
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３２６１２

基盤研究(C)（一般）

2016～2014

眼慢性移植片対宿主病における老化細胞とドナー間葉系幹細胞の役割と治療法の開発

A significant role of senescent cells and donor mesenchymal stem cells in ocular
 chronic graft-versus-host disease and development of new therapy

３０１６０７７４研究者番号：

小川　葉子（Ogawa, Yoko）

慶應義塾大学・医学部（信濃町）・特任准教授

研究期間：

２６４６２６６８

平成 年 月 日現在２９   ６   ５

円     3,800,000

研究成果の概要（和文）：眼移植片対宿主病(GVHD)の線維化にドナー由来新鮮骨髄間葉系幹細胞（MSC)と老化マ
クロファージが主要な役割を担う事を証明した（Ogawa, Y. eLife, 2016). 眼GVHDでは、ドナーMSCとマクロフ
ァージは早期よりGVHD涙腺に浸潤しMSCと相互作用し活性化して老化にかかわる液性因子を分泌することを見出
した。組織に浸潤するドナーMSCに免疫原性の高いMHC class II陽性分画が存在し生着することをを確認した。
ドナーMSC除去移植または老化関連液性因子の一つのサイトカインに対する中和抗体投与により眼GVHDの病態進
展への関連性を検証した。

研究成果の概要（英文）：We found that a significant role of mesenchymal stem cells（MSCs）and 
senescent macrophages in the pathogenic fibrosis in ocular graft-versus-host disease (GVHD).　Donor 
MSCs and senescent macrophages expressing p16 were infiltrated into lacrimal glands and activated by
 interacting each other in  early onset of ocular GVHD by secreting senescent related factors. We 
confirmed immunogenic and MHC class II+ MSCs infiltrated into cGVHD target organs especially 
lacrimal gland. We analysed the effectiveness of depletion of MSCs transplantation or suppression of
 a senescent associated cytokine in development of fibrosis and inflammation in ocular GVHD.

研究分野：眼表面免疫応答
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 1．研究開始当初の背景 
(1) 研究の学術的背景 
本研究に関連する国内・国外の研究動向及

び位置づけ；造血細胞移植後に発症する慢性
GVHD は重篤な晩期合併症であり、免疫原性
線維化を主体として涙腺、角結膜を含めた粘
膜、外分泌腺の機能不全を引き起こす（Ogawa 
Y, et al. Invest Ophthalmol Vis Sci, 2005, Am J 
Pathol, 2009; Shikari H, Surv Ophthalmol, 2013）。
さらに、GVHD の発症にマクロファージの老
化も関連する事を見出した（Kawai M, Ogawa 
Y, et al. Sci Rep, 2013)。しかしドナーMSC と
老化マクロファージがどうのように眼
GVHD の病態にかかわるかは不明であった。 
近年、老化細胞が液性因子を持続的に放出し
慢性炎症を導く機構が Senescence associated 
secretory phenotype (SASP)として報告された
（Rodier F, J Cell Biol. 2011, Ohtani N, Nature, 
2013）。さらに、老化マクロファージが加齢
黄斑変性などの加齢性疾患に積極的に病態
形成に関わる事が報告された（Sene A, Cell 
Metab, 2013）。本研究ではドナーMSC と老化
マクロファージの眼 GVHD での役割を解明
し、新規治療を確立する事を主たる目的とし
た。 
 
(2)申請時期までの研究成果を踏まえ着想に
至った経緯 

GVHD の病態は古くから、ドナーリンパ球
の同種抗原を標的とする免疫応答と考えら
れてきた。しかし、申請者はこれまでに慢性
GVHD 涙腺組織病変局所への高度な線維化
を 明 ら か に し (Ogawa Y, et al. Invest 
Ophthalmol Vis Sci; 2001, 2003)、病変部位の病
的線維芽細胞は、半数近くがドナー由来で免
疫応答に関与し活性化することを示した
(Ogawa Y, et al. Invest Ophthalmol Vis Sci; 2005, 
2007)。線維化の一部には涙腺結膜上皮の上皮
間葉系転換が関与する事も示した（Ogawa, Y , 
et al. Am J Pathol, 2009）。2010 年から 2013 年
の研究で、線維化病態に積極的に関与する線
維芽細胞の細胞源はドナー由来 MSC であり
老化マクロファージが関与する可能性を見
出した。そこで、GVHD 涙腺結膜では老化し
たマクロファージがドナーMSC の標的組織
への遊走を促して GVHD の病態形成に関わ
り涙腺、結膜の線維化による機能障害に重要
な役割を果たすという仮説を着想した。 
 
