
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）

１０１０１

挑戦的萌芽研究

2016～2015

真菌感染症とGVHDのクロストーク

Crosstalk between GVHD and fungal infection

４０２８４０９６研究者番号：

豊嶋　崇徳（Teshima, Takanori）

北海道大学・医学研究科・教授

研究期間：

１５Ｋ１５３５８

平成 年 月 日現在２９   ５ １７

円     2,800,000

研究成果の概要（和文）：真菌感染症がGVHDに及ぼす影響についてマウスモデルを用いて検討した。Candida菌
体壁成分a-MannanあるいはCandida死菌の投与によってGVHD、特に肺病変の重症化がみられた。a-Mannan投与は
GVHDに伴う肺マクロファージのTh17分化を促進するIL-6, IL-23, CCL20などの発現を増強し、ドナーTh17細胞の
肺浸潤を促進した。一方、Dectin-2欠損レシピエント、あるいはIL-17A欠損ドナーでは肺GVHDの増悪はみられな
かった。以上から、Candida感染はレシピエントのdectin-2を介し、ドナーTh17細胞の肺集積を促進する新たな
機序が判明した。

研究成果の概要（英文）：We evaluated mechanistic link between graft-versus-host disease (GVHD) and 
Candida infection after allogeneic hematopoietic stem cell transplantation (SCT) in mouse models. 
Injection of alpha-Mannan, a major component of fungal cell wall, or heat-killed Candida albicans 
accelerated lung GVHD. alpha-Mannan induced donor Th17 differentiation and lung specific chemokine 
environment in GVHD led to Th17 infiltration to the lung. Such effects of alpha-Mannan on GVHD was 
dependent on both recipient Dectin-2 and donor IL-17A. These results demonstrate a novel mechanistic
 link between GVHD and Candida infection following allogeneic SCT.

研究分野： 血液内科学
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１．研究開始当初の背景 
同種造血幹細胞移植は白血病、リンパ腫など

の造血器悪性腫瘍や、再生不良性貧血、先天
性免疫異常症など血液、免疫、代謝疾患に対
する根治療法である。同種造血幹細胞移植の
最 大 の 合 併 症 は 移 植 片 対 宿 主 病
(graft-versus-host disease, GVHD)と感染症で
あり、その成績向上にはこれらの克服が喫緊の
課題となっている。 

申請者を含めた今までの基礎的、臨床的研
究により、細菌、ウイルス感染症は GVHD に伴う
合併症であるのみならず、GVHD の増悪因子で
あることは明らかにされおり、GVHD と感染症の
クロストークの存在が示されている(Eriguchi et al, 
Blood 2012)。 

一方で、同種造血幹細胞移植後に特に頻度
が高く、予後に影響する合併症である真菌感染
は、ＧＶＨＤとその治療に伴う合併症であること
はよく知られているが、真菌感染症が GVHD の
病態生理に及ぼす影響は今までに明らかにさ
れていない。 

申請者は以下のような臨床的観察に注目した。
一つは、米国における同種造血幹細胞移植後
のカンジダ症予防の大規模臨床試験において、
fluconazole 投与群で急性 GVHD の発症が低下
することが報告されたことである(Marr et al, 
Blood 2000)。二つ目は、腸管内カンジダ定着が
GVHD 発症のリスクであることが示唆されたこと
である(van der Velden et al, Clinical Immunology 
2010)。申請者は、これらの報告から、真菌感染
症においても、細菌、ウイルス感染症と同様に
GVHD の増悪に関わるメカニズムが存在するの
ではないかとの仮説を持つに至った。しかし真
菌感染症と GVHD の関連は明確にはされてお
らず、両者の病態メカニズムの関連性も不明で
あった。 

急性 GVHD の古典的な罹患組織は、皮膚、
肝臓、消化管である。一方、頻度は低いものの
肺にも GVHD が発症することが知られている。し
かし肺 GVHD の発症は必ずしも古典的な皮膚、
肝臓、消化管の GVHD の発症とパラレルではな
く、両者の発症メカニズムには相違点もあるもの
と考えられている。 

