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正目的】間葉系幹細胞 (MSC)は,骨芽細胞,軟骨細胞,脂肪細胞といった間葉系細胞に分化

し,骨髄間質細胞を形成する細胞である.MSCは主にマウスや細胞株を用いた検討により,追

血前駆細胞を支持すると同時に免疫抑制傑用も併せ持ち,特に活性化T細胞の増殖を抑制する

ことが細られている.しかし,ヒトのprimayMSCを用いた研究は未だ少ない.またMSCから

分化しうる骨芽細胞から形成されるosもeoblasticnicheにおける免疫調節については過去に報告

がない.本研究ではヒト骨髄細胞から分化誘導したMSCおよび骨芽細胞の,同様活性化T細

胞に対する作用を検討した.

E方法】健常人の骨髄単核球を分軌 培養してMSCを得,さらに骨芽細胞に分化誘導した.こ
れらの培養MSC,培養骨芽細胞に,別の健常人末梢血から分離した単核球 (PB-MNC)を加

えて,anti-CD3/CD28beads存在下で 72時間共培嚢 した,最後の 4時間,Phorbor12-

Myristate13-Acetate,王onomycin,BrefeldinAを加えて刺激 した.共培養後のPB-MNCの数,

T細胞のサイ トカイン産生能を測定し,さらにMSC,骨芽細胞の各種遺伝子発現を定量RT-
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PCRで検討した.

【結果】共培養により,培養MSC,培養骨芽細胞存在下で活性化T細胞の増殖が抑制された.

培養MSC,培養骨輝細胞はCD8陽性T細胞のIFN-γ,IL-2の産生能を低下させた.T細胞と

の接劉a害により,培寮MSC,培養骨芽細胞ともIL-2産生能の低下は解除された,共培澄後

の培養MSC,培養骨芽細胞ではiNOS,IDO,LIF,IL-10のmRNA発現が誘導された,

【結論】ヒト骨髄由来MSC,骨芽細胞は活性化T細胞に対し,その増殖抑制とサイトカイン

産生能の低下をもたらし,免疫抑制的に作用する.

緒 口

骨髄は骨髄間質細胞と骨髄マ トリックスから構

成され 成体のヒトの造血の ｢場｣として,造血

幹細胞から各種造血細胞が分化し末梢血液中に供

給される臓器である,生涯にわたる造血の維持を

可能にしている造血システムのメカニズムは古く

から研究の対象となっており,特に造血幹細胞の

維持や分化のメカニズムについて,主に血球側の

因子について研究が進んできた.現在では系列特

異的転写因子のstochasticな発現により分化の運

命づけがなされ,系統特異的サイトカインシグナ

ルにより分化した細胞の生札 増殖がもたらされ

ると考えられている 1ト 3).分化の過程は成体に

おける定常状態では一定の階層性を形成している

が,前駆細胞レベルにおいては転写因子の発現の

変化やサイトカインシグナルの変化によるline-

ageswitchがおこりうることも報告されている4)5)

-方,骨髄微小環境を形成する骨髄開署細胞と

骨髄マ トリ､ソク射ま,外的刺激として,造血細胞

の分化増殖に重要な働きを担っていると考えられ

る.骨髄微小環境は多様な細胞群により形成され

ているため,詳細な造血細胞との関係については

研究が進展せず,造血の維持に必要な特別な ｢場｣

すなわち造血ニッチは長く概念的なものであっ

た.近年BMPレセプターIAや PTHrP受容体の

遺伝子改変マウスの研究により骨輝細胞が造血幹

細胞のニッチとして機能することが明らかにさ

れ,さらにN-cadherin陽性の紡錘形骨芽細胞が

長期造血再構築能を持つ造血幹細胞を支持してい

ることが報缶され,osteoblasticnicheと呼ばれて

いる6用 .造血細胞は造血幹細胞から分化するに

つれてosteolっぬsticnicheから離れ,傍血管内皮細

胞領域へ移動し血管内へ供給されていくと考えら

れるが,分化段階の前駆細胞と骨髄微小環境の関

係についてはいまだ研究が進んでいない.