２．研究の目的 
眼移植片対宿主病(GVHD)によるドライア

イは眼表面粘膜と涙腺の免疫異常と線維化
を主体とした難治疾患であり、発症機構と病
態形成の解明、新規治療法の開発が医学的に
も社会的にも急務である。申請者は眼 GVHD
の線維化にドナー由来新鮮骨髄間葉系幹細
胞（MSC）が主要な役割を担い老化マクロフ
ァージとの相互作用が関与する事を見いだ
した。ヒト眼 GVHD の病態を反映するマウス
GVHD モデルにより、次の点を追究する。 

①眼 GVHD におけるドナーMSC とマクロフ
ァージの局在と相互作用の解明 
②MSC と老化マクロファージの相互作用に
よる眼 GVHD の発症と慢性化の分子機構の
解明 
③ドナーMSC または老化マクロファージ除
去移植による新規治療法の開発 
の以上の 3 項目を主な目的とした。 
 
３．研究の方法 

(1)ドナーMSC移植後のマクロファージとMSC
の局在、老化ストレスマーカーの発現状態、
相互作用、MSC 遊走因子について組織学的解
析、分子レベルの解析にて、対照と比較して
評価する。ドナーMSC のみを可視化するため
に、GFP マウスから新鮮 GFP 標識 MSC を単
離し、レシピエントの造血幹細胞とともに
BALB/c マウスに移植して評価する。 

 
(2)マウスを生存させたまま炎症細胞を経時的
に可視化するために、Inflammation probe を腹
腔内投与し主にマクロファージを生体内で
追跡して病変部への集積と局在を検討する。 

 
(3)ドナーの移植細胞源から MSC の除去移植を
行い、慢性炎症進展と線維化の抑制の有無を
検討し、臨床応用として新規治療法の開発の
検討をする。 

 
４．研究成果 
(1)ドナーMSC移植後のマクロファージとMSC
の局在、老化ストレスマーカーの発現状態、
相互作用、MSC 遊走因子について組織学的解
析、分子レベルの解析にて、対照と比較して
評価した。その結果、標的臓器における MSC
およびマクロファージに老化マーカー、酸化
ストレス、各種サイトカイン、ケモカインの
一部がそれぞれの細胞の一部に発現してい
ることを確認した。ドナーMSC のみを可視化
するために、GFP マウスから新鮮 GFP 標識
MSC を単離し、レシピエントの造血幹細胞と
ともに BALB/c マウスに移植して評価した。
その結果、ドナーMSC は GVHD の涙腺をは
じめとした標的臓器においてレシピエント
の Th17 細胞等の免疫担当細胞と相互作用を
していた。一方対照群には免疫担当細胞の活
性化が乏しかった。（Ogawa Y, eLife, 2016） 

 
(2)マウスを生存させたまま老化細胞を経時的
に可視化するために、inflammation probe を用
いて予備実験を行ったところ GVHD 発症時
期に一致して、涙腺、唾液腺、皮膚、肺、肝
臓、小腸部位の各標的臓器へマクロファージ
がコントロールに比して浸潤していること
をイメージングで確認した。 

 
(3) ドナーの移植細胞源から MSC の除去移植
を行い、慢性炎症進展と線維化の抑制を確認
した。各標的臓器に浸潤する病的 MSC に病
原性の高い、MHC class II 分画が存在するこ



とを確認した。 
(4) MSC除去移植および老化関連液性因子中和
抗体投与により GVHD の抑制効果を検証し
た。 
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