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研究成果の概要（和文）：同種造血幹細胞移植後に遷延する液性免疫不全の発症機序を解析した。マウス同種造血幹細
胞移植モデルにおいて、ドナーCD8+ T細胞依存的にGVHDを発症したマウスでは、リンパ節が重度に萎縮し、皮下および
経口免疫に対する液性免疫が重度に抑制された。GVHD誘導マウスでは、移植早期にリンパ節細網線維芽細胞がFasL依存
的に傷害されており、これを阻害することでリンパ節GVHDが軽減出来た。CD8+ T細胞の除去またはFasLの阻害により、
リンパ節GVHDと液性免疫不全を予防できると期待される。

研究成果の概要（英文）：This study focused on the pathogenesis of prolonged humoral immunodeficiency 
following allogeneic hematopoietic stem cell transplantation (allo-HSCT). In a mouse allo-HCST model, 
mice with a history of CD8+ T cell-mediated GVHD developed severe atrophy of the lymph nodes and failed 
to mount T-cell dependent humoral immune responses to subcutaneous or oral immunization. Lymph node 
fibroblastic reticular cells were impaired in the early phase of GVHD through Fas-FasL dependent 
cytotoxicity, and inhibition of FasL partially ameliorated lymph node impairment. Depletion of CD8+ T 
cells in the graft or inhibition of FasL signaling would be expected to prevent lymph node GVHD and 
humoral immunodeficiency.

研究分野： 医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
同種造血幹細胞移植(allo-HSCT)は、移植片
対腫瘍効果に基づく強力な治癒効果により、
白血病などの造血器系腫瘍に対する細胞療
法として大きな成果をあげてきた。しかしな
がら、原発疾患の再発や免疫不全の遷延によ
る感染症などは未だに克服されておらず、
allo-HSCTの 5年生存率は 5割程度にとどま
る。Allo-HSCT 後の免疫不全は、GVT 効果
と表裏一体をなして現れる移植片対宿主病
(graft-versus- host disease: GVHD)が発症
した患者において、しばしばリンパ球の再構
築遅延や、免疫不応答性として顕現する。 
	 研究代表者はこれまでにマウス GVHD モ
デルを用いて急性 GVHD の発症過程におけ
る同種抗原反応性 T 細胞(allo-T)の動態を解
析し、ケモカインおよび接着因子を介する
allo-CD8+ T細胞の腸管浸潤が腸管GVHDの
病態に重要な役割を果たすことを明らかに
した（J leukoc Biol. 2007）。さらに最近、
GVHD によるリンパ球の再構築遅延機序を
解析し、ドナーCD4+ T 細胞が宿主骨髄造血
ニッチを障害することにより、リンパ球の再
構築が重度に抑制されること（骨髄 GVHD）、
また抗体による CD4+ T細胞除去でリンパ球
の再構築を促進できることを明らかにした 
(Blood 2010)。一方で、GVHDを誘導したマ
ウスでは、抗 CD4抗体を用いた骨髄 GVHD
治療により、末梢に Tおよび B細胞が回復し
た後も、血清 IgGや腸管 IgAレベルは抑制さ
れており、液性免疫不全が示唆された。また、
allo-HSCT患者に対しては、各種感染症に対
するワクチン接種が推奨されているが、
GVHD を経験した患者では有効な IgG 抗体
価が得られないワクチン不応答性が問題と
なる。これらの液性免疫不全は、リンパ球再
構築遅延とは独立した現象であり、GVHDが
抗原受容体（ immunoglobulin）の class 
switchや抗体の affinity maturationを障害
する可能性を示すものである。 
	 液性免疫応答は、主に抗原が皮膚や腸管な
どの感作部位からリンパ管を経由して所属
リンパ節に輸送されることから始まる。高内
皮細静脈（HEV）を介してリンパ節へ流入し
た Bおよび T細胞は、それぞれ皮質領域また
は傍皮質領域で抗原を認識、活性化し、T-B 
境界において相互作用する。T 細胞からの介
助シグナルを受けた活性化 B 細胞はクロー
ン増殖の後、一部は髄質領域へと遊走するが、
他の活性化 B細胞は皮質中心部へ集積し、胚
中心を形成する。いずれの細胞も局在変化の
後にさらなる細胞分裂を経て、髄質領域に集
積したものは形質細胞へと分化し抗体産生
を担い、胚中心を形成したものは抗原受容体
のaffinity maturationや class switchを経て、
IgG や IgA などを発現するメモリーB 細胞
または長期生存型形質細胞に分化する。 
	 研究代表者が急性 GVHD モデルにおいて
これまでに行った予備的検討により、急性
GVHD を経験したマウスでは、骨髄 GVHD

