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研究成果の概要（和文）：本研究では、シェーグレン症候群の治療を目的に骨髄細胞を用いて実験を行った。GFP陽性
骨髄細胞移植マウスを用いて解析を行った結果、唾液腺組織内にGFP陽性細胞が認められた。またGFP陽性細胞は腺房細
胞、筋上皮細胞、導管等、唾液腺組織特異的な蛋白質に陽性を示した。シェーグレン症候群モデルマウスに骨髄細胞移
植を行ったところ、唾液腺の明らかな縮小が認められた。以上のことから骨髄細胞により唾液腺を修復、また骨髄細胞
の抗炎症作用によりシェーグレン症候群の治療に繋がる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we tried to development the treatment of Sjogren's syndrome by 
using mesenchymal stem cells. When we used the mouse that was implanted GFP positive bone marrow cells, 
GFP positive cells was observed in salivary gland. And GFP positive cells were shown in mucous cells, 
myoepithelial cells, salivary duct and the specific protein in the salivary gland. In addition, when we 
implanted the GFP positive bone marrow cells to Sjogren's syndrome model mice, the salivary gland body 
reduced obviously. Therefore these findings indicate that bone marrow cells affect the restoration of 
salivary gland, and that anti-inflammatory effect of bone marrow cells treat Sjogren's syndrome.

研究分野：口腔外科
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１．研究開始当初の背景 
 
 シェーグレン症候群は涙液分泌障害、口腔
乾燥症を主な症状とした全身性の自己免疫
疾患であり、口腔領域では唾液分泌量の低下
から齲蝕、カンジダ感染、歯周病等、様々な
口腔疾患の原因になることが知られている。
しかしながらシェーグレン症候群に対する
治療は人工唾液の口腔内への噴霧、抗炎症剤
投与等の対症療法しかなく、有効な治療法が
無いのが現状である。また近年罹患者は増加
傾向にあり、新規治療法の開発が求められて
いる。 
 近年、間葉系幹細胞が T細胞を制御し強力
な免疫抑制効果を示すことが報告され、間葉
系幹細胞の自己免疫疾患に対する治療効果
が期待されている。実際に治療が非常に困難
であった GVHD(graft versus host disease)にお
いては、培養した間葉系幹細胞の臨床応用研
究が始まっており良好な治療実績をあげて
いる。 
 我々は現在までに骨髄間葉系幹細胞の多
分化能に関する研究を行ってきており、骨
髄由来細胞が頭頸部領域の神経細胞や嗅上
皮細胞等の細胞へ分化することを確認して
いる。また、培養条件・細胞の回収法等を改
善することにより効率的な骨髄間葉系幹細
胞の採取、培養法の確立に成功している。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では未だ根治治療法のない難治性
疾患シェーグレン症候群に対して、損傷した
唾液腺組織を骨髄細胞を用いて再生すると
ともに、シェーグレン症候群の自己免疫疾患
の治療に骨髄間葉系幹細胞を適応し新規治
療法の開発を行うことを目的としている。 
 
３．研究の方法 
 
（１）骨髄細胞の唾液腺組織への移行ならび
に唾液腺構成細胞への分化について 
 骨髄細胞が唾液腺組織構成細胞に分化す
る こ と を 確 認 す る た め
C57BL/6-Tg(CAG-EGFP) マウス（以下 GFP
マウス）由来骨髄細胞を同系野生型マウスに
移植を行い、解析を行った。実験は GFPマウ
スを麻酔下にて安楽死させ大腿骨脛骨を摘
出後，骨周囲軟組織を可及的に切除した。骨
組織は αMEM培地にて骨髄細胞を洗浄、GFP
マウス由来骨髄細胞を HBSS で約 1×107 個
/200μl 細胞数の浮遊液を調整した。その後、
同系野生型マウスに X線照射（10Gray）を行
った後、尾静脈から細胞を移植した。骨髄細
胞移植後 4 週間は感染予防のために酸性水
(pH3.0)を与えて飼育した。骨髄細胞移植を行
ったマウスは経時的に唾液腺組織を摘出し
4％パラフォルムアルデヒドで固定、定法に
てパラフィン切片を作製、HE 染色、抗 GFP
抗体を用いて免疫組織化学的染色を行い組

織学的観察した。 
 尚，本研究において使用した全ての動物は，
岡山大学大学院医歯薬学総合研究科の実験
動物ガイドラインに従い飼育、使用した。本
研究は岡山大学動物実験委員会の審査，承認
を受けて行った。 
①免疫組織化学的染色 
 脱パラフィン後，室温で 30分間 0.3％過酸
化水素メタノール溶液にて内因性ペルオキ
シダーゼをブロックした。抗体は抗 GFP抗体
を使用し 37℃で 5 分間 0.1%トリプシン溶液
により前処理，抗 GFP抗体を 1000倍に希釈
して 4℃で overnightにて反応させた。次に抗
GFP 抗体に対する二次抗体を用いて免疫反
応を行い ABC kitで反応、DAB発色を行い組
織学的に観察した。 
 
（２）骨髄細胞移植マウス唾液腺組織におけ
る GFP陽性細胞の同定について 
 摘出した唾液腺に認められた GFP 陽性細
胞の同定を行うため、粘液細胞、漿液細胞、
導管、筋上皮細胞、血管内皮細胞にそれぞれ
特異的な抗体として、抗 AQP5 抗体、抗
amylase抗体，抗 CK19抗体、抗 αSMA抗体、
抗CD31抗体を用いて抗GFP抗体との免疫蛍
光二重染色を行った。 
①蛍光免疫二重染色 
 蛍光二重染色は前述唾液腺構成細胞に特
異的な抗体を用いて，GFP- AQP5，GFP- 
amylase，GFP- CK19，GFP-αSMA、GFP- CD31
の組み合わせについて行った。それぞれの抗
体の組み合わせにおいて 4℃で overnightにて
反応させた後、TBST で洗浄，各一次抗体に
特異的な二次抗体を室温で 60 分間反応させ
た。標本は TBSTで洗浄後，対比染色として
DAPI で核染色を行った後に蛍光顕微鏡で観
察した。 
 