MSCは,骨髄中に0.001%-0.01%という極

めて低い頻度で存在する細胞である.他に脂肪や

胎児肝組織,胎盤からも分離可能であると報告さ

れている8)9),骨髄中で骨芽細胞,軟骨細胞,脂肪

細胞という間葉系細胞に分化し,細網細胞や血管

内皮細胞とともに骨髄間質細胞を形成する 10)

さらに骨髄外では心筋了昏格筋,神経細胞など多

様な間葉系細胞へ分化しうる多能性の前駆細胞で

ある11)12).MSCの造血支持能については生体内

の定常状態においてはその存在数の少なさよりそ

の関与は明確には示されていないが,培養条件下

においては,造血前駆細胞の増殖を支持すること

が示されている 13).NOD/SCIDマウスを用いた

ヒト造血幹細胞の移植モデルにおいて生者を促進

することが報告 されており14),実際の造血幹細

胞移植の臨床例においてもMSC同時移植により

造血回復が促進 されたという報告がされている

が,造血幹細胞の生者に攣-える作用については結

論をみていない 15)16) --…一方,MSCは主にマウス

やcelll豆neを用いた検討によりT細胞,NK細胞,

樹状細胞などに対し,免疫抑制的に作用をするこ

とが報告されている 17ト 19).特にNOの産生を

介し活性化T細胞の増殖を抑制することが明ら

かにされている 2()),しか しヒ トの prlmaryな

MSCを用いた研究は少なく,ヒト生体での機能

は十分明らかにされていない.MSCはHLAclass

Iを発現 しており,さらにIFN-γによりHIA

classⅢも誘導的に発現するが,costimu音atory

moleeu旦eを発現 しておらず,輩司穫反応性T細胞

を刺激しない.このことにより同種造血幹細胞移
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植後のステロイド抵抗性重症移植片対宿主病

(酢a敢versuShostdisease;GVHD)の治療に3rd

partyのMSCの投与が試みられ有効性を示 した

報告もなされている21)22).このことは,骨髄環境

においてもMSCによる免疫調節作用が同種造血

幹細胞移植の際の生者や移植片対白血病効果

(GVL)に何らかの働きを果たしている可能性を

示唆する.さらに骨髄内におけるMSCが極めて

minorなpopulationであることを考えれば,MSC

から分化した骨髄間質細胞も何らかの免疫調節能

を担っている可能性が考えられる.

MSCから分化しうる骨髄間質細胞のうち,骨

芽細胞は骨髄内で造血幹細胞のニッチとして働く

が,周囲にはT細胞,マクロプア-ジといった免

疫担当細胞も存在している.すなわち造血ニッチ

は,同種造血幹細胞移植で造血幹細胞が生者に際

し同種免疫反応を受け,また白血病幹細胞が同種

免疫反応 (すなわちGVL)を受ける ｢場｣でも

あると考 えられる.しか しながらosteoblastic

nicheにおいていかなる免疫調節が働いているか

についての報告は過去にない.本研究ではヒト骨

髄細胞から分化誘導したMSCおよび骨芽細胞の,

同種活性化T細胞に対する作用を検討した.

材料と方法

ヒト間葉系幹細胞 (MSC)と骨芽細胞の培養,

分化誘導

informedconsentを得たのち健常人の腸骨から

ヘパ リン加採取 した骨髄液 を,Lymphoprep

(AxisShieldPoeAS,Oslo,Norway)上に重層さ

せ,比重遠心法で骨髄単核球 (BM-MNC)分

画を採取した.PBSで2回洗浄した後,チュルク

液で10倍に希釈し,Burker-Turk計算板を用い

て検鏡下で細胞数を計測 した,1×且06のBM-

MNCを,非 コー トの 6-wellプ レー ト トで

Mesencultbasalmedium (StemCellTeclmologies.

Vancouver,BC,Canada)にMesenchymalstemCell

stimulatorysupplements(StemCellTechnologies.

Vancouver,BC,Canada)各lo%の濃度で加えた

培養液中で37℃,5%C02の条件下で培寒した.
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培養液は3日毎に金屋交換し,浮遊している骨髄

由来の血液細胞を除去 した.約 14日間培養し,

semicon員uentとなった時点でTrypsin/EDTA

(Invirtogen)を用いて再浮遊させ,PBSで2回洗

浄し,同培養液で1/3の濃度にして継代培養した.

同様の継代培養を2回繰り返し,最終的にcon幻u-

entのMSCを得た また,MSCの一部を2回目の

継代以降 Mesencultbasalmediumに Osteogenic

s由ml血toTySupplements(StemCellTechnologies.

