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研究成果の概要（和文）：マウス骨髄細胞から GM-CSF を添加し未熟樹状細胞を大量に培養した

後、psolaren と紫外線を併用し（いわゆる PUVA 療法の応用）制御性樹状細胞を大量に作製す

ることに成功した。その細胞は、混合リンパ球反応（MLR）において MHC 非拘束性に抑制性の機

能を有していた。メカニズムは、抗炎症性サイトカイン（IL-10 や TGF-β）によるものではな

く、細胞間の接触によって引き起こされていた。トリプトファン代謝による細胞増殖の抑制を

みるため、indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO)の発現を定量 PCR 法にて測定したところ、骨髄

由来の樹状細胞に比べて５倍以上発現していた。IDO を発現し、MHC 非拘束性に抑制機能を有す

る PUVA 処理した樹状細胞による細胞療法は、致死的な GVHD に対して有用な治療法と成りうる

可能性がある。 

研究成果の概要（英文）： Bone marrow-derived cultured DCs acquired tolerogenicity by PUVA 
(psoralen+UVA) treatment in mice. In MLR assays, strong tolerogenicity was observed when 
adding PUVA-DCs generated from the same strain of stimulator cells, or responder cells, 
or even from third party strain into MLR mixture. That is, the PUVA-treated DCs have 
tolerogenic function in a MHC-independent manner, in part, due to the reduced expression 
levels of CD80 and CD86. To clarify the mechanisms of how PUVA-treated DCs induce 
tolerogenicity in further detail, we performed MLR with the addition of neutralizing 
antibodies against IL-10 or TGF-b1 or both. Neutralization of immunosuppressive cytokines 
had no effects on MLR. We then showed that cell-to-cell contact between PUVA-DCs and 
alloreactive T-cells was needed to mediate the regulatory effect by transwell experiment. 
Next we compared the expression of the indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO), which induces 
T-cell anergy by tryptophan depletion and by the production of metabolic byproducts 
collectively known as kynurenines, by real-time PCR between PUVA-DCs and BM-DCs. An 
increase IDO gene transcription level was observed in PUVA-DCs about 5 times more than 
in BM-DCs (p<0.01). In conclusion, PUVA-DCs acquired regulatory function in a 
MHC-independent manner by upregulation of IDO. Infusion of PUVA-treated DCs could have 
a great potential to treat lethal acute GVHD in clinical settings. 
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１．研究開始当初の背景 

