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研究成果の概要（和文）：移植片体宿主病（GVHD)涙腺、眼表面への老化細胞の浸潤と老化関連分泌形質
(Senescent associate secretory phenotype; SASP）がGVHDの炎症と線維化の病態に関与しドライアイの発症に
かかわる事を見出し英文論文を報告した（Yamane M, Ogawa Y, et al. FASEB J 2020)。マウス GVHD モデルに
より1) 眼 GVHD における老化細胞マクロファージの涙腺における局在を証明した。2)SASP分泌細胞源の一つが
マクロファージであった。3)老化細胞除去剤により 眼 GVHD によるドライアイを抑制することを確認した。

研究成果の概要（英文）： Aging in immune system is thought to be a  factor in the development of 
chronic ocular GVHD, which is currently treated primarily with immunosuppressive therapies. Our 
findings suggest a potential association between chronic ocular GVHD pathogenesis and stress-induced
 cellular senescence through the senescence-associated secretory phenotype (SASP). Senescent cells 
produce cytokines and chemokines, such as IL-6 and CXCL9 a major components of SASP. Senescent cell 
accumulation was presumably associated with cGVHD development in lacrimal glands(LGs), as evidenced 
by the improvement in LGs after the selective elimination of senescent cells (senolysis) with 
ABT-263. Results in the sclerodermatous cGVHD mouse model suggest that inhibiting the SASP, 
including IL-6 and CXCL9, with senolytics is a potential novel strategy for treating cGVHD-affected 
LGs. 

研究分野：眼科学
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化抑制　炎症抑制
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研究成果の学術的意義や社会的意義
免疫老化を軸に考えたGVHDによるドライアイおよび全身GVHDに対し,抗加齢治療として全く新しい病態解明と治
療法開発の観点からすすめる研究はこれまでになく、学術的独自性と意義があると考える。本研究成果は、GVHD
の病態が自己免疫疾患に類似するため広く自己免疫疾患による重症ドライアイの病態解明と抗加齢療法としての
観点からの治療法の開発にも繋がる可能性がある。重症ドライアイの疾病予防のみならず老化細胞除去による病
態解明が広く自己免疫疾患や加齢性疾患の病態解明につながり、健康寿命の延長に貢献する可能性がある点に学
術的意義や社会的意義があると考える。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



 
 