の治療により骨髄、胸腺や脾臓において Tお
よび B細胞数が回復した後も、リンパ節が重
度に萎縮しており、この萎縮は移植後 100日
を超えても持続することを見出している。 
	 これらの所見は、GVHDによる液性免疫不
全がリンパ節障害に起因することを強く示
唆するものである。Allo-HSCT後のリンパ節
障害に関する既報は極めて乏しく、1980 年
代前半に allo-HSCT 患者のリンパ節剖検サ
ンプルにおいて細胞性低下や構築異常を認
めたことが報告されているが、これらのリン
パ節構造異常が GVHD による直接的な組織
障害に起因するのか、また移植後の液性免疫
不全や易感染性に対する機能的意義や、リン
パ節障害の細胞・分子機序については未解明
である。 
 
２．研究の目的 
	 移植片対宿主病 (GVHD)に伴う液性免疫
不全機序の解明を目的とした。申請者は最近
マウス同種造血幹細胞移植(allo-HSCT)モデ
ルの解析から、GVHDが骨髄造血ニッチを障
害することでリンパ球系の再構築を抑制す
ること、さらにリンパ球の再構築抑制とは独
立して液性免疫不全を誘導すること、リンパ
球再構築後も液性免疫不全が遷延するマウ
スでは、液性免疫誘導に中心的な役割を果た
すリンパ節が重度かつ不可逆的に萎縮して
いることを見出した。本研究では、これまで
GVHD の標的臓器として認識されていなか
ったリンパ節に着目し、マウス allo-HSCTモ
デルを用いて、GVHDによるリンパ節障害の
詳細を免疫学的、組織学的、機能的に解明す
るとともに、病態形成の細胞・分子機序を解
明し、移植後免疫不全の予防・治療法開発の
基礎を築くことを目的とする。 
 
３．研究の方法 
	 マウス allo-HSCT モデルを用いて、GVHD が
リンパ節の機能的構造ならびに液性免疫誘
導能に及ぼす影響を明らかにした上で、リン
パ節障害を誘導する T細胞サブセットと、標
的となる組織細胞種を解明し、最終的にはリ
ンパ節障害の分子機序を明らかにすること
で、その予防・治療標的の確立を目指す。リ
ンパ節障害の機序としては、リンパ節の枠組
みを構成する宿主の線維芽細胞、または内皮
細胞が allo-T 細胞の障害標的になることが
考えられる。本研究では CD4 または CD8T 細
胞の移入により非致死的な急性 GVHD が発症
する MHC または mHA 不適合マウス allo-HSCT
モデルを作成し、以下の基礎的解析を行う。	 
	 
1. リンパ球を含む血球系細胞の再構築が完
了する移植後 40 日目のリンパ節につい
て、免疫病理学的な検討を行い、リンパ
節障害における CD4 または CD8	 T 細胞の
寄与とリンパ節障害の詳細を明らかにす
る。	 

2. リンパ節障害が免疫誘導能や抗原補足能



など、機能的な障害を伴うかどうか、モ
デル抗原を用いた皮下免疫モデル、およ
び病原性細菌の経口感性モデルなどで検
証し、移植後免疫不全への寄与を明らか
にする。	 

3. リンパ節障害を発症する GVHD モデルに
おいて、移植後早期のリンパ節構成細胞
の数的、質的動態を解析し、リンパ節障
害の発症機序をターゲットの側面から明
らかにする。	 

4. リンパ節障害の分子機序について、同種
抗原の直接提示の必要性、およびサイト
カイン、ケモカイン、細胞傷害因子の関
与を明らかにし、分子標的療法の可能性
を検討する。	 