  造血幹細胞移植が難治性造血器腫瘍の

根治的治療法として確立され久しいが、依然

として移植成績は急性 GVHD の重症度によ

って決定づけられいるのが現状である。急性

GVHD は、移植片に存在する末梢のナイーブ

Ｔ細胞が輸注後２次性リンパ組織（末梢リン

パ節、パイエル板、脾臓、腸管膜リンパ節な

ど）に集積し、ホスト由来の樹状細胞と反応

し爆発的に増殖する。その後、GVHD 標的臓

器である肝臓、皮膚、腸管に浸潤し組織が傷

害される（Ferrara  et al. Bone Marrow 

Transplant 1994;14:183-184）。急性 GVHD

を抑制するために各種強力な免疫抑制剤が

開発されてきたが GVHD のみを抑制するこ

とは困難で、結果的に正常免疫も抑制し重度

の免疫不全症となり移植成績の劇的な改善

には貢献していないのが現状である。その他

の方法として GVHD を引き起こすＴ細胞を

予め除去するＴ細胞除去骨髄移植や造血幹

細胞（ＣＤ３４ 陽性）のみを選択して移植

する方法も試みられてきた。これらの方法は、

確かに GVHD の発症頻度は減少したものの

骨髄移植片の生着不全、抗腫瘍効果の減少な

ど負の部分が目立ったため現在は標準的移

植方法となっていない。 

最近の研究では、急性 GVHD を細胞療法

でコントロールする試みも行われている。制

御性 T 細胞 Treg)は、CD4+CD25+Foxp3+の

マーカーを発現し強力な免疫制御機能を有

し末梢の自己寛容作用の中心的役割をにな

っている細胞群である。マウス骨髄移植モデ

ルにおいては、これらの細胞を輸注すると急

性 GVHD の発症が抑制されることが判明し

ている。しかしながらヒトへの臨床応用に向

けては、大量の Treg が必要になることから

培養の問題など乗り越えなければならない

障壁があるのが現状である。 

 マウス骨髄細胞に GM-CSFを添加し 10日

間培養すると大量の未熟樹状細胞が作製さ

れる。この細胞に psolaren を添加し紫外線

を照射（いわゆる PUVA 療法の応用）すると

制御性樹状細胞に性質が変化することが、基

礎的実験より判明した。今回、この PUVA 処

理した樹状細胞が、どのようなメカニズムで

制御性の作用を示し最終目標として、ヒトへ

の GVHD の予防ならびに治療を目的として

研究を開始するのに至った。 

 

２．研究の目的 

 マウス骨髄細胞から GM-CSF を用いて 10 日

間培養し得られた未熟樹状細胞に対して、

psoralen 添加および UVA 照射（いわゆる PUVA

療法の応用）を施行して得られた樹状細胞

（以下 PUVA-DC）が、どのような機序で制

御性の作用を示すのか、どのような性質をも

っているのか詳細なメカニズムに対して、マ

ウスモデルを用いアプローチを行う。最終的

には、ヒトへの GVHD の予防ならびに治療

を目的とした。 

 

３．研究の方法 

マウス骨髄細胞から、GM-CSF を用い 10 日

間かけて大量の未熟樹状細胞を作製する。そ

の 未 熟 樹 状 細 胞 に 対 し て 、 psoralen 

( 200ng/ml )を添加、その後 UVA 照射

（ 2J/cm2 ）を施行し 24 時間経過したもの

を、PUVA-DC として実験に用いた。 

はじめに、PUVA-DC と UVA 照射のみ施行

し、24 時間経過した樹状細胞（UVA-DC）と

未熟樹状細胞を用いて Mixed Lymphocyte 

Reaction (MLR)を行った。概略を説明すると

C57BL/6 マウスの骨髄から未熟樹状細胞と

制御性樹状細胞を作製し放射線照射を行っ

た。これらの細胞と Balb/c の脾臓細胞を混合



培養しチミジンを利用した MLR を行った。 

図１- A 

 

 

グラフの一番左のバーは、未熟樹状細胞のま

まであると激しくリンパ球が反応すること

を示している。代わりに PUVA-DC を用いる

とリンパ球の反応が著しく低下しているこ

とが分かる（ｐ<0.0001）。 

図 1-B 

 

 

図 1-B は、マウスの種を変更して同様の実験

を行ったが、この場合も制御性樹状細胞の免

疫抑制効果が示された（ｐ<0.001）。 

 

次に PUVA-DC を通常の MLR に加えること

で、抑制効果を得られることができるかどう

か、 stimulator（樹状細胞）と同系統の

PUVA-DC を加えることで実験を行った。 

 

 

 

 

 

図２ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

BM-DC : PUVA-DC (C57BL/6 より樹状細

胞（DC）を作製) responder は、Balb/c の脾

臓細胞を使用 

上記の実験の結果、図２は、同系統の

PUVA-DC を等倍以上加えることで MLR が

抑制されることを示した。PUVA-DC は、実

際に抑制性の機能を有していることが判明

した。(等倍以上 PUVA-DC を加えた群は全

て p<0.01) 

また、図には示していないが、マウスの種を

変更した（Balb/c より樹状細胞、C57BL/6 よ

り脾臓細胞）同様の実験でも等量以上加える

ことで、MLR を抑制した。 

 

図３-A 

                        ※p＜0.05 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
PUVA-DCs (Balb/c)     ×      ○ 
BM-DCs (C57BL/6)     ○      ○ 
Splenocytes (Balb/c)  ○    ○  
 

図３-A は、responder と同系統の PUVA-DC を

加えることで、MLR が抑制されるか検討を行

※ p<0.01 compared 

with BM-DC alone 

※ ※ ※ ※ 



った。図に示すように抑制効果を有意に認め

た。（※p＜0.05） 

図３-B 
                          ※p＜0.05 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
PUVA-DCs (C57BL/6)      ×    ○ 
BM-DCs (Balb/c)       ○    ○ 
Splenocytes (C57BL/6)   ○   ○  
 

