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研究成果の概要（和文）： 
C57BL/6Jマウスから採取した末梢血 T細胞を CD3/28 抗体、IL-2 で増殖刺激を行い、B6 マウスか

ら作製した DFAT と共培養することで、T 細胞増殖抑制効果がみられた。また、同様の DFAT を

IFNγ、TNFαにて刺激すると免疫制御に関する遺伝子の発現がみられた。生体における DFAT

の T 細胞抑制効果を検討するために腸管炎症モデルを作製し、DFAT と PBS の静脈投与で比較す

ると DFAT の静脈投与において腸管炎症の改善が見られた。 

 

研究成果の概要（英文）： 
We stimulated peripheral blood T-cells from C57BL/6J mouse with CD3/28 antibody or IL-2. 
We extracted DFAT from the fat of C57BL/6J mouse, and analyzed the effect of DFAT for the 
proliferation of the stimulated T-cells. DFAT down-regulated the stimulated T-cells, and 
showed the high expression levels of the immunosuppressive genes (TRAIL, IDO1, NOS2, HGF, 
PEG2) stimulated by IFNγor TNFα. To investigate the effect of T cell suppression in 
vivo, we intravenously administrated DFAT or PBS to the inflammetory bowel model in mice. 
Pathologically, DFAT group showed the low grade of the infiltration of T-cells, compared 
with PBS group. 
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１．研究開始当初の背景 

小児外科領域の難治性疾患とされる炎症

性腸疾患（Inflammetry Bowel Disease: IBD）

は二つの疾患、潰瘍性大腸炎、クローン病が

存在する。我が国では食生活の欧米化などか

ら近年増加傾向にあり、若年者層に多く、有



効な治療法が確立していないのが現状であ

る。消化管は食餌や腸内細菌叢など外界から

の抗原が常に存在する臓器であり、独特の免

疫システムを持つ。 

2000 年代初頭、ヘルパーT（Th）細胞には

Th1、Th2 とは異なる Th17 というサブセット

が見い出され、IBD の病態に関与しているこ

とが示された。一方で、T 細胞活性を抑制す

る制御性 T細胞 (Regulatory T cell: Treg) 

や、その Treg を誘導する免疫寛容原性の樹

状細胞が消化管に多く存在することも知ら

れている。また、消化管においては腸内細菌

叢の存在が腸管の宿主免疫に免疫寛容を成

立させ、正常腸管においては上記のような免

疫システムがバランスを取り合い恒常性を

保っている。 

MSC は免疫応答バランスの異常、特に過剰

な免疫応答を抑制する能力を持つことが認

められている。腸管炎症の病態に対する MSC

使用の妥当性は、腸管免疫システムが他の生

体免疫システムと異なり免疫原性と免疫寛

容原性の割合を後者に傾けている点である。

MSC はエフェクターＴ細胞への直接作用だけ

でなく、Treg、樹状細胞、NK 細胞の活性制御

や B 細胞のクラススイッチに影響を与える。

治療の分子標的の見地からも、様々な機序が

関与している病態に薬物のような 1分子標的

作用剤とは異なり、生体において免疫寛容原

性を付与し、多くの作用点に働く MSC は IBD

のような病態により有効であると考えられ

る。 

 

２．研究の目的 
近年、移植片対宿主病(GVHD)をはじめとし

た免疫システムの異常を伴う疾患の細胞治
療に骨髄間葉系ストローマ細胞 (MSC)の有
効性が確認されているが、難治性炎症性腸疾
患においても動物実験、臨床治験等で MSC の
効果が検討されている。本研究申請者はこれ
まで、骨髄 MSC に代わる細胞源として成熟脂
肪細胞から脱分化させた MSC 様細胞 「DFAT」 
（Dedifferentiated fat cell）を開発し、
臨床応用を目指し研究してきた。そこで当該
研究では、DFAT による免疫抑制作用、免疫寛
容原性を検討し、更に、マウス慢性腸炎モデ
ルに対する DFAT の治療有効性を検討するこ
ととした。 
 

