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研究成果の概要（和文）：慢性GVHDは同種移植後に生じる、全身性の自己免疫疾患様の合併症であるが、組織内
でどの細胞が標的にされているかは十分に明らかでない。本研究では、血管内皮細胞が慢性GVHDのバイオマーカ
ーでもある種々のケモカイン・サイトカインを産生することで、免疫細胞を局所に誘導し、活性化することを明
らかにした。またこれらの因子を産生するのにはIFN-γが関わっており、ROCK2阻害剤がその制御に有効であっ
た。さらに、血管内皮細胞は同種抗原/HLA class II複合体を膜上に発現するが、白血病細胞の一部からもこの
複合体が出現しており、血管内皮細胞はcGVHDだけでなく、GVL効果にも関わることが考えられた。

研究成果の概要（英文）：Chronic GVHD (Graft-versus-Host Disease) is a systemic autoimmune-like 
complication that occurs after allogeneic transplantation, but the specific cells targeted within 
tissues are not well understood. This study revealed that vascular endothelial cells produce various
 chemokines and cytokines, which are biomarkers of chronic GVHD. These factors attract and activate 
immune cells locally. The production of these factors involves IFN-γ, and ROCK2 inhibitors were 
found to be effective in regulating this process. Furthermore, vascular endothelial cells express 
alloantigen/HLA class II complexes on their membranes, and some leukemia cells also exhibit these 
complexes. This suggests that vascular endothelial cells are involved not only in chronic GVHD but 
also in the Graft-versus-Leukemia (GVL) effect.

研究分野： GVHD

キーワード： GVHD　GVL　endothelium

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
慢性GVHDは適切なマウスモデルがないこともあり、病態解明が十分に進んでいない。本研究によって、血管内皮
細胞が慢性GVHDにおいて重要な役割を果たすことが明らかになったことで、疾患の病態生理学的メカニズムに新
たな知見を提供できると考えている。また、IFN-γやROCK2阻害剤が慢性GVHDの制御に関与することが示され、
今後、新たな治療戦略の開発につながる可能性がある。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
（１）慢性移植片対宿主病（Chronic Graft-Versus-Host Disease: cGVHD）は、造血器腫瘍に対
して同種造血幹細胞移植後、3 ヶ月以降に発症する自己免疫疾患様の合併症である。近年、HLA
半合致のドナーを用いたハプロ移植が急増したことで、増加が懸念されている。cGVHD は有効な
薬剤が限られ、一度発症すると難治化しやすい。そのため、病態解明と新規治療法の開発が強く
求められている。cGVHD の病態生理は、疾患モデルマウスの研究成果を中心に、３つの段階を経
て、生じると考えられている。すなわち、組織傷害による初期の炎症（第 1段階）に加え、胸腺
傷害や未熟な骨髄機能によって免疫寛容が破綻することで、アロ・自己反応性の T細胞、B細胞
の出現を許し、炎症が慢性化する（第 2 段階）。その後、炎症により傷害を受けた組織の修復過
程でマクロファージが過剰に働くことで、線維化が起きる（第 3 段階）。しかし、これらの病的
な免疫細胞が、組織内で何を標的に炎症を起こすのかは十分にわかっていない。 
 
（２）同種造血幹細胞移植は自身の造血機能を根絶やしするほどの強力な移植前処置と、ドナー 
由来の免疫細胞が残存する腫瘍を認識して攻撃する移植片対白血病・リンパ種(Graft-
VersusLeukemia/Lymphoma: GVL)効果の２つの作用を期待して行う治療法である。この中で、GVL
効果は cGVHD と密接に関係している。つまり、cGVHD が発症している限り GVL 効果が発揮され、
白血病・リンパ腫が再発しないというジレンマがある。cGVHD と GVL 効果が表裏一体である理由
として、ドナーリンパ球が共通の同種/自己抗原を認識することが想定されるが、共通の抗原は
十分に明らかになっていない。 
 
（３）cGVHD のリスク因子として、HLA 不適合/異性間/非血縁者間移植、急性 GVHD、高齢ドナ
ーなどが知られている（文献 1）。これまで、私達は cGVHD の発症リスクが高いとされる女性ド
ナーから男性レシピエントへの異性間移植に注目し、血管内皮細胞膜上で異所性に形成される Y
染色体由来の H-Y タンパク質（ペプチドに分解されない）と HLA class II の複合体が同種抗体
の標的となり、cGVHD を引き起こすことを明らかにした。 
 
