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研究要旨 

骨髄内骨髄移植法は造血幹細胞/前駆細胞（hematopoietic stem/progenitor cells, HSPC）と間葉系幹細胞

（mesenchymal stem/stromal cells）が同所的に移植されることを最大の特徴としており、移植された MSC は

多様なメカニズムを介して、同種免疫応答の制御や HSPC の増幅に関与することが知られている。本研究

では、骨髄内骨髄移植の臨床応用に向けて、MSC の機能を薬理学的に賦活化することを目指して、（１）

MSC の免疫調節作用における非古典的 HLA クラス Ib 分子の関与についての検討；（２）In vitro で薬理学

的に活性化された MSC が骨髄 CD34 陽性細胞の増幅能に与える影響の検討；（３）MSC が HSPC の系列特

異的な分化能に与える影響についての検討を行った。 

A. 研究目的 

間葉系幹細胞（mesenchymal stem/stromal cells, 

MSC）は自己複製能と骨細胞・脂肪細胞・軟骨細

胞などへの多分化能を有する体性幹細胞であり、骨

髄・臍帯血・歯胚・脂肪組織などから比較的容易に

分離することが可能である。また、体外で培養され

たヒト MSC は造血幹細胞/前駆細胞（hematopoietic 

stem/progenitor cells, HSPC）の増殖を促進すること

や、T 細胞・NK 細胞・B 細胞・樹状細胞など広範

な免疫担当細胞の機能を抑制することが報告されて

おり、造血幹細胞移植後の生着の促進や移植片対宿

主病(graft-versus-host disease, GVHD)の治療などを

目的として、実際に MSC の移植を行う臨床試験が

国内外において実施されている。しかし、ヒト

MSC の造血促進作用や免疫調節作用がどのような

分子機構によって担われているのかに関しては、い

まだに十分な知見が得られていない 

灌流法によって採取された骨髄を用いた骨髄内骨

髄移植法では、HSPC と MSC が骨髄外臓器にト

ラップされることなく直接同所性に移植されるため、

MSC の造血支持能力や免疫調節作用が従来の移植

法よりも発揮されやすくなる可能性が想定される。

また、骨髄内骨髄移植による MSC 生着率の向上は、

移植後に出現する組織障害や免疫学的合併症の軽減

にも寄与する可能性がある。本研究では、骨髄内骨

髄移植法のヒトへの応用の際に、これらの MSC の

潜在機能を有効に活用するための薬理学的手法を開

発することを目的として、以下の 3 つの課題につい

ての検討を行った。 



平成 22 年度： MSC の免疫調節作用における非

古典的 HLA クラス Ib 分子の関与についての検討

（下嶋、石谷、一戸） 

平成 23 年度： In vitro で薬理学的に活性化され

た MSC がヒト CD34 陽性細胞の増幅能に与える影

響の検討（三浦、一戸） 

平成 24 年度： MSC が造血前駆細胞の B 細胞

分化能に与える影響についての検討（三浦、平位、

一戸） 

 

B. 研究方法 

(MSC の免疫調節機能についての検討) 

ヒト骨髄由来 MSC 株は Lonza 社より入手した。

RT-PCR 法による HLA クラス Ib (HLA-E, HLA-F, 

HLA-G) mRNA の検出は国際ワークショップで規定

された方法に準拠して行った。 HLA-G の ELISA

法による HLA-G の測定には、HLA-G に対する単ク

ローン抗体として、MEM-G/9 および G233（いずれ

も EXBIO 社）を使用し、種々の濃度に調整した精

製 HLA-G 分子を含む検体により検量線の作成を

行った。また、HLA-F の細胞表面における発現の

検討には、D. Geragthy 博士（Fred Hutchinson Cancer 

Research Center, Seattle, USA）より供与された 3 種

類の単クローン抗体を用いた。 

 

（MSC が HSPC 増幅能に与える影響についての

検討） 

SCF、FLT3-ligand、TPO、IL-3 存在下に CD34 陽

性細胞と MSC との共培養を行い、CD34 陽性細胞

の増幅率を検討した。次いで、あらかじめパラサイ

ロイドホルモン(PTH)により in vitro で機能を賦活化

した MSC を用いて同様の検討を行った。 

 

