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研究成果の概要（和文）： 

 本研究では、miHA が異なることで GvHD を発症するマウスを用いて、そこに関与する T 細

胞や抗原提示細胞などを異なるマーカー遺伝子にて識別し、移植後から GvHD 発症までの各々

の細胞の相互関係を解明する。これまでに必要となるウイルスベクターを作製し、miHA のみが

異なる B6、C3H マウス間の移植実験を行い、GvHD 発症時の免疫担当細胞の機能を介して急性・

慢性 GvHD の機序を解析している。 

 

研究成果の概要（英文）： 

 The purpose of this study is to elucidate the mutual relations between immunocompetent cells such as 

T cells and antigen presenting cells until the GvHD onset after transplant using mice that GvHD develop 

due to difference of miHA. To address this issue, I have made virus vectors used in the study and 

performed transplants between mice with only different miHA (B6 and C3H) and analyzed mechanisms 

of acute or chronic GvHD. 
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１．研究開始当初の背景 

 現在、白血病など造血系悪性腫瘍に対する
有効な治療法として、主要組織適合抗原
（HLA）が一致した同種造血幹細胞移植 

allo-SCT が広く行われている。ただ、allo-SCT

においても患者・ドナー間の副組織適合抗原
（miHA）は一致しておらず、時に重篤な副
作用の移植片対宿主病（GvHD）が発症する。
この GvHDには移植後 100 日目を境に病態の
著しく異なる急性GvHDと慢性GvHDがある
が、その詳細な発症機序や急性 GvHD から慢
性GvHDへの移行のメカニズムには不明な点
が多い。近年、マウスモデルを用いた実験に
より GvHD、特に急性 GvHD の発症機序が解
明されつつある(Nat Med 10: 987, 2004)。それ
によると、造血幹細胞とともに移入されたド
ナー由来 CD8 陽性細胞は、レシピエントの抗
原提示細胞（APC）により内在性抗原として
自己抗原を提示され、活性化される。そして、
このレシピエント由来 APC は移植後より急
速に消失するが、代わりにドナー由来 APC

がcross presentationにより抗原を提示し続け、
GvHD の増強や維持に関わり、その際、発症
するサイトカイン・ストームや急激におこる
組織破壊が自己反応性 T 細胞を出現させ、結
果的に自己免疫疾患様の慢性GvHDを発症す
るとされている。実際、臨床の場でも急性
GvHD の重度が上がるほど慢性 GvHD の発症
率が増加することが確認されており、急性
GvHD の責任細胞が何らかの形で慢性 GvHD

の発症に関わっていることが推測される。た
だ、ここで出現する自己反応性 T 細胞がもと
もと移入されたドナーT 細胞由来なのか、あ
るいはドナー幹細胞から患者胸腺で教育を
受けた T 細胞なのかは不明であり、さらには
前処置としての放射線照射を受けた患者胸
腺がどのように慢性GvHDに関与しているか
も不明である。 

 

２．研究の目的 

 本研究では miHAが異なることで GvHDを
発症するマウスモデルを用い、そこに関与す
る細胞群を異なるマーカーを有するレトロ
ウイルスベクターにて遺伝子的に識別し、さ
らには、適時、ドナーリンパ球を排除できる
よう移植ドナーリンパ球に自殺遺伝子であ
るヘルペスウイルス･チミジンキナーゼ
（HSV-TK）遺伝子を導入し、これらマウス
を移植時から FACS や免疫組織染色法で解析
することで、急性 GvHD ならびに慢性 GvHD

に関与する責任細胞群を同定する。さらには、
これら遺伝子改変細胞を用いて詳細に解析
することで、移植後の急性 GvHD から慢性
GvH への移行過程を解明し、臨床面ではヒト
免疫系制御のために新戦略の開発に、基礎分
野においては「免疫の自己破綻」の機序の解

明に役立てたいと考えている。 

 

３．研究の方法 

 本研究におけるレトロウイルスベクタ
ーを用いたマルチカラー・マーキング実
験は、以下の材料を用いて行う。 

 

使用する材料 

1) ベクター 

 申請者が開発した gene silencing 抵抗性
レトロウイルスベクターDNsap 

2) マウス 

C57BL/6(B6)(H-2 b,Ly5.1)、B6.129S7.Rag-1

欠損マウス(H-2b、Ly5.1)、C3H.SW （C3H） 

(H-2 b,Ly5.2、B6 と miHA が異なる)、
B6xBalb/c(H-2d)による F1(BDF1、H-2b/d) 

3) 導入遺伝子 

緑色蛍光色素 EGFP（FACS にて FL1 チ
ャンネルにて検出）、橙色蛍光色素 huKO

（ FL2 チャンネル）、赤色蛍光色素 
mPlum（FL4 チャンネル）、自殺遺伝子 

HSV-TK。尚、HSV-TK に関しては、internal 

ribosomal entry site(IRES)の下流に mPlum

遺伝子を持つベクターに組み込み、mPlum

の発現にて HSV-TK 遺伝子導入細胞の回
収を行う。 

 

方法 

1) 移植時に移入されるドナー由来 CD8+

細胞の慢性 GvHD への関与 

 B6 マウス(5.1)より骨髄細胞を採取し、
HSV-TK/mPlum レトロウイルスベクター
を感染させ、B6 マウス(5.1)に移植する。
骨髄造血能が安定する 12 週目以降に、こ
れらマウスの脾臓より mPlum 陽性 CD8+

