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研究成果の概要（和文）：造血幹細胞移植後の合併症である眼移植片対宿主病（GVHD)は重症ドライアイをきたす治療
困難な疾患である。本研究では、眼GVHDの線維化にドナー骨髄間葉系幹細胞（MSC）が主要な役割を担う可能性を見出
した。ドナーMSC由来線維芽細胞が眼、小腸、肺などのGVHD各標的臓器に生着していることを確かめた。次にドナーMSC
由来線維芽細胞がT細胞と相互作用して眼GVHDの発症機構と病態形成にかかわることを見出した。さらに、MSCによる眼
GVHD免疫応答および線維化形成においてIL-6,IL-17などのサイトカイン、免疫応答を抑制する制御性T細胞が関与して
いることが確かめられた。

研究成果の概要（英文）：Chronic ocular graft-versus-host disease(GVHD), i.e. chronic GVHD related dry eye,
 is a major complication after allogeneic hematopoietic stem cell transplantation. We have found that dono
r-derived mesenchymal stem cells play a significant role for underlying mechanism of chronic ocular GVHD f
ibrosis. We have found donor MSCs engrafted GVHD target organs such as lacrimal gland, conjunctiva, saliva
ry gland, lung, skin, liver and intestine. We also suggested that donor MSCs interacted with T cells in th
e pathogenic regions and contributed to the onset of cGVHD and chronicity of this disease. We further show
ed donor MSCs increased  IL-6 leading to decreased Tregs and conversely an increase in Th 17 cells in peri
pheral blood. Our results show that donor MSCs trigger immune responses in T cells and immune mediated fib
rosis of chronic ocular GVHD.
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１．研究開始当初の背景 
 
研究の学術的背景 
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、過剰な線維化を
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, 
2001, 2005, Am J Pathol, 2009; Robinson 
MR, Bone Marrow Transplant, 2004,）。
最近、培養骨髄間葉系幹細胞(MSC)を用い
た重症急性 GVHD に対する治療効果が報告
されている（Le Blanc K, Lancet 2008）。
しかし培養 MSC は経静脈的投与後、その
大部分が肺毛細血管に捕捉され 48 時間
以内に消滅することが知られている。
(Rombouts WJ, Leukemia, 2003;Morikawa 
S, J Exp Med,2009)近年、マウス骨髄中
に存在する MSC を、培養を経ず直接分離
する手法が報告された(Morikawa S, J 
Exp Med,2009)。新鮮 MSC は培養 MSC とは
異なり、投与後、肺毛細血管には捕獲さ
れずに全身組織に遊走・生着し間質系細
胞へ分化能を示す。 
申請者はヒト眼慢性GVHDに酷似した病
態を示すマウスモデルを用いて、培養を
経ない新鮮ドナーMSC はむしろ眼慢性
GVHD 発症の原因となりうることを見出し
た。ドナーMSC の眼慢性 GVHD との関連性
を解明することが、本研究の主たる目的
である。 
 
これ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 T 細胞の浸潤に加えて線維芽細胞と細
胞外基質の著明な増加を明らかにした 
(Ogawa Y, et al. Invest Ophthalmol Vis 
Sci;2001, 2003)。涙腺 GVHD 患者の病的
線維芽細胞の由来の解析で、半数近くが
ドナー由来であり,それらの線維芽細胞
は同一病変部で免疫応答に関与し活性化
していることを示した(Ogawa Y, et al. 
Invest Ophthalmol Vis Sci; 2005, 2007)。
さらに 2008 年から 2010 年の研究で、ド
ナー由来線維芽細胞の細胞源が MSC であ
ることを確認した。そこで、GVHD 涙腺結
膜に存在するドナーMSC 由来線維芽細胞
が眼粘膜のみならず、GVHD の病態形成に
関わり涙腺、角結膜の機能障害において
重要な役割を果たすという仮説を着想す
るに至った。 
 
これまでの研究成果を発展させる内容；申請
者は既にドナーMSC 移植（MSC のみをドナー
細胞として使用し、他の移植造血細胞はレシ
ピエント由来の細胞を使用）によりヒト眼慢