VancotまVer,BC,Canada)15%,Dexamethasone

(StemCellTechnologies,)1冗10~8tlM,Ascorbic

acid(StemCellTechnologies.)5×10m2mg/mL

を加えた培養液中で約 10日間培養し,骨芽細胞

に分化誘導した.

ヒト末梢血単核球の分離

Infomedconsentを得たのち健常人の末梢血を

ヘパ リン加採取 し,Lymphoprep上に重層させ,

比重遠心法で末梢血単核球 (PB-MNC)分画を

採取した.PBSで2回洗浄した後,チュルク液で

10倍に希釈し,Burker-Turk計算板を用いて検

鏡下で細胞数を計測した.

末梢血単核球とMSC,骨芽細胞,HtJVECとの

共培養

非コートの6-wel蓬プレート上でcon軌lentとした

培養MSC,培養骨芽細胞土に1×106/wellの同種

PB-MNCを加え,RPM卜1640medium 佃IPRO,

Osaka,Japan)にFBS(王nvitrogen.Carlsbad,CA,

USAH00/0,penicillin100U/mL,streptomycin100

pg/mLを添加した培養液中で,DynabeadsCD3/

CD28TCellExpander(4冗 107bea舶/mL)(Dynal

Biotech,Oslo,Norway)1× 106beads/weli存在

下で72時間共培養した.最後の4時間,Phorbor

12-Myristate13-Acetate(PMAHWAKO,Osaka,

Japan)2pg/mL,Ionomycin(SIGMA,St.buis,

MO,USA)2pg/mL,BrefeldinA(WAKO)10雄 /

mLを添加してT細胞を刺激した.

Humantlmbiliealveinendothelialcell(HUVFJC)

(I,onzaWalkersville,Ba撃el,Switzerland)をEGM-

2Bulletkit(LonzaWalkersville)の培養液で培
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務,con軌lemtとし,同様に共培養を行った.また,

共培養以外に,前記のように DynabeadsCD3/

CD28TCellExpander,PMA,Ionomycin,Brefe豆din

Aを加える条件でPB-MNC,培養MSC,培養骨

芽細胞,HUVECそれぞれを単独で培養 し,共培

養後のPB-MNC,MSC了浄芽細胞,HUVECと比

較した.

さらに,細胞接着の有無によるT対朋包に対する

効果の差異を検討するために,TransWellcham-

berswith0.1/um poresizemembraneはecton

Diek呈nson,SanJose,CA,USA)を用いて,feeder

細胞とPB-MNCとの接着をW.害 した条件で同

様の共培養を行った.

共培誇後は,feeder細胞が剥離しないように浮

遊細胞を回収 した.Feeder細胞は浮遊細胞回収

後,残存するPB-MNCを除去するためにPBS

で3回洗浄した.

共培養後の浮遊細胞数計測

浮遊細胞は回収後に DynalMPC鮒L欄yna王

Biotech)を用いて DynabeadsCI)3/CD28TCe音叉

Expanderを除去し,PBSで 1回洗浄した.lweli

から回収した細胞をPBSlmlで再浮遊し,チュル

ク液で 10倍に希釈し,Burker-Turk計算板を用

いて検鋭 卜で細胞数を計測 した.Feederなしで

培養 したもの くContTOl)を含めて各培養条件で

の細胞数を算定LControlに対する比を計算した.

アルカリホスファターゼ (:lI-I-)染色

ALP染色キット (武藤化学株式会社,Tokyo,

Japan)を用いて,feeder細胞のALP染色を行っ

た.Connuemtになった培養MSCと培養骨芽細胞

から培養液を除去し,冷風乾燥 した.固定準備液

10mL+メタノ-ル90mLを加えて氷 上で5秒間

固定,流水で30秒間水洗し,冷風乾燥した.基質

原酒10mLにFastBlueRRSaltを溶解させた液で

細胞を覆い,潮間状態で37℃,2時閑静置し,疏

水で30秒水洗,10/oサフラニン0で後染色 2分

行い,流水で30秒本妻私 冷風乾燥した.