１．研究開始当初の背景 
造血細胞移植後に発症する慢性 GVHD は重篤な晩期合併症であり、慢性炎症と免疫性線維
化を主体として涙腺、角結膜を含めた粘膜、外分泌腺の機能不全を引き起こす(Ogawa Y, et al.  
Invest Ophthalmol Vis Sci, 2005; Am J Pathol, 2009)。ヒト慢性 GVHD に酷似した病態を示
すマウスモデルを用いて、新鮮ドナー骨髄間葉系幹細胞には免疫原性があり GVHD の外分泌
腺、粘膜に生着し疾病の発症に関与する事を発見した(Ogawa Y, et al. eLife, 2016)。国外では、
骨髄移植された造血幹細胞は移植後にテロメアの短縮が生じ、幹細胞老化を来すと報告されて
いる(Seligman SJ, Lancet,1998)。間葉系幹細胞も同様に幹細胞老化を生じるとの報告もある 
(Sethe S, Aging Res Rev, 2006)。応募者らは GVHD マウスモデルの発症初期涙腺に老化マク
ロファージの浸潤を認める事を見出した(Kawai M, Ogawa Y, et al. Sci Rep, 2013)。また、GVHD 
涙腺および他の標的臓器の免疫性線維化には局所組織レニンアンギオテンシン系システム
(RAS)が関与し、その阻害剤で病態が軽減する事を示した(Yaguchi S, Ogawa Y, et al. PLoS One, 
2013)。RAS は老化の進展に係るミトコンドリアの機能不全を惹起するとされ GVHD の病態
に加齢性変化の側面が関与している事を示唆する。次に、老化にかかわる小胞体ストレスが慢性 
GVHD 標的各臓器で過剰に亢進していることを見出し、小胞体ストレス抑制剤フェニル酪酸の
投与により炎症と線維化が標的臓器で抑制された (Mukai S, Ogawa Y, et al. Sci Rep 2017)。骨
髄移植後は放射線照射等、過度のストレスや免疫機能低下により老化細胞が蓄積する(Munoz-
Espin D, Nat Rev Mol Cell Biol, 2014)。GVHD の病態にはドナー骨髄細胞の移植および移植
前の前処置である放射線照射そのものによる stress induced senescenceの関与があることも示
唆される。 
近年、老化細胞が液性因子を持続的に放出し隣接している細胞の活性化を促して慢性炎症を導
く機構が、老化関連分泌形質 Senescence associated secretory phenotype (SASP)として報告さ
れた(Rodier F, J Cell Biol. 2011, Ohtani N, Nature2013)。そして、老化細胞が黄斑変性のよう
な加齢性疾患の病態形成に積極的に関わる事が報告されていた(Apte RS, Cell Metab. 2013)。 
しかし本研究対象の GVHD の悪化要因となる老化細胞の分子基盤及びシグナル伝達経路と 
GVHD の病態への関連の詳細は不明であった。 
近年、細胞老化と慢性炎症との関連性が注目されている (Otani N, Nature. 2013)。眼科領域
では加齢性疾患である黄斑変性と慢性炎症および、細胞老化との関連性が報告されている (Apte 
R, Cell Metab. 2013)。しかし、現在、国内外で眼科領域をはじめ GVHDに関する免疫老化と
SASP に関する研究は未だ行われていなかった。現在、GVHD に対する治療は免疫抑制剤を用
いた治療が主体であるが、抗加齢療法という全く新しい観点から GVHDの病態解明と新規治療
法の開発としてのアプロ―チとなることが本研究に至った当初の背景である。 
 
２．研究の目的 
眼移植片対宿主病(GVHD)は涙腺および角結膜粘膜をはじめとした外分泌腺と粘膜の免疫応答
異常と特殊な線維化を主体とする難治疾患である。GVHD の標的臓器である涙腺、眼表面に老
化細胞の浸潤と老化細胞から分泌される老化関連分泌形質(Senescent associate secretory 
phenotype; SASP）に関連するサイトカインが自己免疫疾患様の炎症と線維化の病態と遷延化
に関与する可能性があると仮説を着想した。GVHD 標的組織における老化細胞に係る分子基盤
を調べ、近年、注目されている老化細胞除去薬の効果を検討し新規治療法の開発を目標とした。 
ヒト GVHD をよく反映するマウス GVHD モデルにより、次の点を追究することとした。 
(1) 眼 GVHD における老化免疫担当細胞の特定とその局在および動態の解明 
(2) 眼 GVHD に関わる老化関連分泌形質（SASP）とその分泌細胞源の解明 
(3) 眼 GVHD に関わる SASP 関連分子抑制および老化細胞除去による新規治療法の開発 
 
本研究の目的は、慢性 GVHD の涙腺、眼表面をはじめとして標的臓器における老化細胞 
および SASP の病態への関連性を解明し、近年有効性が示されている老化細胞除去剤による 
GVHD抑制効果の有無を検討し、病態解明に貢献することと新規治療の前臨床段階での確立 
を目標とした。 
 