申請者は、真菌感染と GVHD の両者の研究
に適したマウスモデルを開発し、真菌感染が
GVHD、とくに肺 GVHD に及ぼす影響を検討す
ることで、同種造血幹細胞移植の合併症である
GVHD と真菌感染の理解を深め、その治療成績
の向上を目指すこととした。 

 
２．研究の目的 

真菌感染症が GVHD の発症に及ぼす影響を
検討可能なマウスモデルを作成する。このシス
テムを用いて真菌感染症が GVHD の発症に及
ぼす影響を検証し、両者の関連性を証明し、そ
のメカニズムを解明する。これにより世界に先駆
けて GVHD と真菌感染のクロストークを示すこと
により、新たな観点から同種造血幹細胞移植の
成績向上を目指す。 

 

３．研究の方法 
真菌菌体成分である-Mannan を MHC 完全

不適合の BALB/c→B6、ＭＨＣ半合致の代表的
なマウス同種造血幹細胞移植モデル B6→
BDF1、あるいは MHC 適合マイナー組織適合性
抗原不適合の C3H.Sw→B6 の 3 種類のモデル
マウスにおいて投与し、全身的な GVHD に対す
る影響を死亡率、臨床スコアで判定する。さらに
各臓器の GVHD に対する影響を病理組織学的
に検討する。 

また、各臓器よりドナーT 細胞とマクロファージ
を免疫学的に分離し、各ヘルパーＴ細胞分画お
よびその機能分化ならびに活性化、遊走に関連
するサイトカイン、ケモカインおよびそのリガンド
群の発現を検討する。特に肺 GVHD において
は Th17 細胞が重要と報告されていることから、
IL-17 fate map system を用いドナーＴｈ１７細胞
の各臓器への浸潤とその機能分化を経時的か
つ詳細に検討する。 

最終的に-Mannan のレセプターである
Dectin2-/- 、 Th17 分 化 が 阻 害 さ れ る
IL-17A-/-マウスにおいて、肺 GVHD の発症が
影響されるか検討し、そのメカニズムを確認す
る。 

最 後 に 、-Mannan の代わりに Candida 
albicans の死菌の投与実験を行い、GVHD 発症
との関連を確認する。 
４．研究成果 

真菌感染症が GVHD に及ぼす影響について
マウスモデルを用いて検討した。同種造血幹細
胞移植モデルとしては MHC 完全不適合の
BALB/c→B6、ＭＨＣ半合致である B6→BDF1、
MHC 適合マイナー組織適合性抗原不適合の
C3H.Sw→B6 の 3 種類を用いた。 

真菌感染モデルとしては、菌体壁成分である
-Mannan、あるいは Candida albicans の死菌
を投与する標準的なモデルを用いた。 
-Mannan を移植日に腹腔内に単回投与し

たところ、GVHD スコアの悪化と死亡率の増加が
すべてのモデルで普遍的に観察された。その効
果は-Mannan の用量依存性であった。すなわ
ち、真菌感染は全身GVHDの増悪因子であるこ
とが明らかにされた。 

次いで、臓器別に GVHD を病理学的に検討
したところ、腸、肝で有意な GVHD の増悪が認
められたが、とくに肺 GVHD の増悪が顕著であ
った。一方、皮膚 GVHD の増悪は見られなかっ
た。同種造血幹細胞移植後の各臓器の解析に
おいて、腸、肝、皮膚に比較し、とくに肺に顕著
なドナーT 細胞の浸潤がみられた。その T 細胞
の性格を調べるため、T 細胞を肺組織から分離、
解析したところTh17 細胞の著明な浸潤が認めら
れた。一方、肺マクロファージにおいては Th17
分化に関連する IL-6, IL-23, CCL20 などの多
数のサイトカイン、ケモカイン群の発現亢進がみ
られた。このような肺における変化が Th17 細胞
の肺への遊走を招来し、肺病変が悪化する機序
と想定された。 