フローサイトメトリーによる細胞表面抗原.サイ

トカイン産生能の解析

用 MSCの表面抗原解析

Confluentの培養MSCをTIYPSin/EDTAで処

理し,PBSで洗浄,再浮遊させた.FITC,PE結合

モノクロ-ナル抗体 (antimouse短G2a,CDiも

CD38,CD44,cm45-FrrC,antimouseIgGl,CD29,

CD34,CDIO5,CD133-PEHBectonDickinson)杏

加えて4℃暗所で 15分間反応 させてMSC表面

抗原を染色した PBSで洗浄,再浮遊させ,FACScan

laser如wcytometrysystem (BectonDickinson)

で測定 を行い,mouse短Gl,IgG2aを negative

co如rolとして,それぞれの抗原について陽性率を

測定した.解析ソフ トウェアとしてCELLQuest

(BectonDi洩inson)を用いた.

(2)共培養後T細胞のサイトカイン産生能の解

析

共培産後,回収 した浮遊細鼻泡にPE結合 anti

CDもCD8モ}タロ-ナル抗体(Beetonr)呈洩inson)

を加え,4℃暗所で 15分間反応させてT紳川包表

面抗原を染色 した.PBSで洗浄後のペレットに,

Cytofix/Cytoperm solution(Becton Diek豆nson)

500I,1Lを加えて4℃で20分間反応 させ,固定,

膜透過処理 を行い,1× Perm/Wash(Becton

Dickinson)で洗浄後,ペレットにF汀C結合anti

interferon-yHFN-γ),anもiinterleuk呈n-2乱-
2)モ}タロ-ナル抗体 (BectonDiek主nson)を

加え,4℃暗所で30分反応させ細胞内サイトカイ

ンを染色 した.1×Perm/Washで洗浄,再浮遊

させた 後 , FACScanlaser虫owcytometrysystem
で測私 C ELLQuestを用いて解析し,各培養条件
でのT細 胞における細胞内サイトカイン陽性率
を求めた .

定量RT-PCRによるlTSC.骨芽細胞.tlt'1'EC
の遺伝子発現解析

共培養後のfeeder細胞における,T細胞の増殖
抑制に関わるとされる遺伝 子の発現最を比較する

ため,mRNA~鼠を測定した.

PB…MNCとの共培藻後,MSC,骨芽細胞をdish
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嚢l 定鼠疋T-PCRのプライマ-
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Senseprimer Aritise王1SePTimer

humanGAP排呈

humaniNOS

humLHlll)O

humE川 IJIF

humとIll11LllO

humanTGF-β

gaag離gaaggtcggagtc

gagattggaがtcgagagttc

gcctgc監ggaagCttat

accagaagatcctcaacccca

ctacggcgctgtcatcgat

ctctccgacetgccacagat

gaa銅 tggtgatggga机 tc

tggctagtgcttcagacttc
ttggctgcもggcm gca
acgtggtacttgetgcacagg
ggcaもtcttcacctg
taacctagatgggcgcgatc

上で洗浄,回収し,TrizolreagentkitHnvitrogem)

を用いてtotalRNAを得た 5FlgのtotalRNAを柳 ､

て,deoxyribonucleotidetriphosphate(Invitrogen)

各 0.125mM,RandomprimerHnvitrogen)0,且5

/llg/1,jL, RNaseinhibitorHnvib-ogen)0.5U//uL,
Reversetranscriptase(Invitrogen)10U/flLにより,

20/lLの系でcomplementaryDNA(CDNA)を作製

した.cDNAを用いて,定量RT-PCR法を用いて

定量した 表 iに示したプライマ-を用い,inducible

nitricoxidesynthaSe(iNOS),indoleamine2,3-

dioxygenase(IDO),leukemia豆nhibitoryfactor

(uF),interleukin-10日L-10),transforming

growthfactoHTGF-β)についてmRNAを定量

した.対照として Glyceraidehyde3-phosphate

dehydrogenase(GAPDH)を用いた.

定量RT-PCRはLightCycler(Roche,Ind量anapolis,

IN,USA)を用い,95℃5秒,60℃15秒,72℃13

秒を1サイクルとして45サイクル行った.PCR

産物の特異性はメルテイングカ-ブにより確認し

た.RNA1pgあたりの各RNAのコピ-数を計算

した.

統計解析

各群の測定値をmean±SDで菜記し,群間の

差はS餌derltのt検定により比較し,p<0.05を

もって有意とした.

