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研究成果の概要（和文）：本研究では、慢性GVHDに伴う骨髄間葉系細胞障害の細胞・分子機序を解明し、新規予
防・治療戦略の礎を築くことを目的とした。マウス慢性GVHDモデルを用いて、慢性GVHD発症時には骨髄線維化を
伴う広範な血球減少が発症すること、骨髄線維化の進展にはPDGF-A, CTGFなどの成長因子を介したNF-kb, STAT
パスウェイが関与すること、PDGFシグナルを阻害すると骨髄線維化病変が抑制されること、移植後早期に抗CD4
抗体を投与することで、骨髄障害を予防出来ることを見いだした。本研究の成果をもとに、造血幹細胞移植の生
命予後を改善する予防・治療法が開発されることを期待している。

研究成果の概要（英文）：We investigated the molecular and cellular mechanisms of chronic 
GVHD-associated impairments in bone marrow (BM) mesenchymal cells to establish the bases for novel 
prevention and therapy for allo-HSCT. In a murine chronic GVHD model, we found the development of 
broad suppression of hematopoiesis and BM fibrosis. PDGF and CTGF signaling are involved in the 
activation of Nf-kb and Stat pathway, and inhibition of PDGF signaling suppressed the BM fibrosis. 
Early administration of anti-CD4 mAb prevented BM failure. These findings may provide a preventive 
and therapeutic clue to improve the survival and QOL after allo-HSCT.

研究分野：移植免疫

キーワード： 造血幹細胞ニッチ　T細胞　線維化

  ２版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
これまでallo-HSCTに伴う免疫再構築不全の克服を目指す多くの研究は、GVHDによる胸腺障害に着目し、これを
予防・治療するものがほとんどであった。我々は、急性GVHDモデルの解析から見出した新たな概念である骨髄
GVHD、すなわち骨髄造血ニッチ障害によるリンパ球産生の抑制が、胸腺におけるT細胞産生抑制の上流で免疫再
構築を障害していることを示してきた。本研究成果は、慢性GVHDにおける骨髄造血ニッチ障害の分子・細胞機序
の一端を明らかにしたものであり、国際的にも極めて独創性の高い研究と言える。社会的にも、all-HSCT後に遷
延する免疫不全を予防出来れば、生命予後とQOLの改善が期待できる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
1. 研究開始当初の背景 
同種造血幹細胞移植(allo-HSCT)は、造血器腫瘍や骨髄不全の患者を対象とした、大量化学療法
と移植片対腫瘍効果による根治を狙った治療であるが、強力な治療効果と表裏一体として現れ
る同種免疫による合併症、移植片対宿主病（graft-versus host disease: GVHD）の克服が大きな
課題となっている。慢性 GVHDは、通常移植後 100日以降に皮膚、肝臓、肺、造血・リンパ組
織など多臓器に渡って自己免疫疾患に類似した病態を示し、最終的に線維化を伴う臓器不全を
きたす。骨髄における慢性 GVHDは、血小板を含む広範な血球減少、とりわけ T細胞、B細胞
の著減として顕現し、移植関連死の約 3 割を占める出血や感染症などの主要因となる。臨床的
には、免疫グロブリン製剤や抗生剤の投与といった対症療法に依存せざるを得ないのが現状で
あり、慢性 GVHDに伴う移植後免疫不全の発症機序解明と、根本的な予防・治療法の確立が急
務の課題であった。 

正常骨髄では、線維芽細胞/ CXCL12 abundant reticular (CAR) cell、血管内皮細胞、そし
て骨芽細胞などの非血球系細胞が、造血因子・分化制御シグナルを供給する微小環境（造血ニッ
チ）を形成し、造血幹細胞を頂点とする造血システムを支持している。申請時に行っていた慢性
GVHDモデルの予備検討に基づき、研究代表者は、慢性 GVHD発症時の骨髄で生じる造血・リ
ンパ球産生不全機序として１）骨芽細胞の病的な分化・成熟による造血支持機能の低下、２）線
維芽細胞/ CXCL12 abundant reticular (CAR) cellの病的な活性化と造血支持機能の低下、とい
う仮説を考えるに至った。 