細胞を FACS にて回収し、これをドナー
CD8+細胞とする。この操作は、遺伝子導
入に際に用いられる in vitro の培養が、
CD8+細胞のアロ抗原に対する反応性を低
下させることを防ぐためである。B6 マウ
ス(5.1)より採取した骨髄細胞に huKO 遺
伝子を導入し、上記ドナーCD8+細胞とと
もに放射線照射した C3H マウス（5.2）に
移植する。移植初期では C3H マウス由来
APC が自己抗原を提示し、ドナーCD8+細
胞は活性化する。その後、huKO 陽性ドナ
ーAPC が C3H マウス由来 APC の代わり
cross presentation にて抗原を提示し、
GvHD は維持される。体重減少など著明な
急性 GvHD が発症した後、これら C3H マ
ウスにガンシクロビル（GCV）を投与し、
ドナーCD8+細胞を死滅させ、移植時に移
入されたドナーCD8+細胞の影響の無い状
態での GvHD の変化を詳細に解析する。 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

2) 移植された造血幹細胞由来 CD8+細胞の慢
性 GvHD への関与 

 骨髄細胞中には胸腺前駆細胞が存在し、実
際に GvHD に関与している細胞が新たに宿主
胸腺で教育を受けた CD8+細胞であるかを判
断するのは難しい。そこで、ドナー造血幹細
胞由来で、新たに宿主胸腺において教育され
た CD8+細胞の GvHD の関与を解析するため
に、投与する幹細胞を極めて純度の高い CD34

陰性 c-KIT 陽性 ScaI 陽性 Lineage 陰性
（CD34-KSL）細胞とし、これら細胞に huKO

遺伝子を導入して C3H マウスに移植する。た
だ、CD34-KSL 細胞から APC が即座に分化し
ないので、Rag-1 欠損マウスより得られた骨髄
細胞を EGFP にてマーキング後、レスキュー
細胞として移植する。上記と同様、体重減少
など著明な急性 GvHDが発症した後に C3Hマ
ウスに GCV を投与することでドナーCD8+細
胞を死滅させ、幹細胞由来ドナーCD8+細胞の
GvHD の関与を詳細に解析する。 

 
４．研究成果 

1) 申請者が開発した gene silencing 抵抗性レ
トロウイルスベクターDNsap に緑色蛍光色素
（EGFP）、橙色蛍光色素（huKO）、赤色蛍光
色素（mPlum）ならびに自殺遺伝子であるヘ
ルペスウイルス・チミジンキナーゼ（HSV-TK）
を組み込み、水疱性口内炎ウイルス由来 G タ
ンパク（VSV-G）を発現するパッケージング
細胞株の 293gpg に導入することで上記遺伝
子を安定して発現するウイルス産生細胞株を
樹立した。 

 

2) 研究者が樹立した緑色蛍光色素（EGFP）
、橙色蛍光色素（huKO）、赤色蛍光色素（
mPlum）発現レトロウイルスベクター（DNsap

）を用いて、これら蛍光色素遺伝子をB6マウ
ス由来の骨髄細胞に導入し、致死量放射線照
射したマウスに移植することで、各蛍光色素
の発現がマウス骨髄造血に与える影響を解析
した。その結果、いずれの蛍光色素導入骨髄

細胞も致死量放射線照射したマウスの骨髄造
血能を再構築したことから、その影響は極め
て低いものと思われた。 

 EGFPあるいはhuKO発現マウス末梢血 

 EGFPあるいはhuKO発現骨髄細胞 

 

3) マウスとしてC57BL/6(B6)(H-2
b
, Ly5.1)、

C3H.SW(C3H)(H-2b, Ly5.2、B6とmiHAが異な
る)及びB6xBalb/c (H-2d)による
F1(BDF1,H-2b/d) マウスを用意し、使用するマ
ウスとしてC56BL/6(B6) (H-2b, Ly5.1)と
Balb/c(H-2d)を交配させたF1(BDF1, H-2b/d)を
用意し、移植実験に備えた。 

 

4) B6マウス（Ly5.1）より骨髄細胞を採取し、
DNsapTK/mPlumウイルスを感染させ、これら
造血幹細胞を致死量放射線照射したB6マウス
（Ly5.1）に移植し骨髄再構築能を確認した。
現在、in vivoにおけるGCVの効果を確認する
ため、これらマウスにGCVを投与し、Ly5.1

細胞の死滅率を検討している。 

 

5) 今後は、これらマウスより脾臓細胞（
TK/mPlum導入T細胞）を回収し、huKO遺伝子
を導入したB6マウス（5.1）造血幹細胞と共に
C3Hマウスに移植し、GvHDが発症した後にガ
ンシクロビル（GCV）を投与することで、ド
ナーCD8+細胞を死滅させ、移植時に移入され
たドナーCD8+細胞がいない状況でのGvHDの
変化を詳細に解析する。 

 なお、研究期間内に実験が終了できないか
った理由は、実験に必要なウイルス産生細胞
の樹立や移植するマウスの系の樹立が遅れた
ためであり、現段階で大方の実験に必要なマ
テリアルは準備できたので、今後、これらを
用いることで当初の研究目的を達成する予定
である。 
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