結 果

培 養1:TSCの表面抗原と.骨芽細胞への分化の確

認

BM-MNCを培養 して得られた培養MSCの表

面抗原はCD29,CD44,CDIO5陽性CD34,CD娘

CD133陰性であり (図1),検鏡では紡錘形でア

ルカリホスファターゼ染色陰性の細胞で (図2-

a),骨髄中のMSCの表面抗原,形態として報告

されているものと同様であった.また,CD14,

CD鶴陽性を示す細胞は認められず,得られた付

着細胞中への血液細胞の混入がないことを確認し

た (図 1上

培養 して得られたMSCから分化誘導した培養

骨芽細胞は,扇平で突起を伸ばした形態をしてお

り,アルが)ホスプアタ-ゼ染色で強陽性を示し,

骨廿細胞への''i化が確認された (図2-b).

共培養による細胞数の変化 (活性化 T細胞の増

殖抑制)

共培養後の浮遊細胞数は,Control(feederなし

でPB-MNCのみ培養 したもの)をiとすると

培華MSC,培養骨芽細胞,HUVEC存在下でそれ

ぞれ0.20±0.18,0.10±0.06,1.35±0.71(n-
6)であり,培養MSC,培養骨芽細胞存在下で有

意な浮遊細胞数の減少が認められた.HUVEC存

在下での細胞数と比較しても有意に細胞数が少な

かった (MSC:節-0.0037,骨芽細胞:p-0.0018)
個 3-a).TransWellsystemで細胞接着を阻害し
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図1 培鐙MSCの表面銃原

増産MSCの表面抗原をプロ-サイトメ トリ-を用いて測定 し,1パラメ-タヒス トグラム

で表示した.横軸に嚢記された各抗体のF汀C,PE津光 (IJOgSCale),縦軸に細胞数 (Linear

scale)をとり亨NegativecontroH二してmouselgG2a(FITC)またはmouselgGl(PE)を重

ねて表示 した.

た場合 (非接触条件)においても,Controlを1

として培養 MSC,培養骨芽細胞,HUVEC存在 F

でそれぞれ0.33±0.24,0.26±0.ll,0.97±0.04

(n - 3)と培養MSC,培養骨芽細胞存在下での

細胞数が有意に減少しており,HUVEC存童三下と

比較して有意な細胞数の減少を認めた.(MSC:

p-0.0375,骨芽細胞:節 -0.0035日図3-也).ま

た細胞接着の有無による差を比較すると,培養骨

芽細胞存在下では非接触条件で有意に細胞数が多

く (p-0.0216),培養MSC,HUVEC存在下では

有 意 差 を認 めなか った (MSC:p- 0.3725,

HUVEC:p-0.5029)(図3-a,b).

共培養による′11細胞のサイトカイン産生能の変化

共培養後のT細胞のサイトカイン産生能を比

較するため,プロ-サイトメトリーでT細胞の細

胎内サイトカイン陽性率の解析を行った.その 1

例の結果を図4-恥bに示す.接触条件 (n-6)

ではC工)8陽性T細胞における細胞内IFN-γ陽

性率は,Control(feederなし,48.2±10.2%)と

比較 して培養 MSC存在下 (2.0± 2.6%,p-
0,0001),培養骨芽細胞存在 下 (2.6±2.6%,p-
0.0001)で有意に低下した.- .方 HUVEC存在下
(23.3±24.8%,p-0.1221)では有意な低下を認

めなかった (図4-C).細胞内IL-2陽性率は,

Control(26.9±5.6%)と比較して培養MSC存

在下 (2.8±2,8%,p-0.0002),培養骨芽細胞存

在 ド(5.6±3.0%,p-0.0005)で有意に低下し,

それに対 しHUVEC存在下 (14.5;ヒ9.2%,p-

0.0770)では有意な低下を認めなかった (図 4-

d).非接触条件 (n-3)では,細胞内肝N-y陽

性率は接触系と同様,Conh･oH 28.9±4.1%)ど
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膚#MSC 膚養棚

図2 1詔姪MSC,J73馴F川 klll胞のアルカリホスフ7クーゼ染色

Conf)tlentとな-)た蛸薄MSC(a),蛸笹竹労#川胞 (b)のアルカリホスフ-/
ダーゼ (ALP)染色 (l●ll-紫色に染色)杏,光学期微税T3'ilL(】OX1001だ)で