３．研究の方法 

(1)マウス末梢血 T細胞増殖に対する DFAT 共

培養の影響 

T細胞活性の抑制検討をCD3 磁気ビーズで

分離したマウスCD3 陽性T細胞とDFATの共培

養にて行なう。T細胞の増殖刺激をCD3/28 抗

体(5ul/well)とマウス IL-2 (20ng/ml)にて

行い、 DFATの播種細胞数はCD3 陽性T細胞 1

×105に対し、それぞれ 1/2、1/5、1/10 とし

た。評価をT細胞の播種から１日間培養した

後に、ELISA法にて検出した。 

 

(2)DFAT のＴ細胞活性に対する制御分子の発

現検討 

 これまで、MSC が発現する T 細胞活性を制

御する分子としては様々なものが報告され

ているが、それらの分子のうち主要な機能分

子グループに焦点をあてて DFAT における遺

伝子発現を Real-time PCR 法を用いて検討し

た。 

①DFAT 培養条件 

1）コントロール（サイトカイン未暴露）  

2）インターフェロンγ（100U/mL）  

3）TNFα（10ng/mL） 

②Real-time PCR 法において検討する標的遺

伝子 

1)TRAIL, 2)IDO1, 3)NOS2, 4)HGF, 5)PEG2 

 

(3)腸管炎症モデルを作製し、DFAT 投与によ

る炎症改善の効果を検証する。 

既存の報告によると、主に用いられている腸

管炎症モデルは薬剤性障害によるものがほ

とんどであり、当該研究ではデキストラン硫

酸(DSS)の自由飲水で腸管炎症を惹起させた。

また、腸管再生に関与するとされている内在

性 MSC の関与を排除するために、骨髄抑制を

目的に Busulfan の腹腔内投与を前処置とし

て行った。 

＜実験方法＞ 

C57BL/6Jマウスに対してBusulfanの腹腔内

投与を行いday5 からDSSの自由飲水を開始し

た。細胞投与はday7 にて尾静脈より投与し、

day10 で炎症の評価を行った。また、1x10６

/bodyで DFATを尾静脈投与し、Negative 

controlをPBSとして、DFAT投与との比較検討

を行った。炎症評価は体重変化、肉眼的所見、

組織学的所見でスコア化して評価した。 

 

４．研究成果 
(1)マウス末梢血 T細胞増殖に対する DFAT 共
培養の影響 
B6 マウスの脾臓から末梢血T細胞を抽出し、
マウスCD3/28 抗体、マウスIL-2 にて増殖刺
激を行った。T細胞を 1x105にて播種し、
C57BL/6Jマウスの脂肪より作製されたマウス
DFATを 1:2(5x104)、1:5(2x104)、1:10(1x104)
で共培養したところ、マウスDFATの濃度依存
性にT細胞の増殖抑制効果がみられた。 



 
 図 1 DFAT の T 細胞増殖抑制効果 

 

(2)DFAT におけるＴ細胞活性に対する制御分

子の発現検討 

C57BL/6J マウスの脂肪から作製されたマウス

DFAT をインターフェロンγ、TNFαで二日間

刺激し、DFAT の遺伝子発現を検討した。イン

ターフェロンγ刺激では、IDO1, TRAIL, HGF

の発現が優位に上昇しており、TNFα刺激で

は、PGE2, NOS2の発現が優位に上昇していた。 

 

 図2 各種サイトカイン刺激によるDFATの

遺伝子発現 

 

(3)腸管炎症モデルに対する DFAT投与による

炎症改善の効果検討 

 C57BL/6JマウスにBusulfan腹腔内投与で前

処置を行い、DSSの自由飲水にて腸管炎症を

惹起する。day7 にてDFAT 1x105/400ulを尾静

脈投与し、コントロール（PBS: 400ul）と比

較した。DFAT投与されたマウスはPBS投与群

と比較すると体重減少が軽減された。HE染色

では、粘膜肥厚や炎症性細胞の浸潤にも差が

みられた。 

 
図 3 DFAT 投与されたマウスと 

PBS 投与されたマウスの体重変動 

(1)～(3)より DFAT の免疫抑制能が確認され

た。今後、T細胞増殖抑制の機序に関わる詳

細な検討が必要になると思われるが、自己免

疫性疾患並びに免疫イベントの関与する様

な難治性炎症性腸疾患などへの DFAT を用い

た治療への応用が期待される。 
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