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研究成果の概要（和文）：自己免疫疾患の治療として、全身的な免疫抑制状態に陥らせることなく免疫抑制を誘導する
手法として、ES細胞から樹状細胞 (ES-DC)を分化誘導し利用する方法を検討した。ES-DCを1型糖尿病モデルマウスのNO
Dマウスに投与したところ、糖尿病発症の抑制が確認され、脾臓中のTh1細胞の割合が低下した。また、実験的自己免疫
性脳脊髄炎(EAE)モデルによる検討では、ES-DC治療群において、脊髄浸潤細胞におけるTh1細胞数の減少が認められた
。一方で、ES-DCを投与したマウスの外来抗原に対する免疫応答は維持されていたことから、ES-DCは自己免疫疾患に対
する有望な治療法になりえる可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：We demonstrate the immune-regulatory effect of embryonic stem cell-derived 
dendritic cells (ES-DCs) using two models of autoimmune disease, namely non-obese diabetic (NOD) mice and 
experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE). Treatment of pre-diabetic NOD mice with ES-DCs exerted 
almost complete suppression of diabetes development during the observation period. Development of EAE was 
also inhibited by the treatment with ES-DCs, and the treatment of EAE-induced mice with ES-DCs reduced 
the infiltration of inflammatory cells into the spinal cord and ES-DCs suppressed Th1 cells. Moreover, 
the ES-DC treatment did not affect T cell response to an exogenous antigen, and we observed the 
inhibition of differentiation and proliferation of Th1 cells by ES-DCs in vitro. These results suggest a 
clinical application for pluripotent stem cell-derived DCs as a therapy for T cell-mediated autoimmune 
diseases.

研究分野： 神経内科
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１．研究開始当初の背景 
自己免疫疾患は、様々な自己抗原に対して

免疫寛容が破綻した結果、病原性 T 細胞の攻
撃により組織障害を来たす疾患である。これ
に対する現在の治療法として、免疫抑制剤や
分子標的薬が使用されているが、これらの薬
剤を使用することで、免疫応答能が全般性に
低下し感染症誘発等の危険性が高まること
が懸念される。そこで、全体的な免疫応答能
を低下させずに、自己抗原に対する免疫応答
のみを特異的に抑制する治療法の開発が期
待される。 
このような背景から我々は全身的な免疫

抑制状態に陥らせることなく、免疫制御を誘
導する手法の開発に取り組んできた。そのた
めの手段として、T 細胞への抗原提示機能に
特化した細胞である樹状細胞を利用する方
法について検討し、マウス ES 細胞より樹状
細胞 (ES-DC)を分化誘導する方法を確立し
て い る 。 さ ら に ES 細 胞 に myelin 
oligodendrocyte glycoprotein (MOG)由来のペ
プチドをコードする遺伝子と、免疫抑制性分
子である TNF-related apoptosis inducing ligand 
(TRAIL)とを遺伝子導入し、ES-DC へ分化さ
せた MOG 抗原特異的で且つ免疫抑制性機能
を 有 す る 遺 伝 子 改 変 ES-DC 
(ES-DC-TRAIL/MOG)を作製した。そして、こ
れをマウスに前投与することにより、MOG
ペプチドで誘導される実験的自己免責性脳
脊髄炎 (EAE)の発症が抑制できることを報
告している。 
以上の成果を利用して我々は、TRAIL が

Treg 細胞に対しては細胞増殖性に働く一方
で、IFN-γ 産生 CD4 陽性 T 細胞や通常の CD4
陽性T細胞に対しては増殖抑制性に働くとい
う全く別々の作用を示すことを見出した。 

 これらの研究成果は、“自己免疫疾患発症
に関与する自己抗原と TRAIL とを強制発現
させることにより、抗原特異的な免疫抑制機
能を有する遺伝子改変 ES-DC を作製できる
こと、さらにこれを個体へ投与することによ
り、自己抗原特異的な免疫制御が可能である
こと”を示唆する実験結果である。そのため、
この手法が複数の自己抗原が関与している
ヒトの自己免疫疾患の治療においても有効
であるかどうかを検証するために、単一抗原
による誘導型自己免疫疾患モデルマウスの
EAE だけではなくて、複数の自己抗原が関与
する自然発症型の自己免疫疾患モデルマウ
スの 1 型糖尿病尾モデルマウスの NOD マウ
スにおいても実験を行った。 
その結果、自己抗原遺伝子 (GAD65 あるい

は insulin)と TRAIL とを強制発現させた
ES-DC (ES-DC-TRAIL/GAD65, insulin)を 5回、
糖尿病未発症マウスに前投与した場合、糖尿
病の発症が抑制できることを確認した (図 1)。   
一方で、驚くべきことに自己抗原 GAD65

や insulin、免疫抑制性分子 TRAIL を遺伝子導
入していない通常の ES-DC の前投与によっ
ても糖尿病の発症が同程度に抑制されるこ

とも確認された (図 1)。 

これらの結果からは、自己抗原や免疫抑制
性分子の遺伝子導入を行わなくても、ES-DC
自体が免疫抑制性あるいは免疫制御性の機
能を有している可能性が示唆される。 
 
２．研究の目的 
本研究では、以下の 2 つについて検討を行

うことを目的とする。 
(1) ES-DC の自己免疫疾患モデルマウスへの

症状抑制効果の確認と、その制御機構の
解明 

(2) ES-DC による自己免疫制御の状態で、外
来抗原に対する免疫応答能が保持される
のか解析 

我々は自己免疫疾患に対する ES-DC の効
果として、図 2 のような仮説を考えた。これ
を検証するために、ES-DC を用いた自己免疫
疾患の治療法が、複数の自己免疫疾患モデル
マウスに対して有効であるかどうか検証し、
その抑制性の機構について研究を行う。また
ES-DC による自己免疫制御の状態で、外来抗
原に対する応答が保たれるか解析を行う。 