'lミす

比較 して柁瀬MSC77-在 F (64± 27%.I)-

00001).輔賛竹井州胞存在下 (70±3ー5%,p-
00002)で布意に低 1こし,HtJVEC/7在 卜 (404

±8.7%,ド-00626)では√J,芯な低 Fを,ii'.めな
かった (図 1-C) しかし非楼別条件で斉川胞l̂HL-

2ド卯 I=率は,ContI･01(145±46%)に対 して梢
荘MSC作作 F:(114±43%,p-03613),柄

揮竹井洲胞作在下 (10.5± 18%,p-01568),
HUVEC存/十下 (131±15%,p-06397)とも
にイl悲なtEt卜を認めなかった (図′1ld)

C1)4陽作T棚JJ'Aについては,共増発後にCD4
の発別が減弱 したため.評仙が困難であった

(datanotshown)

共培蓑によるMSC.骨芽細胞の遺伝子発現バタ

ーンの変化

同秤活性化T糾胞を抑制 している摘発MSC,

培頚骨舛細胞の迫伝7-発現を,JU詔餐前の穏健
MSC.培誰骨身細胞と比較するために,共輔車を

行わない系 (∩-6),招触発件の共増遵 (11-
6),非接触条件の共摘花 (n-3)それぞれにつ

いて,克il呈Irr-PCRで1NOS.IDO､LIF.II: 10,

TGF-,?の mRNAF正を測定したー

1NOSは.共招誰を行わない系ではl;/;超MSC,

増産で㌢牙細胞,HUVECとも感度以 卜であったが,

共培潜によって培潜MSC.増瀕骨沖洲他では発

現が誘辞された 一方 HUVECではわずかにJIYl仇1

した.梢適MSCと増感骨牙納胞の日-FJでは碓現砧

にイ1ぷ差は認められなか-)た (p-08418) 非接

触条目=では.同様に増発MSC.増発竹井細胞で碓

LILの誘導を認めた glIllriHJlflの有無無によるMSC,

骨坪州胞のiNOS発現iiiには有意差を認めなかっ

たが,非接触発作で発現壬.とが少ない傾向があった

(MSC I)-00579.′i=TL芽細胞 p-00982)(図5-

a)

IDOは,火桶適を'(1わか 1系では培鐙MSC,
培長骨J芽細胞,HUVECとも感度以 トであったが,

jt柄 膚 に よ って蛸塘 MSC.培瀬 骨 舛緋 胞 ,
HUVECで発現が誘辞された 非接触粂lJlでもITl)

様に培瀕MSC,増1馴才井郷日払 HUVECで発別の

誘群を認めた 細胞接着の+J知による発13=L:Tiの心

意差は,桔雀MSC.椙滋甘IX細目抱では認めなかっ

たが (MSCp-05967,骨紫紺胞 p-01038),
HUⅥ三Cでは非接触条件で有意に光現前iが多くな

った (p-00263)(図5-b)

LIFは共増長を行わない系と比較 して,培r2

MSC.培潜乍川-斉川胞.HUVLCとも共桔鐙によっ

て有意に党別iiiが増加 した (MSC p-00070.
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Contro/ MSC/Control Obl/Contro/ HUVEC/Control

IJ',/-:拝顔系
2.5

2

1.5

1

0.5

0
Contro/ MSC/Contro/ Ob//Control HUVEC/Control

図3 共培養後の単核球数の比較

共培養後のPB-MNC数を計測し,ControHFeederなしで

PB-MNCのみ培養したもの)の細胞数を1として比を算定

Lmean±SDで表示した.Ceu-contactを阻害しない系 (a),

TransWellsystemによりCell-contactを阻害 した系 (b)の

双方において,培養 MSC存在下,培嚢骨芽細胞存在 FのPB-
MNC数をそれぞれ HUVEC存在 Fと比較 し,t検定により算

出したp値を表記した.
骨芽細胞存在Tではcell-contactのある条件よりもcelト

contaetを阻害 した条件で有意にMNC数が多かった くp=
0.0216日*).

