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研究成果の概要（和文）：同種造血幹細胞移植後の移植片対宿主病(graft-versus-host disease; GVHD)は、移
植の成否を左右する重要な合併症である。特に慢性GVHDは、第一選択薬であるステロイドに抵抗性を示す場合、
有効な二次治療は未だ確立されておらず、新たな治療法の確立が期待されている。
制御性T細胞(regulatory T cell; Treg)は免疫寛容の維持に働き、GVHDに代表される同種免疫応答に対しても抑
制的に働く細胞である。本研究ではGM-CSF投与によって増加したCD4+CD8-DCがTregの選択的誘導に関わり、Treg
に依存して慢性GVHDを抑制できることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Regulatory T cells (Tregs) attenuate excessive immune responses, making 
their expansion beneficial in immune-mediated diseases, including graft-versus-host disease (GVHD). 
Granulocyte-macrophage colony stimulating factor (GM-CSF) increases DC number and may promote 
DC-dependent Treg proliferation. We demonstrate that GM-CSF treatment increases CD4+CD8-DCs, which 
is associated with Treg expansion. In a mouse chronic GVHD (cGVHD) model, GM-CSF therapy expanded 
Tregs, protected against the development of skin GVHD, and regulated both T helper (Th)1 and Th17 
responses in the peripheral lymph nodes, resulting in an attenuation of skin cGVHD. These data 
suggest that GM-CSF induces Treg proliferation by expanding CD4+CD8－DCs which in turn regulates 
alloimmune responses in a cGVHD mouse model. Thus, GM-CSF could be used as a therapeutic DC 
modulator to induce Treg expansion and inhibit excessive alloimmune responses in immune-related 
disease.

研究分野： 血液内科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
Tregの維持・増殖には、IL-2シグナルと樹状細胞(Dendritic cell; DC)のT細胞受容体(T cell receptor; TCR)
刺激や副刺激因子からのシグナルが重要な役割を果たす。GM-CSFは同種造血幹細胞移植後のDCサブセットの比率
に変化をもたらし、Treg増幅を導くことで慢性GVHDを抑制しうることが明らかになった。ステロイドに抵抗性を
示す場合、有効な二次治療が未だ確立されていない慢性GVHDの治療において、GM-CSFを用いた生体内Treg増殖療
法は、慢性GVHDの新たな治療選択肢として応用できる可能性を示すことができた。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
近年、支持療法の進歩や移植細胞ソースの多様化によって同種造血幹細胞移植件数は増加し

ている。晩期合併症である慢性 GVHD は、重症化すると致死率が 80%に達する重大合併症であり、
その制御は着実に増加する長期生存者の管理において最も重要である。慢性 GVHD の発症メカニ
ズムは完全に解明されていないが、自己免疫疾患様の多彩な症状を呈し初期治療としてはステ
ロイド投与が行われる。しかし、ステロイド長期投与による副作用や、ステロイド抵抗性慢性
GVHD に対する確立した治療がないことが臨床上の問題であり、新たな効果的治療法の開発が必
要である。 
 Treg は慢性 GVHD に対する抑制効果をもつことが明らかにされており（Zhao D et al. Blood 
2008）、生体内での Treg 選択的増幅により GVHD を制御できると考えられる。これまでに申請者
はカルシニューリン阻害薬と IL-2 の併用は Treg の選択的増幅を導き、自己免疫疾患モデルに
対して疾患抑制的に働く（Satake et.al J Autoimmun 2013）が、GVHD モデルでは抑制効果が得
られないことを明らかにした（Satake et al.PLoS One 2014）。一方、IL-2 単独投与では GVHD
抑制効果が得られたことから、Treg 増加による GVHD 抑制には、IL-2 の他にカルシニューリンを
含むシグナル伝達経路の活性化が重要であると考えられる。Ｔ細胞のシグナル伝達開始には抗
原提示細胞からの受容体刺激が必要であるため、抗原提示細胞は Treg による GVHD 抑制に重要
であると考えられる。特に抗原提示細胞の中でも、顆粒球単球コロニー刺激因子(GM-CSF)によっ
て増加するCD8-DCはTregを効率的に増殖させ、自己免疫疾患を抑制することが示されている。
このことから、GM-CSF 投与は慢性 GVHD にも抑制的に働くことが期待できるが、同種造血幹細胞
移植後に Treg を中心とした免疫機構に対する GM-CSF の働きは明らかになっていない。そこで
今回 GM-CSF が移植後免疫機構に及ぼす影響を解明して、GM-CSF を利用した新たな慢性 GVHD 制
御法を開発するために本研究計画を着想した。 
 
２．研究の目的 
申請者は生体内で制御性 T細胞(Treg）の増幅により移植片対宿主病（GVHD）抑制効果を得るに

は、カルシニューリン活性化が不可欠であることを明らかにしている。カルシニューリンは T細
胞シグナル経路下流に位置するため、Treg による GVHD 制御には抗原提示細胞が重要であると考
えられる。特に顆粒球単球コロニー刺激因子(GM-CSF)で誘導される樹状細胞(DC)は Treg を効率
的に増幅させるため、GM-CSF は GVHD 抑制的に働くことが期待されるが、慢性 GVHD への効果に
ついては明らかになっていない。本研究では同種造血幹細胞移植後の重大合併症である慢性
GVHD に対する、GM-CSF を用いた新規治療法開発を目指すことを目的とした。本研究によって GM-
CSF による慢性 GVHD 抑制作用とそのメカニズムが明らかになると考えられ、新たに慢性 GVHD 治
療への臨床応用が期待される。 
 
