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研究成果の概要（和文）：PUVA 処理で樹状細胞が制御性樹状細胞の性質を獲得した。その性質

が、どのような機序で獲得したか検討した。トリプトファン代謝による細胞増殖の抑制をみる

ため、indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO)の発現を定量 PCR法にて測定したところ、樹状細胞

の PUVA 処理にて５倍以上の発現増加を認めた。PUVA 処理が樹状細胞以外の他の血球、リンパ

球（CD4、CD8、B220）にもその作用が及ぶか検討した。PUVA処理したリンパ球（CD4、CD8、B220）

および PUVA処理した樹状細胞と同系統の骨髄由来樹状細胞を stimulatorとして、混合リンパ

球反応（MLR）を行った。結果、PUVA 処理した樹状細胞とともに MLR を施行した群のみ、その

反応は抑えられた。体外で樹状細胞を培養し、それに PUVA療法を施行して、体内に輸注する細

胞療法が GVHDに対して有効な治療法となりうる可能性が示唆された。 

研究成果の概要（英文）：：Extracorporeal photopheresis (ECP) is a leukapheresis-based 
immunomodulatory therapy by exposing isolated white blood cells to photoactive 8-MOP 
(psoralen) and UVA radiation (PUVA) for refractory acute and chronic graft-versus-host 
disease (GVHD). We have reported that bone marrow-derived dendritic cells (BM-DCs), which 
are generated from bone marrow cells plus GM-CSF, acquired tolerogenicity by 
PUVA-treatment in mice. To clarify the mechanisms of how PUVA-treated DCs induce 
tolerogenicity in further detail, we compared the expression of the indoleamine 
2,3-dioxygenase (IDO), which induces T-cell anergy by tryptophan depletion and by the 
production of metabolic byproducts collectively known as kynurenines, by real-time PCR 
between PUVA-DCs and BM-DCs. An increased IDO gene transcription level was observed in 
PUVA-DCs about 5 times more than in BM-DCs. The question we have to consider next is whether 
tolerogenic capacity is acquired only in DCs or other lymphocytes subpopulations. To test 
this, PUVA-treated CD4, CD8, or B220 cells from the same strain of stimulator cells were 
added into the MLR mixture. MLR was suppressed only when PUVA-DCs were added. Infusion 
of PUVA-treated DCs could have a great potential to treat lethal acute GVHD in clinical 
settings. 
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血幹細胞移植が確立されているが、急性 GVHD

のために、十分な治療成績が得られていない

現状がある。急性 GVHDは、移植片に存在す

る末梢のナイーブＴ細胞が輸注後２次性リ

ンパ組織（末梢リンパ節、パイエル板、脾臓、

腸管膜リンパ節など）に集積し、ホスト由来

の樹状細胞と反応し爆発的に増殖する。その

後、GVHD標的臓器である肝臓、皮膚、腸管に

浸潤し組織が傷害される。このメカニズムを

発症させないために、幹細胞移植前にホスト

タイプの制御性樹状細胞を大量投与するこ

とによって、急性 GVHDを抑制できることが

マウスモデルにて示された。しかし臨床の場

では、ホストタイプの制御性樹状細胞の作成

は白血病細胞の混入や骨髄の疲弊のため不

可能である。我々の作成した psoralen+紫外

線照射を利用した制御性樹状細胞（PUVA-DC）

は、ドナータイプおよびサードパーティから

の作成でも混合リンパ球反応を抑える事が

可能であった。この結果から PUVA-DCを用い

て HLAの壁を乗り越える造血幹細胞移植の開

発の可能性がでてきた。 

 
２．研究の目的 

psoralen+紫外線照射を利用した制御性樹状

細胞(PUVA-DC)における免疫抑制の制御性メ

カニズムを詳細に解析する。将来的には HLA

不一致の造血幹細胞移植における GVHD 予防

ならびに治療にこの PUVA-DCを用いた細胞療

法を行うことを目的とする。 

 
３．研究の方法 

マウス骨髄細胞から、GM-CSF を用い 10 日間

かけて大量の未熟樹状細胞を作製する。その

未 熟 樹 状 細 胞 に 対 し て 、 psoralen 

( 200ng/ml )を添加、その後 UVA 照射

（ 2J/cm2 ）を施行し 24時間経過したものを、

PUVA-DCとして実験に用いる。PUVA-DCと UVA

照射のみ施行し、24 時間経過した樹状細胞

（UVA-DC）と未熟樹状細胞を用いて Mixed 

Lymphocyte Reaction (MLR)を行った。トリ

プトファンを枯渇させることにより細胞増

殖を抑える indoleamine 2,3-dioxygenase 

(IDO)酵素の発現を mRNAで骨髄由来樹状細胞

および PUVA 処理した樹状細胞で比較した

indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO)を mRNA

にて発現量を比較した。また PUVA 処理が樹

状細胞以外の他の血球、リンパ球（CD4、CD8、

B220）にもその作用が及ぶか検討した。PUVA

処理したリンパ球（CD4、CD8、B220）および

PUVA 処理した樹状細胞と同系統の骨髄由来

樹状細胞を stimulator として、混合リンパ

球反応（MLR）を行いその抑制性の反応を検

討した。 

 

４．研究成果 

(1)responder（Balb/c）および

stimulator(C57BL/6)とは異なる系統の

PUVA-DC(C3H)を加え、混合リンパ球反応が抑

制される効果を持つか検討を行った。 

 

 

 

 

 

 

 

結果、図に示すように Third-partyにおけ

る PUVA-DCを混合リンパ球反応に加えること

で抑制作用を示した。(p<0.01) 

 

（2）同様の混合リンパ球反応を responder

（C57BL/6）および stimulator(Balb/c)に変

更し異なる系統の PUVA-DC(C3H)を加えても

Third-party における PUVA-DCにてその反応

を抑えることが出来た。(p<0.01) 



 

 

 

 

(3)Indoleamine 2,3-dioxygenase（IDO）の

発現を定量 PCR にて測定 

 

 

 

 

 

 

 

IDOmRNA の発現は、約 5 倍以上に増加してい

た。この結果から免疫寛容の誘導の機序とし

て IDO発現によるトリプトファン枯渇作用に

よる細胞増殖の抑制が示唆された。 

 

(4) PUVA 処理を樹状細胞以外の血球、リンパ

球（CD4、CD8、B220）に施行し寛容を誘導す

るか検討した。PUVA処理したリンパ球（CD4、

CD8、B220）(C57BL/6)および PUVA 処理した

樹状細胞と同系統の骨髄由来樹状細胞を

stimulator(C57BL/6) と し て 、 responder

（Balb/c の脾臓細胞）を用いて混合リンパ球

反応（MLR）を行った。 

 

PUVA 処理した樹状細胞群のみ混合リンパ球

反応（MLR）を抑えた。PUVA 処理による免疫

寛容を誘導する機序は主に樹状細胞のみで

あることが判明した。 

 

上記の結果から、体外で樹状細胞の培養を行

い、その細胞に PUVA 処理を行って体内に戻

すことで寛容を誘導させれることが予想さ

れ GVHD に対する有効な治療法となりうる可

能性が示唆された。 
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