	 
４．研究成果	 
GVHD が、液性免疫応答の誘導組織であるリン
パ節、脾臓などの二次リンパ組織に及ぼす影
響について、B6→BDF1	 allo-HSCT モデルを用
いて解析した。その結果、T 細胞除去骨髄細
胞(TCD	 BM)とともにCD8+	 T細胞を移入し、GVHD
を誘導したマウスでは、移植後 40 日目の骨
髄において TCD	 BM のみを移植した対照群と
同等の B細胞の回復を認めたが、リンパ節に
おいては細胞数の著減による萎縮、さらには
線維化を認めた。また、同マウスでは NP-OVA
を皮下免疫した後の NP 特異的抗体産生が減
弱していた（図 1）。これらの結果より、
allo-HSCT 後に CD8+	 T 細胞依存的にリンパ節
が破壊されること（LN	 GVHD）で、液性免疫
不全が遷延することが示唆された。	 

	 
	 
ドナーCD8+	 T 細胞の標的となるリンパ節構成

細胞を、フローサイトメトリーおよび免疫組
織染色により詳細に解析した。リンパ節の機
能的構造を構成する代表的な非血球系細胞
として、血管内皮細胞、高内皮細静脈細胞、
リンパ管内皮細胞、線維芽細胞様細網細胞
(FRC)などがあげられる。CD8+	 T 細胞依存的な
GVHD を誘導したマウスでは、移植後 7日目以
降、観察期間を通じて FRC の著明な減少を認
める一方、その他の非血球系細胞画分は、移
植後 14 日目まで著明な数的変動を認めなか
った。また、リンパ節の破壊を誘導しない、
CD4+	 T細胞依存的なGVHDを誘導したマウスで
は、FRC の減少を認めなかった（図 2）。これ
らの結果から、LN	 GVHD における主要な標的
が FRC であることが明らかになった。	 

	 
CD8+	 T 細胞による FRC 傷害の分子機序と治
療・予防標的を明らかにするため、Fas-FasL
細胞傷害経路とリンパ節ホーミングレセプ
ターの阻害実験を行った。GVHD 誘導マウスか
ら調整したドナーエフェクターCD8+	 T 細胞と、
宿主型 FRC を共培養する際、FasL の機能欠損
遺伝子変異を持つ FasLgld マウス由来 CD8+	 T
細胞を用いると、FRC のアポトーシス誘導が
有意に減少した。また、FasLgld	 CD8+	 T 細胞を
ドナーに用いると、急性期における FRC の減
少と、移植後 40 日目におけるリンパ節の線
維化が軽減していた。これらの結果から LN	 
GVHD の発症には FasL-Fas 細胞傷害経路が重
要な役割を果たすことが明らかになった。ま
た、リンパ節への T細胞の遊走に中心的な役
割を果たすケモカイン受容体 CCR7 ならびに
接着因子 L-selectin の阻害、および CD8 陽
性細胞除去抗体による LN	 GVHD の予防・治療
を試みたが、いずれの介入においても移植後
40日目のリンパ節FRC細胞数の減少ならびに
線維化病変に著明な変化を認めなかった。こ
れらの結果から、LN	 GVHD の予防には、移植
片中の CD8+	 T 細胞の除去が有効であり、また
Fas-FasL 経路の阻害も症状の改善をもたら
すことが明らかになった。	 

図 2	  GVHDによるリンパ節 FRCの障害  
B6→BDF1 allo-HSCTモデルにおいて、移植
後経時的にリンパ節 FRC, CD157+ T 細胞領
域 FRC, リンパ管内皮（LEC） , 血管内皮
（BEC）、高内皮細静脈（HEV）を解析した。 

図 1	  GVHD によるリンパ節障害  
B6→BDF1 allo-HSCT モデル移植後 40 日目
の（A）リンパ節 H&E染色と（B）移植 CD8+ 

T 細胞数依存的な細胞数の減少。リンパ節
GVHDが（C, D）皮下免疫に対する液性免疫
誘導能および（E, F）経口免疫に対する液性免
疫誘導能に及ぼす影響 



	 

	 
本研究により、allo-HSCT 後のドナーCD8+	 T
細胞依存的な FRC 傷害と、それに引き続く不
可逆的なリンパ節障害（リンパ節 GVHD）が、
GVHD 患者で遷延する液性免疫不全の原因で
あることが明らかになった。今後、FasL-Fas
細胞傷害経路の阻害により、リンパ節 GVHD
の予防が可能になることを期待している。	 
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