３．研究の方法 
(１）GM-CSFIC が慢性 GVHD に及ぼす効果の解明 
a. 造血幹細胞移植後マウスにおいて GM-CSFIC が DC や Treg に及ぼす効果を解明。 
 GM-CSF の効果を短期間投与で効率よく引き出すために、申請者らが見出した GM-CSF 免疫
複合体(IC)を用いた。移植を行っていない野生型マウス(B6)に対して GM-CSFIC を腹腔内投与し
た場合、GM-CSF そのものの投与と比較して CD4+CD8-DC の比率を増加させ、有意に Treg が増加
することが判明した。よって、本研究では in vivo の実験では GM-CSFIC を用いて研究を行った。 
① 慢性 GVHD モデル（B10.D2→BALB/c）を用いて、１）PBS 投与群、２）GM-CSFIC 投与群に分

け、移植後１７日目から３日間投与を行い、慢性 GVHD の重症度を皮膚 GVHD スコアを用いて
評価した。 

② １) syngeneic 移植（BALB/c→BALB/c）群、２）PBS 投与群、３）GM-CSFIC 投与群マウスで
脾臓やリンパ節での DCサブセット、絶対数、Treg 比率や Treg に特徴的な表面抗原（CD25, 
GITR, CTLA-4, CD122, OX-40 等）を解析し、比較検討を行った。 

b. 免疫機能や病理組織学的解析による慢性 GVHD 抑制効果の検討。 
1)Syngeneic 移植、2)PBS 投与群、3）GM-CSFIC 投与群のマウスで移植後３週間後に脾臓やリン
パ節から単核球を単離し、in vitro で刺激を加え、慢性 GVHD に関わる炎症性サイトカイン（IFN-
, TNF-, IL-17, IL-4, IL-10）産生Ｔ細胞比率をフローサイトメトリーで解析した。また、T
細胞と DC から RNA 抽出し qPCR によって他のサイトカイン測定（IL-10、IL-2、CCL22）を行っ
た。更に、皮膚、肺、唾液腺、肝臓、消化管等の病理組織学的検討を行い慢性 GVHD 抑制効果の
病理学的評価を行った。 
 

(２）GM-CSFIC による慢性 GVHD 抑制効果の Treg 依存性を検討 

GM-CSFIC による慢性 GVHD 抑制効果が Treg に依存したものか、あるいは他の細胞や GM-CSF そ
のものなど Treg 非依存性の効果であるかを検討するため、B10.D2Foxp-GFP マウスから細胞分取器
を利用して、Treg を含まない CD4+T 細胞(Tconv)と Treg を同時に採取する。Tconv のみを用いて



慢性 GVHD を誘導したマウスと Tconv に Treg を加えた CD4+T 細胞により慢性 GVHD を誘導したマ
ウスでそれぞれ、GM-CSFIC 投与を行ってその抑制効果を非投与群と比較検討した。 
 

(３）Treg の機能解析 

GM-CSFIC により導かれた慢性 GVHD 抑制作用は、Treg 比率の増加に起因するものか、あるいは免
疫抑制機能が向上した結果によるものかを検討するため、Treg の機能を比較検討した。この実
験では、移植後に Treg だけを高純度で採取し解析を行うために、Foxp3-GFP 遺伝子導入マウス
と B10.D2 マウスを交配し、B10.D2Foxp-GFP マウスを作成しドナーとして使用した。移植後に GM-
CSFIC 投与したマウスと PBS 投与したマウスのそれぞれの脾細胞から細胞分取器で
Treg(GFP+CD4+)を採取し、in vitro での免疫抑制機能解析を行った。 
 
(４）GM-CSF の治療薬としての効果を検討 
慢性 GVHD が発症後であっても Treg の増幅や治療効果が得られるかどうかを明らかにするため

に、GVHD 増悪後の移植後４週目に GM-CSFIC を３日間投与し、その臨床効果を比較検討すると共
に、脾臓やリンパ節での Treg 比率や絶対数の解析を行った。 
 
４．研究成果 
GM-CSF 投与は同種造血幹細胞移植後に CD4+CD8-DC

比率の増加を誘導し、Treg の増殖（図１）を誘導す
ることで IL-17 産生 T細胞を減少させ慢性 GVHD 抑制
効果を発揮していることが示唆された。この効果は
Treg に依存したものであることが明らかとなり、更
に Treg の免疫抑制機能が高まったために得られた結
果ではなく、Treg 比率の増加によるところが大きい
ことが分かった。上記の効果は GM-CSF を投与した場
合だけでなく、慢性 GVHD 発症後に投与を行った場合
も、皮膚 GVHD の増悪抑制効果が得られることがわか
った。 
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