 
３． 研究の方法 
(1) ES-DC の糖尿病未発症 NOD マウスへの

投与 (発症予防実験)と制御機構の解析 
病原性 T 細胞が体内で発生するとされる 4

週齢から雌の NOD マウスに ES-DC の投与を
行い、30 週齢程度まで観察し、糖尿病発症抑
制効果が ES-DC の投与回数依存性かどうか
確認する (図 3-1)。  
またNOD-ES細胞をコントロールとして使

用し、ES-DC 投与群と糖尿病発症率の比較検
討を行う。ES-DC を投与した NOD マウスに
対し、Th1, Th17, Treg 細胞を中心とした T 細
胞分画の検討をフローサイトメトリーにて行
う (図 4-1)。 



 
(2) ES-DCのEAE誘導マウスへの症状発症後

の投与 (治療実験)と制御機構の解析 
臨床症状を発症したMOG誘導性のEAEに

ES-DC を投与し、非投与群と比較してその後
の臨床症状が軽快するか検討を行う (図 3-2)。   
また NOD マウスと同様に、ES-DC を投与

した EAE マウスに対し、Th1, Th17, Treg 細胞
を中心とした T 細胞分画の検討をフローサ
イトメトリーにて行う (図 4-1)  
(3) In vitro での種々の T 細胞分画に ES-DC

が与える影響の解析 
OT2マウスのナイーブT細胞から種々のT

細胞分画に誘導後、APC 存在下で OT2 ペプ
チドを加え再刺激による増殖反応を促す。そ
の際に ES-DC を加えて、種々の T 細胞分画
の増殖が促進もしくは抑制されるか比較検
討する(図 4-2)。 
(4) ES-DC の投与を行ったマウスにおける

外来抗原への免疫応答能の確認 
ES-DC の投与を行ったマウスが、全身的な

免疫抑制状態になっていないことを検証す
る。ES-DC を投与したマウスに外来抗原
Keyhole limpet hemocyanin (KLH)の免疫を行
い、その後に回収した外来抗原特異的な T 細
胞の増殖応答が、ES-DC 非投与群と比較して
同程度に保たれているか検証する。 
 
４． 研究成果 
(1) ES-DC の糖尿病未発症 NOD マウスへの

投与 (発症予防実験)と制御機構の解析 
図 3-1)の計画に基づいて、実験を行った結果
を示す。 
無治療群と比較して、ES-DC を投与した場合、
糖尿病の発症が投与回数依存性に抑制され

た (図 5)。 
 
一方で、ES 細胞を 1～3 回糖尿病未発症マ

ウスに投与し、糖尿病発症の有無を確認した
が、ES 細胞の投与では糖尿病発症抑制効果は
認められなかった。 
 また ES-DC を投与した NOD マウスの脾臓
細胞の解析を行った結果、ES-DC 投与群では、
Th1 細胞、Th17 細胞、ダブルポジティブ細胞

の割合の低下が確認された (図 6) 
 
(2) ES-DC の EAE 誘導マウスへの症状発症

後の投与 (治療実験) と制御機構の解析 
NOD マウスでは糖尿病発症前、すなわち

臨床症状発症前に、ES-DC の投与を行った
が、EAE では将来的なヒトでの臨床応用を
考慮し、EAE の臨床症状発症後 (尾部の麻
痺)に ES-DC の投与を行った。その結果、臨
床症状発症後であっても、ES-DC 投与群で
は、治療効果 (臨床症状の軽減)が確認され
た (図 7-A)。また、ES-DC を投与した EAE
誘導マウスでは、脊髄浸潤細胞数の減少が確
認され(図 7-B)、この脊髄浸潤細胞数におい
て T 細胞分画の検討を行った結果、ES-DC
投与群では Th1 細胞数の低下が認められた 
(図 7-C)。その他、Treg 細胞については ES-DC
の効果は認められず、Th17 細胞への影響も
わずかであった。 
 
 
 



 
(3) In vitro での種々の T 細胞分画に ES-DC

が与える影響の解析 
OT2マウスのナイーブT細胞からTh1細胞を
分化誘導し、骨髄由来樹状細胞 (BM-DC)を抗
原提示細胞として OT2 ペプチドを加えて、
Th1 細胞の増殖反応を 3H-チミジン取り込み
法にて確認した。その際、ES-DC を一定の細
胞数で加えたところ、Th1 細胞の増殖は共培
養した ES-DC の細胞数に逆比例して減少が
認められ、ES-DC の Th1 細胞に対する増殖抑
制効果が確認された (図 8)。この ES-DC の効
果は、Treg 細胞には影響を与えず、Th17 細
胞ではわずかな増殖抑制効果を与えるのみ
であった。 
 
(4) ES-DC の投与を行ったマウスにおける外

来抗原への免疫応答能の確認 

C57BL/6 マウスに KLH の免疫を行い、10
日目に ES-DC を静脈投与し、21 日後に所属
リンパ節細胞を回収、その後 KLH タンパク
存在下で 3 日間培養後、3H-チミジン取り込み
法にて細胞増殖能を確認した。その結果、
ES-DC 投与群におけるリンパ節細胞の細胞
増殖能は抑制を認めず、外来抗原に対する免
疫応答は維持されていた。 
以上の結果より、ES-DC を用いた自己免疫

疾患の治療法は、全身的な免疫抑制状態に陥

らせることなく、複数の自己免疫疾患モデル
マウスに対して有効であり、有望な治療法で
あることが示された。 
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