ 産生増強には NK1.1 陽性
αβTCR 陽性 T 細胞亜集団 (NKT 細胞； CD4 
陽性または陰性) とインターロイキン (IL) 
-18 が関与することを、本研究代表者らは明
らかにした (Habu Y, Takayama E ら, J 
Immunol, 2001)。また、通常の CD8 陽性 T 細
胞は多様性がある MHC class Ia 分子を認識
して IL-2 により増殖するが、稀な CD122 陽
性 CD8 陽性 T 細胞亜集団は動物個体同一集
団内 (例えばヒトでは同一民族) において
多様性が低い MHC class Ib 分子を認識して
IL-15 により増殖することが明らかにされ
ている (Tough DF ら J Immunol, 2001; 
Urdahl KB ら, Nat Immunol, 2002)。 
 
(2) 間葉系幹細胞の免疫抑制能 
間葉系幹細胞の免疫抑制能は臨床への応

用が期待されており (Wolbank S ら, Tissue 
Engineering, 2007）、GVHD に対する抑制効
果 も 報 告 さ れ て い る （ Joo SY ら , 
Cytotherapy, 2010 ；  Cetinalp P ら , 
Cytotherapy, 2011）。こうした免疫抑制の
機構には、液性因子や MHC class I 関連分子
が関与する可能性を示した報告もある 
(Yañez R ら, Exp Cell Res, 2010； Musso A 
ら, Hematologica, 2011)。しかし、これら
の報告も他の因子が関与する可能性を示し
ており、間葉系幹細胞の免疫抑制機構は未だ
十分には明らかにされていない。 
 
(3) 移植片対宿主病(GVHD)抑制に関与する
リンパ球 
Foxp3 陽性 CD4 陽性の調節性 T 細胞 

(Treg 細胞) は、通常の CD4 陽性 T 細胞と
分別される亜集団である (Sakaguchi S ら, 
J Immunol, 1995； Sakaguchi S ら, Cell, 

2000)。マウス GVHD モデルを用いた検討から、
Treg 細胞の GVHD 抑制能が近ごろ報告され
た (Ma H ら, J Clin Invest, 2011)。しか
し、間葉系幹細胞の GVHD 抑制における、Treg 
細胞, CD122 陽性 CD8 陽性 T 細胞, CD8 陽
性 T 細胞、などリンパ球亜集団の関与は、未
だほとんど明らかにされていない。 
 
２．研究の目的 
歯髄, 骨髄, 脂肪組織より得られる間葉

系幹細胞の免疫抑制能は、抑制される免疫反
応の類型が明らかとされつつあり、臨床応用
への期待が高まっている。しかし、この免疫
抑制の機構は十分には明らかにはされてい
ない。そこで本研究では、間葉系幹細胞の移
植片対宿主病(GVHD) 抑制において、サイト
カインの動態と関与するリンパ球亜集団を
明らかにするため、マウスの ex vivo モデル
用いた検討を行った。本研究により得られた
知見は、単に GVHD のコントロールを目的と
した間葉系幹細胞の臨床応用における科学
的根拠を明らかにするのみならず、間葉系幹
細胞の免疫抑制能を幅広く種々の免疫性疾
患の治療に臨床応用できる可能性を探る知
見を提供している。 
 
３．研究の方法 
(1) マウス脾リンパ球混合培養による ex 
vivo の GVHD モデルを用いて調べた。ドナー
とレシピエントのリンパ球を個々に調べる
ために、BALB/c 系統と Ly5.1 接合 C57BL/6 
系統由来の脾リンパ球を用いた。 
 
(2) 間葉系幹細胞は、MHC 遺伝子型の異なる
C3H/HeN系統、BALB/c 系統と C57BL/6 系統、
および MHC class I の発現を欠損したβ2 
microglobulin（β2m）欠損 C57BL/6 系統よ
り単離した。単離した間葉系幹細胞の骨芽細
胞と脂肪細胞への分可能を確かめた。 
 
(3) リンパ球混合培養に間葉系幹細胞を加
え 48 時間培養した。そして、急性の GVHD を
引き起こす引き鉄となる IFN-γ の産生を、
酵素結合免疫吸着（ELISA）法により定量し
た。また、リンパ球の活性化抗原の発現変化
を、フローサイトメーター（FACS）法により
解析した。 
 
４．研究成果 
(1) ドナーともレシピエントともMHC遺伝子
型の異なる C3H/HeN 系統、ドナーである
BALB/c 系統とレシピエントである C57BL/6 
系統いずれの間葉系幹細胞も、ほとんど同様
に、リンパ球混合培養による IFN-γ 産生を
抑制した。この結果は、GVHD はドナーとレシ
ピエントのMHC遺伝子型が異なることにより
引き起こされるにもかかわらず、急性の GVHD
を引き起こす引き鉄となる IFN-γ の産生を
間葉系幹細胞が抑制する仕組みは、間葉系幹
細胞のMHC遺伝子型にかかわらない仕組みに



よるものであることが明らかとなった。 
 
(2) MHC class I の発現を欠損したβ2m 欠損
C57BL/6 系統より単離した間葉系幹細胞も
また、野生型 C57BL/6 系統由来の間葉系幹細
胞とほとんど同様に、リンパ球混合培養によ
る IFN-γ産生を抑制した。この結果は、GVHD
はドナーとレシピエントのMHC遺伝子型が異
なることにより引き起こされるにもかかわ
らず、急性の GVHD を引き起こす引き鉄とな
る IFN-γ の産生を間葉系幹細胞が抑制する
仕組みは、間葉系幹細胞が発現する MHC が関
わらない仕組みによるものであることが明
らかとなった。 
 
(3) 間葉系幹細胞は IFN-γ 産生を抑制する
にもかかわらず、ドナーBALB/c 系統および
レシピエントであるC57BL/6 系統のTリンパ
球の活性化抗原の発現はいずれも、間葉系幹
細胞の有無により、変化せず、関与するリン
パ球亜集団を特定できなかった。この結果は、
GVHDはTリンパ球がMHCの遺伝子型の違いを
認識して活性化することが引き鉄になり引
き起こされるにも関わらず、急性の GVHD を
引き起こす引き鉄となる IFN-γ の産生を間
葉系幹細胞が抑制する仕組みは、単に Tリン
パ球の活性化を抑制するものでは無い可能
性を示唆している。急性の GVHD における間
葉系幹細胞の IFN-γ 産生抑制に関与するリ
ンパ球亜集団を特定するためには、より敏感
にリンパ球の活性化を検出できる測定技術
やあらかじめリンパ球を亜集団に分離する
技術を必要とするのかもれない。あるいは、
この IFN-γ 産生抑制は、間葉系幹細胞によ
る直接的な仕組みによるもの、あるいは顆粒
球系や単球系などリンパ球以外の細胞亜集
団が関与する仕組みによるものであるのか
もしれない。 
 
(4) さらに、これらの仕組み詳細に検討する
ことは、単に GVHD のコントロールを目的と
した歯髄由来間葉系幹細胞の臨床応用にお
ける科学的根拠を明らかにするのみならず、
歯髄由来間葉系幹細胞の免疫抑制能を幅広
く種々の免疫性疾患に臨床応用できる可能
性を明らかにするであろう。 
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