(MSC が B 細胞分化支持能に与える影響につい

ての検討) 

骨髄 B 細胞分画の減少が報告されている遺伝子

改変マウスより、骨髄 MSC を分離増幅し、その骨

分化能・脂肪分化能、B 細胞造血にかかわる液性因

子の産生能等について、正常同系マウスに由来する

骨髄 MSC を対照群として比較検討を行った。また、

この遺伝子改変マウスに由来する骨髄 MSC と正常

同系マウスに由来する c-kit+Sca-1+lineage-細胞(KSL

細胞)の共培養を行い、正常同系マウス由来の骨髄

MSC を支持細胞とした場合と B 細胞分化能の相違

を検討した。さらに、この遺伝子改変マウスに由来

する骨髄を正常同系マウスに移植し、遺伝子改変マ

ウスに由来する造血幹細胞の正常 MSC 存在下での

B 細胞分化能を検討した。 

 

（倫理面への配慮） 

本研究は、厚生労働省の「臨床研究に関する倫理

指針」（平成 20 年 7 月 31 日全部改正）に準拠し、

京都大学医学部医の倫理委員会・奈良県立医科大学

倫理委員会の承認を得て実施された。また本研究に

おける遺伝子組み換え生物を用いた実験は京都大学

組み換え DNA 実験安全管理委員会の承認を得て実

施された。また、本研究における動物実験は京都大

学動物実験委員会の承認を得て実施された。 

 

C. 研究結果 

1) MSC における HLA-G の発現の検討 

RT-PCR 法を用いた MSC における HLA クラス Ib

遺伝子の発現に関する検討を試みたが、HLA-G あ

るいはその可溶性アイソフォームの mRNA は、今

回用いた MSC 株のいずれにおいても検出すること

はできなかった。一方、HLA-E, HLA-F については

mRNA レベルでの発現が確認された。 

次いで、定常状態の骨髄由来 MSC 株の培養上

清・細胞溶解物中を用いて HLA-G のタンパク質発

現を検討したが、いずれにおいても HLA-G タンパ

クを検出することはできなかった。そこで、HLA-

G の発現を亢進させることが報告されている液性因

子として IL-10 の存在下で骨髄由来 MSC 株の培養

を行ったが、IL-10 添加後 6 日目までの時点におけ

る検討では、HLA-G mRNA、HLA-G タンパク質の

いずれも検出することはできなかった。 



次いで、MSC における HLA-F の細胞表面におけ

る発現量を検討するため、成人 T 細胞白血病の細

胞株を用いて HLA-F に対する単クローン抗体の検

定を行った。成人 T 細胞白血病由来の細胞株にお

いては、HLA-F の細胞表面への発現が確認可能で

あることが判明したが、MSC 表面におけるその発

現の確認には至らなかった。 

 

2) MSC が CD34 陽性細胞増幅能に与える影響に

ついての検討 

CD34 陽性細胞と MSC を in vitro で共培養すると

CD34 陽性細胞分画が約 15 倍に増加した。一方、

あらかじめ PTH で刺激した MSC と共培養する

CD34 陽性細胞分画が約 24 倍に増加した。一方、

CD34 陽性細胞を MSC 非存在下で培養した場合に

は、約 1.6 倍の増加にとどまった。MSC による

CD34 陽性細胞の増幅には MSC の発現するケモカ

インなどの液性因子と接着分子などの細胞表面分子

の双方が関与していたが、PTH 刺激によるその増

強効果には接着分子などの細胞表面分子のみが関与

していた。 

 

3) MSC が B 細胞分化支持能に与える影響につい

ての検討 

骨髄 B 細胞分画の減少が報告されている遺伝子

改変マウスに由来する MSC は、正常同系マウスと

比較して、骨芽細胞・脂肪細胞への分化能の低下を

認め、正常マウスに由来する KSL 細胞の B 細胞分

化を障害していることが明らかとなった。また、そ

のメカニズムの一つとして遺伝子改変マウス由来

MSC においては、stromal cell-derived factor 1（SDF-

1/CXCL12）の発現低下が関与していることが明ら

かとなった。一方、この遺伝子改変マウスに由来す

る骨髄を正常同系マウスに移植した場合には、B 細

胞分化の異常は認められなかった。 
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