MSC:Mesenchymaistemcel日 間 葉 系幹 細 胞 ),Obl:

Osもeoblast(骨 芽 細 胞 ),HUVEC:Humanumbilicalvein

endothelialcell

骨芽細胞:p-0.00003,HUVEC:p-0,0023). (MSC:p-0.0417,骨芽 細 胞 :p-0.0028,
非接触条件で も培養 MSC,培養骨芽細胞, HUWC:p-0.0255).細胞接着の有無による発
HUVECで有意な発現量の増加が認められた 現 豊 の 有 意 差 は , 培 養MSC,培 養 骨 芽 細胞 で は 認
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図4 共培産後CD8陽性T細胞o)サイトカイン産生能

共培養後のPB-MNCのサイトカイン産生能をプロ-サイ トメトリ-で解析 した.その 1

例の結果 (a,ら)と,解析結果 (C,d)を示す.

(a,b)縦軸 :それぞれeyto王FN-γ,cytoIL-2,横軸 :CD呂,上段 :celトcontact(+),

下段 :C測-contact(-). (C,a)それぞれeytoIFN-㍗,cytoIL-2陽性率 (%)をmean±
SDで嚢記した｡上段 :celトcontact(+),F段 :celトContact(1 .培養 MSC,培養骨芽細

脂,HUVEC存在下での陽性率をControHFeeder非存在下での陽性率)と比較し,t検定によ

り算揖したp値を衰記した.

めなかったが (MSC:p- 0.2377,骨芽細胞:p-

0.0731),HUVECでは非接触条件で有意 に発現量

が少なかった (㍗- 0.0033日図 5-e).

重し…ま0は其培養を行わない系では,培養 MSC,

培養骨芽細胞,HUVECで感度以下 で あったが,

培養 MSC,培養骨芽細胞,HuVECとも共培養に

よって発現が誘導 された.非接触条件では,培養

MSC,培養骨芽細胞,HUVEC とも発現の誘導 は

613

認めなかった (図 5-a).

TGF-βは,共培養 を行わない系 と比較す ると,

培養 MSC,HUVECでは発現量 に有意差 を認めな

か っ た が (MSC: p- 0.9394, HUVEC: p-

0.7銅3),培養骨芽細胞では共培養 によ り有意 に発

現 鼠が減少 した (p- 0.0009).非接 触条件 では,

培養 MSC,培養骨 芽 細 胞 で有意 な発現 量 の減少

を認 め た (MSC:p- 0.02955,骨 芽 細 胞 :p-
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図5 共培養後の培養MSC,培養骨芽細胞の遺伝"f･発現解析

淀巌RT-PCRによる遺伝子発現星の解析結果を示す.iNOS(a),王DO (b),uF(e),IL-1O(a),

TGF-1･?(e)のそれぞれについてtotalRNAUjgあたりのmRNAコピ-数 〔×1010copies//lgRNA〕
をmean士SDを表示した.*:Control(共培養を行わない系)と比較して有意に発現墨が上昇
(p<0.05),×:Controlと比較して有意に発現量が低下 (P〈O,05),▲ :Cell-contact(+)と比較
して,Cell-contact(-)で有意に発現量が上昇 (p<0.05),●:Cell-contact(+)と比較して,
Ce11-contact(-)で有意に発現量が低下 (p<0.05),Ctrl:Control(共培養しない系),TW:
TransWeusystem (非接触系).

0.0002),HUVECでは有意差 を認 めなかった

(p- 0.5032).細胞接着の有無による比較では,

培養 MSC,培養骨芽細胞では有意に非接触条件

で発現量が少なかった (MSC:p-0.0330,骨芽

細胞:p-0.0085).HUVECでは有意差を認めな

かった (p-0.2473)(図5-e).

考 察

本研究によりヒト骨髄細胞から培養 したMSC

と,さらにinvitroで分化させた骨芽細胞が同種

活性化T細胞に対 して抑制作用を持つことが明

ちかにされた

MSCの培養には今回の研究で用いたように骨

髄単核球から培養誘導する方法と,表面抗原をも

とにcellsorterで分離したのち拡大培養する方法

が報告されている23).どちらも培養後の多分化

能や表面抗原の発現に相違はないとされている

那,免疫調節能など他の性質についてはその相違

が十分に明らかになっていない.今回の培養法は

非常に高い純度のMSCが効率よく得ることがで

き,臨床的に応用可能なスケ-ルの培養に有利で

あると考えられる (図 1上

本研究では培養 MSCの同種活性化T細胞に対
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義2 共培養によるFeeder細胞の遺伝子発現の変化