２．研究の目的 
 本研究では HLA class II、血管内皮の２つの要素に着目し、cGVHD と GVL 効果について、（１）
同種蛋白質/HLA class II 複合体は、cGVHD と GVL 効果を引き起こす共通抗原になり得るかどう
か、（２）血管内皮は cGVHD の重要な標的細胞かどうか、解析を行った。 
 
３．研究の方法 
（１）同種蛋白質/HLA class II 複合体は、cGVHD と GVL 効果を引き起こす共通抗原になり得る
かどうか 
① 白血病細胞における H-Y 蛋白質/HLA class II 複合体の発現の分析 
 H-Y 蛋白質全体が HLA class II と複合体を形成して、白血病細胞の膜上に発現するかを検証
した。まず、男性由来のヒト白血病細胞株について、real-time qPCR、フローサイトメトリー、
免疫染色などにより、H-Y 蛋白質/HLA class II 複合体の細胞膜上への発現を解析した。次に、
実際の患者検体も使って、H-Y 蛋白質/HLA class II 複合体が細胞膜上に発現しているか解析を
行った。 
 
② HLA 適合造血幹細胞移植において、GVL 効果に関与する HLA class II アレルの分析 
 日本造血・免疫細胞療法学会が実施する全国規模の TRUMP（造血細胞移植登録一元管理プログ
ラム）データベースを用いて、急性骨髄性白血病に対する HLA 適合造血幹細胞移植において、再
発リスク低下に関わる HLA class II アレルがあるかどうか解析した。 
 
（２）血管内皮は cGVHD の重要な標的細胞かどうか 
① 血管内皮によるケモカイン・サイトカイン産生の分析 
免疫細胞を組織に遊走させるケモカインの候補に関して、血漿中の CXCL9、CXCL10 が cGVHD の

発症と重症度に関連することが報告されている（文献 2、3、4）。CXCL9、CXCL10 に対する受容体
は CXCR3 であるが、レシピエント側の CXCR3 における一塩基多型が cGVHD の発症に関連 するこ
とも報告されている（文献 5）。cGVHD の発症に関わる血漿バイオマーカーは他にも BAFF（B-cell 
activating factor）が上げられ、レシピエント由来の BAFF がドナーB 細胞を過剰に刺激して
cGVHD を引き起こすことがマウスモデルで証明されている（文献 6）。cGVHD の罹患組織にはリン
パ球以外にドナー由来のマクロファージも浸潤しており、線維化に関与することがマウスモデ
ルで示されている（文献 7）。マクロファージの活性には成長因子の CSF-1 が重要であり、CSF-1
受容体に対する阻害剤 Axatilimab は第 I/II 相試験で 治療抵抗性の cGVHD に有効な効果を示し
た（文献 8）。以上のように cGVHD の病態生理にはケモカインでは CXCL9、CXCL10、サイトカイン
では BAFF、CSF-1 が重要であることが報告されている。そこで、cGVHD の皮膚病理組織を用いて、



これらの因子の免疫染色を行い、血管内皮細胞からの産生を分析した。 
 
② 移植環境下における血管内皮細胞の解析  
 CXCL9、CXCL10、BAFF、CSF-1 が、cGVHD の血管内皮細胞から産生する機序について、HUVEC を
用いて cGVHD に関与するサイトカインや放射線を網羅的に解析し、血管内皮細胞から CXCL9、
CXCL10、BAFF、CSF-1 が産生される原因の特定を試みた。 
 
③ 病的な血管内皮細胞の制御因子の解析 
 ②で明らかになった cGVHD の環境下で、血管内皮細胞が CXCL9、CXCL10、BAFF、CSF-1 を産生
するのを阻害できる因子について解析を行った。 
 