2. 研究の目的 
本研究では、マウス慢性 GVHDモデルを用いて、血球産生抑制を発症した骨髄における骨芽細
胞、線維芽細胞、内皮細胞などの骨髄造血ニッチ構成細胞の数的、質的変化を明らかにすること
を目的とした。また、予防・治療戦略を確立するため、慢性 GVHDにおける骨髄造血ニッチ構
成細胞の障害をもたらす allo-T 細胞サブセットを同定した上で、包括的遺伝子発現解析、遺伝
子改変マウスなどを用いて骨髄造血ニッチ障害をもたらすエフェクター・ターゲット分子を同
定することを目的とした。 

3. 方法 
(1)  マイナーミスマッチ慢性GVHDモデルにおける骨髄障害の検証 
基本モデルとして、移植前日に X線照射前処置を施したC3H.SW-H2b (H-2b) マウスに B6 マ
ウス(H-2b) 由来 T細胞除去骨髄細胞 (TCD BM) のみ（GVHD(-)）、もしくは TCD BMとと
もに脾臓 T細胞を移植した（GVHD (+)）。 
(2)  ドナーT細胞、血球系細胞、造血ニッチ構成細胞の定量的解析 
移植後経時的に大腿骨、下腿骨から骨髄細胞を調整し、フローサイトメトリーにより浸潤ドナー
T細胞サブセット、間葉系細胞ならびに内皮細胞の量的変化を定量した。 
(3)  骨髄GVHDのトランスクリプトーム解析 
移植後 14 日目および 40 日目の GVHD(-)および GVHD (+)群の骨髄組織のトランスクリプト
ーム解析を行った。また、データベースに基づくネットワーク解析を行い、病的な性質変化に関
わる転写因子や、上流および下流シグナルを検討
した。 
(4)  慢性 GVHD に伴う造血障害をもたらすエ
フェクタードナーT細胞集団の同定 

慢性 GVHD 発症の転機と思われるタイミングに
前後して抗 CD4 または抗 CD8 除去抗体を投与
し、造血障害へのCD4+またはCD8+ T 細胞の関
与を解析した。 
 

4. 研究成果 

(1)  マイナーミスマッチ慢性 GVHD モデルに
おける骨髄障害 

GVHD 群では移植後 21 日目から 42 日目にかけ
て体重減少および GVHD スコアの上昇が顕著に
なり、これに伴い骨髄総細胞数、骨髄 B細胞数が
著明に減少した（図 1）。63 日目の大腿骨病理切
片を解析したところ、GVHD (+)群では海綿骨領
域の骨化、皮質骨領域における ALP 陽性領域の
拡大を認めた。これは、慢性 GVHD における骨
髄・造血障害が急性 GVHD におけるそれと異な

図 1．慢性 GVHD に伴う造血障害と骨髄線維化 

B6→C3HSW-H2b 慢性 GVHD モデルにおける、
体重、GVHDスコア、骨髄総細胞数、骨髄 B細胞
数の推移。移植後 63日目大腿骨のアルカリフォス
フォターゼ染色像 



る機序で発症することを示唆するものであった。 
(2)  慢性 GVHD に伴う造血障害の細胞・分子
機序 

内皮や線維芽細胞などが産生する Scf、線維芽細
胞が主に産生する IL-7などの発現は、骨髄 B細
胞数と強い正の相関を示し、一方、強力な線維化
誘導因子 TGF-βにより発現が誘導される Pai-1
の発現は B 細胞数と強い負の相関を示していた
（図 2）。また、内皮細胞数と B細胞数の相関は
認めず、一方間葉系細胞数と B 細胞数は強い正
の相関を示した。これらの結果から、慢性 GVHD
に伴い造血・リンパ球分化を支持する増殖・分化
因子を供給する間葉系細胞の機能および／また
は細胞数が低下することで、慢性 GVHDに伴う
造血障害が起きていることが示唆された。 

 