図 3-B は、種を変更しても同様に PUVA-DC を

加えることで抑制効果が得られることを示

した。(p<0.05) 

 

Donor-typeおよびrecipient typeのPUVA-DC

を加えることで、MLR を抑制させたことから、

次に Third-party から作製した PUVA-DC を加

えることで、MLR に抑制作用を示すか検討を

行った。 

図 4-A 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4-A では、responder（C57BL/6）および

stimulator(Balb/c)とは異なる系統の

PUVA-DC(C3H)を加えることにおいても、MLR

が抑制される効果を持つか検討を行った。 

結果、図に示すように Third-party における

PUVA-DC を MLR に加えることで抑制作用を示

した。(p<0.01) 

図 4-B 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図4-Bは、種を変更しても同様にThird-party

の PUVA-DCを加えることで抑制効果が得られ

ることを示した。(p<0.05) 

 

次に、PUVA-DC がどのような機序で免疫抑制

作用を働くのかアプローチを行った。 

共刺激分子（CD80 および CD86）の発現がた

の制御性樹状細胞と同様に発現低下をして

いるのかフローサイトメトリー法にて確認

を行った。 

 

図 5-A 
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図 5-B 
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上記の結果、コントロール群の樹状細胞に比

べて、PUVAS-DC は共刺激分子（CD80 および

CD86）の発現が低下していることにより、抑

制性の獲得の一因と考えられた。 

 

次に PUVA-DC が接触して抑制作用を示すのか、

非接触にて抑制作用を示すのか Transwell を

用いて実験を行った。 

図６ 

 

図 6における一番左のグラフは、PUVA-DC が

入っていない通常の MLR 群、真ん中のグラフ

は PUVA-DC が Transwell によって区切られ通

常の MLR に対して、非接触によって加えられ

た群、一番右のグラフが、PUVA-DC が通常の

MLR に対して接触するように加えられた群で

ある。PUVA-DC の MLR 抑制効果は、接触群に

おいてのみ認められた。そのため、PUVA-DC

の抑制効果は細胞間接触によるものと判明

した。 

 

つぎに、PUVA-DC が発現する抗炎症性サイト

カイン（IL-10 および TGF-β）が、抑制作用

を示すのか、抗 IL-10 抗体および抗 TGF-β抗

体を、通常の MLR に対し、PUVA-DC を加えた

系にそれぞれ加えて実験を行った。 

 

 

 

 

図７ 

 

 

図 7 は、PUVA-DC を加えることで抑制された

MLR は、抗炎症性サイトカイン（IL-10 およ

び TGF-β）に対する抗体を加えても、抑制効

果を認めていることが示された。このことは、

PUVA-DC の抑制作用は、抗炎症性サイトカイ

ン（IL-10 および TGF-β）によるものではな

いことが判明した。 

 

次にトリプトファン代謝によって細胞増殖

を抑制させる Indoleamine 2,3-dioxygenase

（IDO）の mRNA の定量を PUVA 処理の有無に

よって、発現が増強するかどうか実験を行っ

た。 

図８ 

 

図 8では、PUVA 処理後に、IDO の発現が約５

倍に増強したことが示された。トリプトファ

ン代謝が、免疫抑制作用の一因と考えられた。 

 

４．研究成果 

PUVA 処理した樹状細胞は、MHC 非拘束性



に MLR を抑制させる機能を有していた。ま

た、その機序は液性因子や抗炎症性サイトカ

イン（IL-10、TGF-β）によるものではなく、

接触反応にておこるものと考えられた。また、

共刺激分子（CD80/86）の発現は低下してい

ること、IDO の発現が増強していることも抑

制性の機序に関与しているものと考えられ

た。この発表は、第 52 回アメリカ血液学会

にて報告した際に、大きな反響を得ることが

できた。発表後には、エール大学癌研究所の

Francine 教授らと共同研究が持ちかけられ

ており、今後の実験計画をこれから進めてい

く予定である。 
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