３．研究の方法 
 
(1) 慢性 GVHD における老化免疫担当細胞の特定とその局在および動態を解明 (2018 年度) 
 全骨髄細胞移植 (ドナーB10.D2 マウス，レシピエント BALB/c マウス)を標準の移植とする 
(Zhang Y, et al. J Immunol, 2002)。本研究の開始に至るまでに GVHD に酷似した経時的炎症
と線維化形成の作成手技を GVHD 標的臓器で確立している(Ogawa Y, et al. eLife, 2016)。ま
ず骨髄幹細胞の幹細胞老化と 眼 GVHD の発症および進展との関連を調べる。骨髄から間葉系幹
細胞 (MSC), 造血幹細胞 (HSC)をフローサイトメトリーで単離して移植し、経時的に涙腺をは
じめ GVHD 各標的臓器での老化マーカーp16 の発現を FACS 及び定量 PCR にて移植後 4 週時 8 週
時に検討する。ドナーマウスに GFP マウスを用いて HSC と MSC の浸潤経路を調べた。 



移植後の MSC、HSC のテロメア短縮の有無を調べるために genomic DNA を抽出した。活性酸素
種、老化マーカーp16, p21, DNA 損傷マーカー53 BP1 とγ-H2Ax の存在の有無を各種抗体とプ
ローブを用いて免疫染色及び定量 PCR にて調べた。GVHD 標的臓器における各幹細胞由来老化細
胞の局在と浸潤経路及び時期を対照と比較して検証した。 
 
(2) 慢性 GVHD 涙腺、結膜及び各標的組織における SASP 関連分泌因子の証明 (2018 年度) 
SASP 関連主要因子である IL-1β, IL-6, IL-8, CXCL1, CXCL9, MMP2, MMP3, オステオポンチ
ン(Pazolli E, Cancer Res, 2012; He S, Cell, 2017)の発現を GVHD 各標的臓器及び末梢血で
免疫染色及び定量 PCR を用いて対照と比較して検討した。 
 
(3) SASP 分泌細胞の細胞源の解明 (2019 年度) 
 マウスドナーおよびレシピエントのマクロファージ、T 細胞、B 細胞、樹状細胞、ファイ 
ブロサイトを MACS beads (Miltenyi Biotec) を用いて単離して単培養、または前記各細胞を組 
み合わせて共培養し、培養上清を ELISA (BD bioscience)にて SASP 関連主要サイトカインと 
ケモカイン (IL-1β, IL-6, IL-8, CXCL1, CXCL9, TGF-β, オステオポンチン) の培養上清中
の濃度を対照と比較し SASP 産生細胞を検討する。単離した細胞は細胞染色、ウェスタンブロ
ット、PCR を用い、SASP 因子、老化マーカーの発現を遺伝子、蛋白レベルで検討した。 
 
(4) 老化細胞除去薬 (Senolytic reagent) による免疫原性線維化及び炎症抑制の検証 (2020
年度、新型コロナウィルス感染症の影響下での延長による 2021 年度) 
 近年、加齢性疾患に対して有効性が報告されている選択的老化細胞除去薬 (ABT-263；抗ア 
ポトーシスタンパク質 BCL-2 および BCL-xL の特異的阻害剤) (Chang J, Nat Med, 2016) を 
GVHD マウスモデルに投与し、移植後 28日目の GVHD 各標的臓器における SASP 関連分子 (IL-1
β, IL-6, IL-8, CXCL1, CXCL9, TGF-β, オステオポンチン) の発現抑制の有無を遺伝子と蛋
白レベルで対照薬投与群と比較検討した。 
老化細胞除去剤 (ABT-263) 投与により GVHD マウス涙腺の SASP 因子 CXCL9 の遺伝子発現を検討
し、涙液量を測定した。Image J (NIH)を用いて標的臓器の単位面積あたりの線維化面積、炎症
細胞浸潤数について検討した。 
 
 
４．研究成果 
細胞老化と慢性炎症の観点から、眼科領域では加齢性疾患として国内外では加黄斑変性が報告
されている (Apte R, Cell Metab. 2013)。しかし、現在、国内外で眼科領域をはじめ GVHD に関
して免疫老化と SASP に関する研究は未だ行われていなかった。現在、国内外で免疫関連疾患の
代表的疾患である GVHD によるドライアイに対する治療は人工涙液、ムチン分泌促進剤、ステロ
イド、免疫抑制剤を用いた治療が主体であるが不十分な点がある。本研究は、抗加齢療法という
全く新しい観点から免疫関連ドライアイである GVHD の病態解明と新規治療法の開発としてのア
プロ―チとなった。他の慢性炎症疾患および加齢性疾患の病態解明や治療法の開発につながる
可能性があり、下記のようにインパクトがある研究成果が得られた。 
 