(3)  慢性 GVHD に伴う骨髄障害のネットワー
ク解析 

造血障害・骨髄線維化の分子メカニズムを解明す
べく、慢性 GVHDモデルの大腿骨を急性期から
慢性期まで経時的に取得し、マイクロアレイによ
り網羅的遺伝子発現解析を行った（図 3）。その結
果、移植後 14 日目の急性期、移植後 40 日目の
慢性期のそれぞれで特異的に発現変動する遺伝
子群が見出された。gene ontology解析により、
上記遺伝子群はいずれも、線維化関連遺伝子を有
意に数多く含むことが明らかとなった。これらの
遺伝子発現の制御機構を予測するソフトウェア
を用いて上記遺伝子群の調節因子を推定したと
ころ、PDGF, CTGF などの成長因子を介した、
NF-kb, STATパスウェイの関与が示唆された。 

 

(4)  慢性GVHDにおける PDGFシグナルを介
する骨髄線維化 

造血抑制および骨髄線維化の発症
における PDGF シグナルの関与と
治療標的としての可能性を検証す
るため、PDGF受容体シグナルの阻
害剤であるイマチニブを移植後 14
日目から 39 日目まで投与し、骨髄
における遺伝子発現、病理組織像、
造血への影響を検証した（図 4）。イ
マチニブ投与群では、体重および
GVHD スコアに有意な改善は認め
ず、有意な骨髄細胞数の回復も認め
なかった。Scfや Il7などの造血因子
の遺伝子発現も有意な差は認めな
かったが、PDGFにより誘導される
Spp1/OsteopontinおよびCol3a1の
発現は著明に抑制されており、また
線維化スコアも有意に低下してい
た。これらの結果より、慢性 GVHD
による骨髄線維化に PDGF シグナ
ルが関与すること、また造血抑制には骨髄線維化とは異なる機序も関与することが示唆された。 
 

(5)  慢性 GVHDに伴う造血障害をもたらすエフェクタードナーT細胞集団の同定 

移植後 4、6、11日目に除去活性を有する抗 CD4抗体および／または抗 CD8抗体を投与し、造
血障害をもたらすエフェクタードナーT細胞集団の同定を試みた（図 5）。抗 CD4抗体単独、抗
CD8 抗体単独および抗 CD4/CD8 抗体併用群では、未処置マウスに比較し体重減少および

図 2．慢性 GVHD に伴う造血障害の細胞・分子機序 

（上段）骨髄 B細胞数と大腿骨における造血・線維
化関連分子発現の相関。（下段）骨髄 B細胞数と骨
髄 CD31+内皮、CD31- gp38+線維芽細胞、CD31- 
gp38-間葉系細胞の相関。 

図 3．慢性 GVHD に伴う骨髄障害のネットワーク解析 

移植後急性期（14 日目）および慢性期（40 日目）
の大腿骨についてマイクロアレイ解析を行い、発現
変動した遺伝子について gene ontology解析、上流、
下流 pathway解析を行った。 

図 4．慢性 GVHD に伴う骨髄障害における PDGF シグナルの関与 

慢性 GVHD 誘導 14 日目より 39 日目まで Imatinib を（100 
mg/kg/shot, 5日連続投与、2日休薬）ｘ4クールで投与し、体重と
GVHDスコアの推移、40日目における骨髄線維化の病理定量評価、
血球細胞の回復、骨髄における遺伝子発現を評価した。 



GVHDスコアの上昇が軽減していた。また、
骨髄総細胞数、B細胞数、好中球数はとりわ
け抗 CD4 抗体単独投与群において著明な回
復を認め、さらに骨髄線維化の指標とした
Spp1 および Fn の発現も著明に改善してい
た。一方、移植後 14 日目からの抗体投与で
は、骨髄細胞数の回復ならびに線維化マーカ
ーの低下を認めなかった（図示せず）。これら
の結果から、CD4+ T細胞が慢性 GVHDに伴
う骨髄障害の主なエフェクター細胞である
ことが示唆された。また、早期の抗 CD4 抗
体投与が慢性 GVHD による造血障害・骨髄
線維化の予防に有用であることが示唆され
た。 

本研究を通じて、慢性 GVHD に伴う造
血・免疫不全の細胞・分子機序が明らかにな
った。これらの研究成果は、今後 allo-HSCT
の生命予後や QOLを改善する新たな予防・
治療法の開発に資するものと考えている。 
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