iNOS IDO IJIF IL-10 TGトβ

培養MSC † †

培養骨芽細 胞 † †

削VEC - †

† † ↓

† † -

する作用として,増殖抑制能とサイトカイン産生

能について検討した.Feeder非存在下やHUVEC

存在下に比し有意な増殖抑制を認め,これまでの

報告のようにT細胞の増殖抑制能はHIA非拘束

性であることが示 された (図 3).この結果はま

た,MSCそのものは同種活性化T細胞に対して

免疫原性を持たないことも示 しているが,MSC

を生体内に投与した場合は骨髄内に存在する抗原

提示細胞によりMSCに対するCTLの誘導は起

こりうると考えられ,組織再生への応用など長期

生者を目的とする場合はHLAを一致させたMSC

を得る必要があると考えられる.MSCによるT

細胞のIFN-γ産生の抑制は,主にEuSAで検討

した報告がされているが 20),今回の結果はCD8

陽性T細胞との接触を可能とした条件ではIFN-

γのみならずIL-2についてもそのサイトカイン

産生能が低下することを示した.非接触条件では

IL-2の抑制が認められなかったことは汀N-γ

とIL-2産生を抑制するメカニズムが異なってい

る可能性を示唆する.また今回の検討ではCI)4

陽性T細胞についてはサイトカイン産生能を評

価できなかったため,制御性T細胞に対する作用

を検討することはできなかった.

MSCのT細胞に対する抑制メカニズムについ

ては TGFl? 24),pGE225),LIF26)の関与 や
IFN-Yを介したIDOの発現 27),さらにNOの関

与などがこれまで報告 されており20),複数のメ

カニズムが存在するものと考えられる 17).本研

究においてもこれまでの報告と同様に非接触系で

も増殖抑制が認められ,増殖抑制に対しては液性

因子の関与が強いと考えられた.一方,前述のよ
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うに接触の有無によるサイトカイン藤生能の抑制

の相違は,T細胞の機能調節には接着分子からの

シグナルも関与 していることを示唆する.今回,

定量 RT-PCRを用いた遺伝子発現量の検討で,

共培養後にiNOS,IDO,LIF,IL-10の発現量が

増加することを示 した,時にiNOS,IDOは共培

養後に誘導的に発現している (図5).今回の系で

はT細胞以外の細胞がMSCに作用した可能性を

除外で きないが,少 な くとも造血細胞 との

paracrine機構が存在すると考 えられる.IDO,

LIFの発現が増強されるHUVECがT細胞に対す

る免疫調節作用を示さないことから,iNOSが免

疫抑制に最も重要な役割を果たしている可能性が

考えられた (表 2).

これまで,造血ニッチを構成する骨芽細胞の免

疫調節作用は載告がなかったが,今回の結果は,

ヒト骨髄由来培養骨芽細胞が同種活性化T細胞

に対してMSCと同様に増殖抑制作用を示すこと

を明らかにした.今回用いた培養骨芽細胞の造血

ニッチとしての機能は十分確認 していないため,

造血幹細胞ニッチとして機能する骨芽細胞への分

化が完了していない分化段階の細胞である可能性

は否定できないが,少なくともMSCから骨芽細

胞への分化過程の多くの段階でT細胞に対する

免疫抑制作用を保持していると考えられる.MSC

から分化した脂肪細胞が同様に免疫抑制作用を持

つという報告もあり,骨髄車の間質細胞の多くで

同様の作用をもつ可能性もある28).今回用いた

骨芽細胞では非接触系での増殖抑制作周が接触系

に比べ有意に低下 していた.これはMSCでは認

められず,接着によるシグナルがより重要である
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ことを示唆 している.共培養後の遺伝 子発現は

MSCとほぼ同様の変化を示 し,共培養後のiNOS,
IDO,LIP,IL-10の発現叢が増加 したが,TGF-

13の発現はMSCと異なり,接触乳 非接触系と

も減少 した.このことは骨芽細胞にMSCと共有

しない特異的なメカニズムが存在すること示唆す

る.

今後,他の骨髄間質細胞の免疫調節作用や,T

細胞以外の免疫担当細胞に対する作用を明らかに

していくことで,骨髄における免疫機構を明らか

にし,骨髄間質細胞を用いた細胞療法の開発につ

なげたい.
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