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研究成果の概要（和文）：本研究期間ではcGVHD モデルマウスにおける角膜及び涙腺の病理組織学的検討を行
い、血管新生、細胞浸潤を見出した。また重複型GVHD患者の偽膜の病理組織像からCD4陽性T細胞優位の免疫担当
細胞浸潤が認められた。GVHDモデルマウスの脾臓をFACSにて解析し、CD4陽性T細胞の80％においてPD-1の発現が
認められた。次に涙腺において蛍光免疫染色を行い、PD-1陽性CD4陽性T細胞の浸潤が認められた。このことから
GVHD涙腺における上皮細胞にPD-1陽性CD4陽性T細胞とCD153陽性細胞の関与の可能性が考えられた。以上の成果
をもとに本疾患の新たな治療標的を探索中である。

研究成果の概要（英文）：During this research period, we conducted histopathological examinations of 
the cornea and lacrimal gland in a cGVHD mouse model, revealing neovascularization and cellular 
infiltration. Furthermore, immunocompetent cell infiltration, predominantly by CD4-positive T cells,
 was observed in pseudomembranes from patients with overlapping GVHD. Analysis of splenic tissue 
from GVHD model mice using FACS showed that 80% of CD4-positive T cells expressed PD-1. Subsequent 
fluorescent immunostaining in the lacrimal gland confirmed infiltration of PD-1-positive 
CD4-positive T cells. These findings suggest the potential involvement of PD-1-positive CD4-positive
 T cells and CD153-positive cells in epithelial cells of the GVHD lacrimal gland. Based on these 
results, we are currently exploring new therapeutic targets for this condition.

研究分野： GVHD
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研究成果の学術的意義や社会的意義
慢性GVHDの症例には高度なドライアイや眼表面炎症が合併する。GVHD発症後には酸化ストレス増加や危険シグナ
ル増加などの複合的要因による慢性刺激によって、非感染性の慢性炎症が惹起され遷延化すると考えられる。
cGVHDに関連した眼表面のGVHDヒト涙腺においてPD-1/PD-L1経路の関与が考えられたため、PD-1分子、PD-L1分子
の局在を検討することで同分子の発現の機序やGVHD病態への関わり、分子メカニズムを追求しようと着想し研究
を実施した。根治的な標準治療が存在しない本疾患に対して、PD1PDL1分子が新たな治療標的となる可能性があ
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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
慢性 GVHD は造血細胞移植後に発症する重篤な晩期合併症であり、慢性炎症と線維化を主体と

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)。 

急性 GVHD ではドナーT 細胞のレシピエント組織に対する直接的な免疫反応が主病態としてすで

に示唆されているが、慢性 GVHD の病態や発症機構は多段階的、複合的であり、未だ不明である。

また慢性眼 GVHD の治療は点眼療法を含めた対症療法が主であり、根本治療は未だ確立していな

い。涙腺および角結膜の機能不全による重篤なドライアイは眼表面の障害による高度な疼痛や

著明な視力低下をきたし、GVHD 患者の QOL を著しく下げる。 

慢性眼 GVHD による眼表面組織の線維化は不可逆的で重篤であるため、新治療法の確立による慢

性GVHDドライアイ発症の予防及び発症初期の病状進行抑制は慢性眼GVHD患者の視力予後やQOL

の向上に大きく貢献することとなる。 

以前より申請者及び研究班は慢性眼 GVHD における免疫担当細胞に着目し研究してきたが、既

報で GVHD 標的組織へ浸潤している免疫担当細胞が PD-1 分子、PD-L1 分子を発現しており PD-

1/PD-L1 経路の関与によって GVHD における炎症を抑制させることが示唆された。（Saha A,et al. 

J Clin Invest. 2016 Jul 1;126(7):2642-60.） 

また近年、他科領域において慢性炎症と PD-1、老化細胞および Senescent Associated Secretory 

Phenotype (SASP)との関連が報告されている。(Kohsuke Shirakawa ,et al. J Clin Invest. 

