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研究成果の概要（和文）：これまでの研究（平成 17-18 年若手研究 B、平成 19-20 年科学研究
費 C）から、IL-21Rを欠損した脾細胞を用いると GVHDが減弱すること、実際に IL-21デコ
イ受容体で GVHD の治療効果が得られることを示してきた。今回の研究では IL-21 抑制が
GVHD 制御をもたらすメカニズムを明らかにすることを目的とした。IL-21R 欠損脾細胞を移
植した群ではエフェクターT 細胞からのサイトカインの産生が低下していることが明らかとな
った。さらにその原因として制御性 T細胞の増加が考えられた。しかし抗 CD25抗体で制御性
T 細胞を除去しても GVHD 抑制には大きな変化が見られなかったことから、制御性 T 細胞自
体が原因なのではなく、エフェクターT 細胞の効率的産生が低下していることが原因と推論し
た。 
	 

 
研究成果の概要（英文）：We have shown that splenocytes from IL-21R-deficient mice 
ameliorates GVHD as compared to that from wild-type mice and that a decoy receptor for 
IL-21 attenuates GVHD. This time, we aimed to investigate the mechanisms for the 
attenuated GVHD by blocking IL-21. We found that the production of cytokines was 
impaired in effector T cells and an increase of Treg cells in spleen. A depletion of Treg cells 
by anti-CD25 antibody did not change the attenuation of GVHD by blocking IL-21, 
suggesting that the cause of attenuation of GVHD could be the loss of functional effector 
cells rather than the increase of Treg cells. 
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１．研究開始当初の背景 
インターロイキン-21は2000年にクローニン

グされた比較的新しいサイトカインである（J.

	 Parrish-Novak,	 Nature.2000）。インターロ
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イキン-2のファミリーに属し、共通（コモン）

γ鎖を受容体に含む(H.Asao,	 J	 Immunol.200

1)。このγ鎖受容体の遺伝子変異が人の遺伝

病であるX連鎖重症複合免疫不全症の原因で

ある	 (M.Noguchi,Cell.1993)。この病気の症

状の１つにインターロイキン-21が貢献して

いる可能性が動物実験で示された(K.Ozaki,	 

Science.2002)。	 

	 申請者はこれまでにインターロイキン-21

のクローニングを行い（K.Ozaki,	 PNAS.2000）、

そのノックアウトマウスを作成し、生体内で

インターロイキン-21がインターロイキン-4

と協調して抗体産生に非常に重要な働きをし

ていることを明らかにした(K.Ozaki,	 Scienc

e.2002)。平成17年、我々の当初の研究開始時

点ではインターロイキン−21と移植片対宿主

病との関連は報告されていなかった。	 

	 移植片対宿主病は骨髄移植の合併症の１つ

で、死亡することもある。その一方で、移植

片には対白血病作用があることが知られてお

り、近年増加しているミニ移植はまさにこの

移植片対白血病作用を利用して白血病を治そ

うという治療法である。移植片対宿主病と移

植片対白血病作用は臨床的に好ましくないも

のと好ましいものの組み合わせであり、古く

からこの２つを分離して対白血病作用だけを

強めよう、もしくは対宿主病だけを弱めよう

という試みがあるものの、実地臨床では成功

していない。	 

	 申請者はサイトカインに注目し、サイトカ

インを制御することにより移植片対宿主病だ

けを抑制し対白血病作用を保つことが出来る

のではないかとの仮説に基づき、平成17年度

から科学研究費補助金若手研究(B)で研究を

スタートさせた。この研究によってインター

ロイキン-21は移植片対宿主病をプラスの方

向に制御していること、インターロイキン-2

1のシグナルが入らない脾細胞（インターロイ

キン-21受容体ノックアウトマウス由来の脾

細胞）でも通常通りの移植片対白血病作用を

示すことを明らかにした。	 

	 この実験結果はインターロイキン-21のシ

グナルを抑えることが対宿主病の治療にな

る可能性を示唆している。そこで我々は平成

19-20年の科学研究補助金基盤研究(C)で、イ

ンターロイキン-21のシグナルを抑制するこ

とで移植片対宿主病を治療する治療モデル

を、マウスの系で確立することに成功した。

IL-21のデコイ受容体を用いると、GVHDが実

際に減弱することを証明した。	 

 
２．研究の目的 
 
	 今回はこれまでの研究成果を元に、IL-21

抑制がGVHD減弱をもたらす機序を明らかに

することを目的とした。	 

 
３．研究の方法 
 
	 IL-21R のノックアウトマウスから CD4 細

胞を純化し、MHC がハプロ合致の BDF1 マ

ウスをレシピエントとして移植した。純化に

は autoMACS を使用し、純度は約 90%であ

った。骨髄細胞の移植は通常の移植と同様に

行った。これにより IL-21 のシグナルを欠損

した CD4が引き起こす GVHDを解析した。 

	 移植後脾細胞を CD3/CD28 抗体で刺激し、

サイトカインの産生を調べた。また、BDF1

細胞でも刺激を行い、同様にサイトカイン産

生を調べた。培養上清中の IFN-γ, TNF-α, 

IL-4, IL-21, IL-6, IL-17などをELISA法にて

測定した。細胞内染色をフローサイトメータ



 

 

ーで解析することにより、IFN-γ, TNF-αを産

生している細胞自体の解析を施行した。 

	 次に脾臟の CD4 細胞数、制御性 T 細胞数

を解析した。制御性 T 細胞は CD4+Foxp3+

を指標とした。 

	 制御性 T細胞を生体内から除去するために

もう一つのマーカーCD25 を利用した。抗

CD25 抗体をマウスに持続的に投与すること

により、制御性 T 細胞(CD4+Foxp3+)を 50%

以上除去することに成功した。試験管内では

ソーターを使用して CD4+CD25+細胞を完全

に除去してから、刺激を加え、サイトカイン

濃度を測定した。 

	 
４．研究成果	 

	 これまでの研究成果（平成 17-18年若手研
究 B、平成 19-20年基盤研究 C）から IL-21R
を欠損した脾細胞を用いると誘導される

GVHDが減弱することがわかっている。純化
していない脾細胞の移植でサイトカイン産

生を調べたが、両群間（ワイルドタイプ群 vs. 
ノックアウト群）の差ははっきりしなかった。

そこで、CD4細胞を純化して移植をしてみた
ところ、生存率の差がより顕著となり、両群

の解析がしやすくなった。この系で移植後脾

細胞を採取し、サイトカインの産生を調べる

と IFN-γ, TNF-α, IL-4で明らかに産生が低下
していた。CD4純化、および、細胞内染色に
より、サイトカインの産生が低下している細

胞は CD4細胞であることが明らかとなった。 
	 CD4 細胞数、制御性 T 細胞数を解析した
ところ、制御性 T細胞の増加を認め、この増
加が GVHD の減弱を引き起こしている可能
性が考えられた。この点を解析するために試

験管内の実験と、生体内実験の二つを行った。

ソーターで、移植後脾細胞の中から

CD4+CD25-細胞を純化し、サイトカインの産

生を調べた。この系では、理論上ほとんどの

制御性 T 細胞は除かれているにも関わらず、
サイトカインの産生は抑制されたままであ

った。また、GVHDマウスに移植直後から抗
CD25 抗体を大量に投与した。これにより、
生体内で制御性 T 細胞は最低でも 50%以上
が除去されていた。この状態でも GVHD は
明らかに減弱しており、我々は GVHD 減弱
の原因は制御性T細胞よりもむしろエフェク
ター細胞の機能不全に起因しているのでは

ないか、と推論した。	 	 	 	 	 	 	 	  
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