眼移植片対宿主病（GVHD）は涙腺及び角結膜粘膜をはじ
めとした外分泌腺と粘膜の免疫応答異常と特殊な線維
化を主体とする難治疾患である。粘膜表面は初期にサイ
トカインストームに続く、免疫応答の過剰反応と難治性
病態による臓器機能不全に陥る。本研究により GVHD の
標的臓器である涙腺、眼表面に老化細胞の浸潤と老化細
胞から分泌される老化関連分泌形質(Senescent 
associate secretory phenotype; SASP）に関連するサ
イトカインが GVHD によるドライアイの病態としての自
己免疫疾患様の炎症と線維化の病態と遷延化に関与す
ることを発見した。SASP の主要分子である(IL-6, 
CXCL1, CXCL9,オステオポンチン)がマウス慢性 GVHD 涙
腺にコントロールに比して高発現していることを主に
免疫組織学的確認した。IL-6 を発現する主要な細胞源
は p16 陽性老化マクロファージである事を確認した（図 1）。 
マウスドナーおよびレシピエントのマクロファージ、T 細胞、B 細胞、樹状細胞、ファイ 
ブロサイトを MACS beads (Miltenyi Biotec) を用いて単離して単培養、または前記各細胞を組 
み合わせて共培養し、IL-6 を発現している細胞数を対照と比較し検討したところマクロファー
ジが SASP と老化マーカーを発現していることを確認した。単離した細胞は細胞染色、FACS を用
い、SASP 因子、老化マーカーの発現を遺伝子、蛋白レベルで検討した。 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
図１.p16 陽性マクロファージが
IL-6を発現していることを確認。 



老化細胞除去剤 ABT-263 を投与することにより
眼 GVHD 涙腺の単位面積あたりの老化細胞数、
SASP および線維化抑制を確認した（図２）。英文
論文としてまとめFASEB Jに投稿しreviseとな
ったが、予期しない出来事として同時に新型コ
ロナウィルス感染症が蔓延し 2020 年度前半は
実験室への入室に制限がかかり 7 月までは実験
ができない状況となった。2020 年 3 月までにま
とめた実験結果をもとに revise をまとめ新型
コロナウィルス感染拡大を乗り切る形で 2020
年 7月に採択された（Yamane M, Ogawa Y, et 
al. FASEB J 2020 34(8):10778-10800）。次に、
GVHD標的組織における老化細胞に係る分子基盤
を調べ、数種類の老化細胞除去薬の効果を検討
し新規治療法の開発を目標とし研究を進める予
定であったが最終年度研究をすすめることがで
きず 1年の延長を申請した。 
1 年間、実験の遅滞があったが、その間に文献検
索、論文の掲載と計画の再確認等に時間を充て

ることができ、眼 GVHD におけるマクロファージのみならず老化間葉系細胞および老化 T細胞の
サブセットの特定とその局在および動態の解明へと研究を発展させる土台ができ 2022 年度より
新規課題として新たな科研費採択へと道を開いた。今後、複数の老化細胞除去剤の有効性、毒性、
副作用の有無、薬物動態を GVHD マウスモデルで検証する。より安全な老化細胞除去の機序解明
と投与方法の開発のために基礎研究の継続、臨床応用への準備をすすめている。 
 

      
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 2. ABT-263濃度依存的に涙腺の単位面
積あたりの線維化面積が減少している。
(Yamane M, Sato S, Ogawa Y, et al 
FASEB J,2020). 
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