（３）シェーグレン症候群モデルマウスの作
成と骨髄細胞による抗炎症効果の解析につ
いて 
 骨髄細胞によるシェーグレン症候群の治
療効果の確認のためシェーグレン症候群モ
デルマウスの作製および骨髄細胞移植によ
る治療効果の判定を行った。 
①シェーグレン症候群モデルマウスの作製 
 モ デ ル マ ウ ス の 作 製 に は
MRL/MpjjmsSlc-lpr/lprマウスを用いた。同マ
ウスはシェーグレン症候群の徴候が現れ始
めるとされている 9週齢から４週間経過した
13 週齢、および８週間経過した 17 週齢に顎
下腺、および耳下腺組織を一塊に摘出、定法
にてパラフィン切片を作成、HE 染色を施し
組織学的に観察した。 
②骨髄細胞の抗炎症効果の解析 
 モデルマウスに MRL/MpjjmsSlc-+/+野生型
マウス骨髄から得られた細胞の移植（約
3×107 個）を尾静脈から行った。モデルマウ
スは骨髄細胞移植を 9週齢に１回施行し４週
間経過した 13 週齢と、骨髄細胞移植を 9 週



齢と 13週齢の２回施行し 17週齢に顎下腺お
よび耳下腺組織を摘出、定法にてパラフィン
薄切切片を作製、HE 染色を行い組織学的に
観察した。 
 
４．研究成果 
 
（１）骨髄細胞の唾液腺組織への移行ならび
に唾液腺構成細胞への分化について 
 シェーグレン症候群により損傷した唾液
腺組織を、骨髄細胞を用いて再生可能である
かについて検討するため、GFPマウス由来骨
髄細胞移植マウスを用いて、骨髄細胞の唾液
腺組織構成細胞への分化能について組織学
的に解析を行った。骨髄由来 GFP陽性細胞は、
耳下腺および顎下腺の唾液腺組織に多数認
められた。GFP陽性細胞は粘液腺、漿液腺に
かかわらず認められ、双方の陽性細胞率には
大きな差を認めなかった。また GFP陽性細胞
の大多数は、豊かな胞体を有する細胞形態か
らマクロファージ等の炎症性細胞である可
能性が考えられた（図１）。しかしながら一
部の粘液細胞、筋上皮細胞を構成する細胞に
GFP陽性細胞が認められ（図１）、骨髄由来
細胞がこれら唾液腺組織を構成する細胞へ
分化する能力を有している可能性が示唆さ
れた。 

 
（２）骨髄細胞移植マウス唾液腺組織におけ
る GFP陽性細胞の同定について 
 GFP骨髄細胞移植マウスの耳下腺、顎下腺
の唾液腺組織に認められた GFP 陽性細胞の
性状について蛍光免疫二重染色法を用いて
組織学的解析を行った。その結果マウス耳下
腺、顎下腺の唾液腺組織に多数認められた
GFP 陽性細胞の多数はマクロファージ等血

球系の細胞が殆どと考えられた。しかし少数
の細胞で GFP と腺房細胞に特異的な抗原
AQP5に陽性を示した（図２）。また GFPと
漿液細胞、導管、筋上皮細胞、にそれぞれ特
異的な amylase、CK19、αSMA（図２）抗原
に陽性を示していたことから、唾液腺組織を
構成する腺房細胞、筋上皮細胞、導管の一部
は骨髄由来の細胞であることが確認された。
GFPおよび CD31抗原に共に陽性を示す明ら
かな細胞は認められず、骨髄由来細胞の血管
内皮細胞への分化は確認できなかった。以上
のことから骨髄由来細胞は唾液腺組織を構
成する全ての細胞に分化可能であり、シェー
グレン症候群によって損傷した唾液腺組織
は骨髄細胞を用いることにより、再生治療で
きる可能性が示唆された。 
 

（３）シェーグレン症候群モデルマウスの作
成と骨髄細胞による抗炎症効果の確認につ
いて 
①シェーグレン症候群モデルマウスの解析 
 作製したシェーグレン症候群モデルマウ
スの唾液腺組織について組織学的解析を行
った。モデルマウス 13 週齢の唾液腺組織で
は導管中心性にリンパ球を主体とする炎症
性細胞の浸潤と集族が認められ、隣接するリ
ンパ球の増大も確認された。17週齢のモデル
マウスでは炎症性細胞の浸潤集族が増加し
ており、経時的にシェーグレン症候群の症状
が進行する傾向が認められた。以上のことか
らシェーグレンモデルマウスの作成に成功
したと判断した。 
②シェーグレン症候群モデルマウスにおけ
る骨髄細胞移植の効果について 
 モデルマウスに同系野生型マウス由来の



骨髄細胞移植を行ったところ、肉眼的に唾液
腺組織と付随するリンパ節の明らかな縮小
が認められた（図３）。骨髄細胞移植を２回
施し 17 週齢に摘出した唾液腺組織では骨髄
細胞移植処理を行っていない唾液腺と比較
して、付属のリンパ節を含む唾液腺重量が約
2 割減少していた。組織学的解析では炎症性
細胞浸潤の若干の抑制傾向が認められた。以
上のことから野生型マウス骨髄細胞の移植
により、炎症性細胞浸潤の抑制効果が期待で
き、シェーグレン症候群における自己免疫疾
患の治療に骨髄細胞が効果的である可能性
が示唆された。 
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