このような肺における T 細胞およびマクロファ
ージの変化は同系造血幹細胞移植ではみられ



ず、アロ免疫応答の存在が必須であると考えら
れた。すなわち、全身 GVHD によって肺には
Th17 環境となり、Th17 依存性の肺 GVHD が発
症するものと考えられた。一方、このような Th17
環境は、GVHD の古典的な罹患組織である皮
膚 、 肝臓 、消 化 管で は軽 度 で あり 、こ れが
-Mannan 投与による GVHD の臓器別影響が
異なる機序であると考えられた。 

肺 GVHD を発症したマウスでは、動脈血酸素
飽和度が著明に低下しており、肺 GVHD が機能
的も証明された。 

また Candida albicans 感染死菌投与実験を行
ったところ、-Mannan 投与時と同様な、肺
GVHDの増悪、T細胞機能分化と肺浸潤が確認
でき、-Mannan 投与実験で起こった変化は真
菌感染症による変化と考えてよいものと結
論付けられた。一方、肺 GVHD の増悪はレシピ
エントに-Mannan の受容体である Dectin-2 ノ
ックアウトマウスを用いた場合、あるいはドナーに
Th17 分化が阻害される IL-17A ノックアウトマウ
スを用いた場合にはキャンセルされた。 

以上の結果から、Candida 感染は壁成分であ
る-Mannan がレシピエントの dectin-2 受容体を
介し、ドナーT 細胞の Th17 細胞分化を促進し、
肺におけるTh17環境がドナーTh17 細胞の集積
を促進し、肺 GVHD の発症、増悪に関与する可
能性が示唆された。一方で-Mannan を投与し
ない場合には、急性 GVHD は古典的な罹患組
織は、皮膚、肝臓、消化管に顕著であり、肺病
変は目立たなかった。すなわち肺 GVHD と古典
的 GVHD の発症メカ二ズムは異なるものと考え
られ、これが肺 GVHD の発症は必ずしも古典的
な皮膚、肝臓、消化管の GVHD の発症とパラレ
ルではない原因と考えられた。 

次に治療介入を目指し、Th17 免疫応答に深
く関連する抗IL-6抗体の投与によりGVHD増悪
が阻止できないかどうか検討した。MHC 半合致
である B6→BDF1 モデルを用い、-Mannan 投
与後に抗マウス IL-6 抗体である MR16-1 を投与
し、その T 細胞免疫応答、および肺 GVHD に対
する影響を検討した。しかし、T 細胞応答、肺
GVHD ともに抑制されず、おそらく IL-6 のみなら
ず、さまざまなサイトカインやケモカインがその発
症に関与しているものと示唆された。従って、単
一分子の標的ではその治療は困難であると考え
られ、これも臨床において、単一のサイトカイン
の阻害のみでは肺 GVHD の治療が困難である
事実に即しており、その説明となるものと考えら
れた。 

最近、GVHD に伴う腸内細菌叢の変化が注
目され、申請者を含め、国際的に研究が進んで
いる(Eriguchi et al, Blood 2012, Eriguchi et al, 
BBMT 2013, Tehima et al, BBMT 2016)。 

すなわち、腸内細菌叢は個体の GVHD 感受
性に関連し、一方で GVHD はパネト細胞ダメー
ジからデフェンシンなどの抗菌ペプチドの産生
を抑制することで、腸内細菌叢の構成に変化を
与え、それがさらにGVHDの増悪因子となる。一
方、腸内細菌叢の攪乱はときに腸内真菌叢の
増加を招来する。また経口広域抗菌剤の投与に

よっても腸内真菌叢が優勢になることが知られて
いる。 

しかし腸内真菌叢と GVHD の関連について
は全く報告がない。そこでこの問題を検討する
ため、ＭＨＣ半合致の代表的なマウス同種造血
幹細胞移植モデル B6→BDF1 において、移植
後の糞便サンプルを個体ごとに継時的に収集し、
次世代シークエンサーを用いて糞便中のファン
ジオーム解析を行った。真菌の検出頻度は同系
造血幹細胞移植に較べ、同種造血幹細胞移植
で明らかに高かった。今後、その菌量および菌
種について今後検討を行う予定である。これら
の一連の研究によって、真菌感染とＧＶＨＤの関
連について包括的な理解を深めて行く予定であ
る。 
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