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研究成果の概要（和文）：同種造血幹細胞移植の問題点として同種免疫反応による拒絶反応と移植片対宿主病が
挙げられる。本研究では両方向の免疫反応が同時に起きる複雑な免疫反応の網羅的解析と新規治療提案を目的と
して、急性GVHDマウスモデルにおけるDR3シグナル解析を行った。刺激型DR3抗体を投与すると活性化型制御性T
細胞(Treg)が劇的に増加し、ドナーマウスに投与する事により致死的GVHD発症予防が可能である事が明らかとな
った。その一方、GVHDを発症したマウスではDR3抗体はアロ抗原反応性T細胞の活性化を促しGVHDを悪化させ、相
反する機能をDR3シグナルは有している事が明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Regulatory T cells (Treg) regulate the immune system and enhance immune 
tolerance after transplantation. In this study, we demonstrated that a single treatment of the 
agonistic antibody to DR3 to donor mice resulted in the expansion of donor derived Treg and 
prevented acute GVHD. Further, we comprehensively analyzed the immunophenotype of Treg after DR3 
signal activation, demonstrating that DR3 activated Treg had an activated/mature phenotype. However,
 DR3 activation in mice with ongoing GVHD further promoted donor T cell activation/proliferation. 
These data suggest that the function of DR3 signaling was highly dependent on the activation status 
of the T cells. Our data demonstrated that DR3 signaling affects the function of Treg and T cell 
activation after alloantigen exposure in a time-dependent manner. 

研究分野：血液内科学
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１．研究開始当初の背景 
同種造血幹細胞移植は、現在確立している
唯一の幹細胞療法であり、また、造血器腫
瘍に対する最も強力な治療法である。問題
点として同種免疫反応による拒絶反応と移
植片対宿主病が挙げられる。これらが顕在
化した場合、移植片の拒絶またはレシピエ
ントの重篤な臓器障害につながる為、適切
な免疫抑制療法の併用が必要となる一方、
移植片由来の免疫再構築が完成するまでの
日和見感染が問題となる。また、移植片宿
主病が重症化しても、致死的な経過を辿っ
てしまう事が避けられない。つまり、同種
骨髄移植後の移植片・宿主両者の適切な免
疫調節が、移植患者の長期生存の為に重要
な要素の一つとなっている訳であるが、両
方向の免疫反応が同時に起きる複雑な免疫
反応を網羅的に解析する事は困難であった。 
 
 
２．研究の目的 
マウス骨髄移植モデルにおける免疫学的再
構築及び免疫反応を特に制御性 T 細胞
(Treg)に焦点をおいてマルチカラーサイト
メトリーを用いた網羅的蛋白発現解析を行
う事により、複合的な免疫反応で制御され
る移植片対宿主病(GVHD)及び移植片拒絶
反応の詳細なメカニズムを解析するシステ
ムを構築する。特に TNFRSF シグナル制
御を利用した免疫寛容メカニズム及び免疫
再構築過程に注目し、新規 GVHD 治療薬
及び非侵襲的骨髄移植法の開発を狙う事に
より、将来的なヒト骨髄移植臨床へのトラ
ンスレーションを目的とする。 
 
３．研究の方法  
致死量放射線を照射した BALB/c マウス
（MHC:H2d）をレシピエントとし、ドナ
ーに C57BL6マウス（MHC:H2b、CD45.2）
の大腿骨または脛骨から採取した骨髄細胞
から MACS ソーティングにより T 細胞除
去骨髄細胞を作成した (T Cell depleted 
bone marrow; TCD-BM)。これに MACS
ソーティングにより採取した T 細胞
(C57BL6-CD45.1/GFP/Luc マウス由来、
または C57BL6-Foxp3DTR/Lucマウス)を
同時に移植した。この急性 GVHD モデル
では、T 細胞とドナー細胞のマーキング・
Luciferaseを用いた In vivo imagingによ
りドナーT細胞または制御性 T細胞の動態
解析が可能である。このモデルを用いて、
急性GVHD時におけるTNFRSF25シグナ
ル解析を行った。Foxp3+陽性細胞中のサブ
セット・NKT 細胞等の表現系解析は、マ
ルチカラーサイトメトリーで用い、データ
は、数理解析を用い、客観的なデータ解析
を行った。 
 
４．研究成果 
TNFRSF25(Death Receptor 3; DR3)は当

初、アポトーシスシグナル関連のレセプタ
ーとして同定されたが、後に制御性T細胞、
invariant NKT細胞を中心とした免疫細胞
における免疫調節時に重要な役割を担って
いる事が示唆されている。研究代表者は、
T細胞採取前にTNFRSF25-agonistic抗体
を投与すると、ドナーT 細胞中の制御性 T
細胞(CD4+Foxp3+陽性細胞)比率が増加し、
致死的 GVHDが予防される事を示した(錦
井らBlood.2015).以前より制御性T細胞の
免疫調節作用が致死的 GVHD の回避につ
ながる事は示唆されてきたが、その頻度の
少なさから細胞治療のソースとして臨床応
用には限界があった。この抗体の作用は比
較的制御性 T細胞に限定しており、T細胞
自体の抗腫瘍効果を含めた細胞障害活性に
は大きな変化はないと考えられた。  
  
このモデルを用いて、Foxp3+陽性細胞中の
サブセット・NKT 細胞等の表現系解析を
行ったところ、DR3シグナルにより刺激さ
れたTregは活性化型表現系を有しており、
試験管内では強いアロ抗原反応性T細胞活
性抑制能を有していた。またレシピエント
マウスに投与すると、既に GVHD を発症
したマウスでは DR3 シグナルによりアロ
抗原反応性 T 細胞の活性化が起き、急性
GVHD が逆に悪化するという現象が確認
された。一方で Naïve な状態では DR3シ
グナル刺激は活性化型 Treg を劇的に増加
させ、GVHD 発症を抑制することから、
DR3シグナルは GVHDにおいては、相反
する二つの機能を持ち合わせていることが 
明らかとなった(錦井ら Blood.2017)。 
 

 

 

図１. TNFRSF25 抗体投与後の T細胞の表現
系解析結果. マルチカラーフローサイト
メトリーによる解析結果を SPADE 法により
数理的に可視化した結果を示す。TNFRSF25
抗体により Treg が選択的に増加している。 
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図 2.マウス同種移植モデルにおける
TNFRSF25 抗体の効果(アロ抗原反応性 T 細
胞の組織浸潤度の評価と生存曲線)  
移植マウスの腸管及び肝臓の組織像（GFP；
ドナーT細胞、上写真） 
●非 GVHD 群(T 細胞除去移植群),  
■GVHD 群(Isotype 抗体+T 細胞投与群),  
□TNFRSF25 抗体＋T細胞投与群（下図）. 
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