2016;126(12):4626-4639. ） 

本研究は、急性及び慢性 GVHD の涙腺をはじめとして標的臓器における免疫応答及び老化への

PD-1/PD-L1 経路の関与を解明し、病態解明とその制御に貢献することを目標とする。GVHD 等に

おける臓器慢性炎症の制御法の基礎を確立し、当該疾患の予防もしくは抑制を目指すことにあ

る。 

 

２．研究の目的 
Programmed cell Death-1(PD-1)分子は、細胞傷害性 T細胞の膜表面にある免疫チェックポイン

ト受容体の 1つである。PD-1 受容体の活性化は、T細胞の活性化抑制に重要であり、異常な自己

免疫を回避するための正常な免疫応答において重要な要素となる（Freeman GJ and Honjo T, J 

Exp Med, 2000）。 

 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

異常による高度炎症と特殊な線維化を主体とする難治性疾患である。GVHD の標的臓器である涙

腺、眼表面において多数の炎症細胞に PD-1 分子が発現し自己免疫疾患様の免疫応答、また病態

に関与している可能性を見出した。GVHD 涙腺および角結膜に浸潤する免疫担当細胞の相互作用

に関わる分子について、特にPD-1分子とそのリガンドであるPD-L1分子に焦点をあてて検証し、

GVHD 病態への関与のさらなる解明と新規治療薬の GVHD に対する効果の解明を目標とする。 

さらに GVHD の眼表面においては老化細胞が病態に係る可能性があるため、PD-1 陽性細胞と老化

細胞との相互作用について検討し、病態解明と新規治療法の開発をめざした。 

 
３．研究の方法 
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)。これまでに申請者の研究室では 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)。 



全骨髄細胞移植後のマウスモデル涙腺における病理切片を用いて、浸潤した免疫担当細胞マク

ロファージ、樹状細胞、NK 細胞、T細胞 (Th1, Th2, Th17)と PD-1 分子または PD-L1 分子とを二

重染色し、炎症細胞における PD-1 分子、PD-L1 分子を発現している細胞を特定する。次に GFP 

B10.D2 ドナーマウスの骨髄細胞、脾臓細胞を BALB/c マウスに移植して GVHD を作成、GFPBALB/c

ドナーマウスの骨髄細胞、脾臓細胞を BALB/c マウスに移植してコントロールを作成し、ドナー

細胞の浸潤経路を調べる。近年、老化マーカーCD153 を発現する CD153+PD-1+CD44hiCD4+ の形質

をもつ T細胞の病的役割が報告されている(Shirakawa J Clin Invest, 2016)。GVHD 涙腺での

PD-1 陽性細胞における CD153 の発現の有無、発現時期、他の細胞との相互作用について検討す

る。 

 
４．研究成果 

本研究期間ではcGVHD モデルマウスにおける角膜及び涙腺の病理組織学的検討を行い、 

血管新生、細胞浸潤を見出し、学術研究雑誌Diagnosisに研究成果を報告した（Shimizu S, 

Hayashi S, et al. Ocul Surf. 2022）。GVHDにおける関連分子に関して同定するため"The 

overlap syndrome: a case report of chronic graft-versus-host disease after the 

development of pseudomembrane"の題名で重複型GVHDの症例報告を行った。重複型GVHDにより

形成した眼球結膜上の偽膜を採取し病理検査で検討した。偽膜の病理組織像では多数のマクロ

ファージとCD8陽性T細胞に加えCD4陽性T細胞優位の免疫担当細胞浸潤が認められた。またGVHD

モデルマウスの脾臓をFACSにて解析した結果、CD4陽性T細胞の80％においてPD-1の発現が認め

られた。次に涙腺においてPD-1陽性CD4陽性T細胞について蛍光免疫染色を行ったところ、PD-1

陽性CD4陽性T細胞の浸潤が認められ、特にCD153陽性細胞が脾臓と比較して多く浸潤していた。

このことからGVHD涙腺における上皮細胞にPD-1陽性CD4陽性T細胞とCD153陽性細胞の関与の可能

性が考えられた。以上の成果をもとに本疾患の新たな治療標的を探索中である。 
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