４．研究成果 
（１）同種蛋白質/HLA class II 複合体は、cGVHD と GVL 効果を引き起こす共通抗原になり得る
かどうか 
① 白血病細胞における H-Y 蛋白質/HLA class II 複合体の発現の分析 
 男性由来の白血病細胞株（HEL、KasumiA-541、KHM-2B、KO52、Raji、THP-1）の中で HEL 細胞
株以外は全て HLA class II と H-Y 抗原（DBY）を発現していた。その中で、KO52、THP-1 細胞
株は H-Y 蛋白質と HLA class II の複合体を膜上に発現していた。次に、2022 年度に自治医科大
学附属病院で診断した、男性白血病患者 14 人の骨髄検体を用いて、H-Y 蛋白質と HLA class II
の複合体の発現を解析した。14 人中、2人は HLA class II の発現が見られなかったが、H-Y 蛋
白質と HLA class II の複合体は 12 人中７人で認められた（下記図）（文献 9）。以上より、H-Y
蛋白質と HLA class II の複合体は cGVHD と GVL 効果の共通の抗原になり得ると考えられた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

② HLA 適合造血幹細胞移植において、GVL 効果に関与する HLA class II アレルの分析 
 急性骨髄性白血病の同種移植後の再発は、HLA class II の発現低下に因ることが、他の研究
グループから近年報告されている（文献 10）。このことからも、同種蛋白質と HLA class II の
複合体が GVL 効果の鍵を握っている可能性が推測された。そこで、全国規模の TRUMP データを用
いて、GVL 効果(＝再発低下)に関与する特定の HLA class II アレルについて解析を行った。HLA
の不一致を避けるために HLA 適合移植に限定した。また、移植前に非寛解のケースでは、前処置
治療や、移植後の免疫抑制剤の調整方法が施設によって差が激しいため、移植前は寛解のケース
に限定した。その結果、特定の HLA class II アレルでは多変量解析でも有意に再発の低下が見
られた。 



 
（２）血管内皮は cGVHD の重要な標的細胞かどうか 
① 血管内皮によるケモカイン・サイトカイン産生の分析 
 これまで、女性ドナーから男性レシピエントへの同種移植の cGVHD において血管内皮細胞が
同種抗体の標的として重要であることを明らかにした。本研究では血管内皮について、患者皮膚
検体を用いてさらに分析を行った。その結果、cGVHD の血管内皮の周囲には線維化が生じており、
さらに、免疫細胞を組織に遊走させる CXCL9、CXCL10、B 細胞を活性化させる BAFF、マクロファ
ージの活性に関わる CSF-1 も血管内皮細胞で発現していることが明らかとなり、血管内皮細胞
は cGVHD の病態形成において、免疫細胞を組織に遊走し、活性化するのに重要な細胞であること
が明らかとなった。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
② 移植環境下における血管内皮細胞の解析 
 通常の血管内皮細胞からは CXCL9、CCXL10、BAFF、CSF-1 は発現しない。cGVHD の血管内皮細
胞からこれらの因子が産生される原因として、cGVHD の病態に関わるサイトカイン（IFN-α、IFN-
γ、TNF-α、IL-1b、TGF-β1、LPS）、放射線を HUVEC に加え、網羅的に解析した。その結果、IFN-
γが mRNA、タンパクレベルでもこれらの因子を最も効率的に発現させることが明らかとなった。
この結果は、cGVHD の皮膚組織の RNA-seq を行った既報の結果とも一致しており（文献 
11）、さらに IFN-γは HLA class II も誘導したことから、cGVHD の血管内皮の病態形成には IFN-
γが重要であることが明らかとなった。 
 
③ 病的な血管内皮細胞の制御因子の解析 
 近年、線維化に関わる因子として ROCK-2 が注目されており、その阻害剤である KD025 は、T細
胞を制御することで cGVHD に効果があることが報告されている（文献 12、13）。そこで、ROCK-2
が血管内皮にも発現しているか、患者検体で解析したところ、ROCK-2 と pROCK-2 は血管内皮細
胞にも発現していることが判明した。次に、②で明らかとなった IFN-γで HUVEC を刺激し、そ
こに KD025 を加えると、CXCL9、CCXL10、BAFF、CSF-1 の産生が有意に低下することが明らかと
なった。以上より、cGVHD における病的な血管内皮細胞を制御するには KD025 が有力な候補であ
ることが明らかとなった。 
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