性 GVHD に酷似したマウスモデルの作成に成
功している。このマウスモデルを用いてドナ
ーMSCによる眼慢性GVHDの発症機構と進展過
程をドナーMSC の動態、線維化、免疫応答の
面から検討する。 
 
２．研究の目的 
眼移植片対宿主病(GVHD)は眼粘膜線維化
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
の線維化にドナー骨髄間葉系幹細胞（MSC）
由来の線維芽細胞が主要な役割を担う可能
性を見出した。ドナーMSC の眼 GVHD の病態
への関与についてマウス GVHD モデルを用い、
次の 3点を研究目的とする。 
(1) GVHD におけるドナーMSC 由来線維芽細
胞の局在の解明 
 (2) ドナーMSC 由来線維芽細胞による眼
GVHD の発症機構と病態形成にかかわる役割
の解明 
(3) MSC による眼 GVHD 免疫応答および線維
化形成における分子機構の解明と新規治療
法の開発 
 
３．研究の方法 
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(1)GVHD におけるドナーMSC 由来線維芽細胞
の局在の解明 
(2)ドナーMSC 由来線維芽細胞による眼 GVHD
の発症機構と病態形成にかかわる役割の検
討 
①全骨髄細胞移植(ドナーB10.D2 マウスオ
ス，レシピエント Balb/C メス)を標準の移植
とした。(Zhang Y, et al. J Immunol, 2002)  
 

②次にドナーMSC のみを B10.D2 マウスオス
から分離し、他の移植造血細胞をレシピエン
ト由来 BALB/c メスから分離し, 各細胞を同
時に BALB/c レシピエントメスに移植し移植
後の線維化形成過程、ドナー線維芽細胞の局
在を涙腺、結膜を用いて調べ、浸潤数を全骨
随細胞移植およびコントロールと比較した。 
GVHD 各臓器で増加している線維芽細胞が
ドナーMSC 由来かを明らかにするため、以下
の方法を用いて区別した。マウス線維芽細胞
のマーカーとして HSP47 を選択し、線維芽細
胞 を 検 出 す る 。 Fluorescein in situ 
hybridization (FISH)法によりメス GVHD 組
織における、オス由来 Y 染色体遺伝子の発現
を検出し、HSP47 免疫染色との併用により、
より確定的なドナーMSC 細胞由来線維芽細胞
の検出を行った。代替の方法としてドナー細
胞源採取のために手元で作成した GFPB10.D2
マウスの骨髄細胞を使用した。 
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(3) MSCによる眼GVHD免疫応答および線維化
形成における分子機構の解明 
①マウスモデルにおいて末梢血のIL-6、抑制
性T細胞、Th-17T細胞数の推移を移植前より
prospecitve に検討した。各分子の間葉系幹
細胞移植数との関連性を確認した。 

②線維化に関わるTGF-, IL-6, 抑制性T細
胞とおよびそれに関わるTh17T細胞について
ドナーMSC移植後に各分子の経時的な変化と
線維化及びドナーMSC由来線維芽細胞数との
関連を検討した。ドナーMSCが眼GVHD発症機
転に関与するかを検証した。 

③マウス各種MSC移植後のレシピエントのT
細胞とB10,D2およびBALB/cマウスの新鮮MSC
を共培養しBrｄU ELISA (Roche社)を用いて
T細胞の増殖能を、培養上清についてはELISA 
（BD bioscience） にてTGF-β、IL-6、IL-17、
IL-23について培養上清のサイトカインの変
動を、また組織における局在の検討をコント
ロールと比較検討した。 
④診断のために得られたヒト涙腺、結膜組織
切片についても同様の分子と各種Ｔ細胞の
検証をした。 
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MSC 除去移植による線維化抑制の確認 
①MSC 除去移植について線維化抑制の機序
と安全性を検証した。 

MSC除去移植を施行後、涙腺および結膜なら
びにGVHD各臓器での線維化抑制を確認した。 

②MSC除去移植後の、IL-6、IL-17, TGF-βに
ついてのサイトカインの変動と抑制性Ｔ細
胞数の推移を全骨髄細胞移植と比較検討し
た。 
 

③臨床的には全骨髄細胞からヒト間葉系幹
細胞(Mabuchi Y, Matsuzaki Y. Inflam and 
Regene 2008)除去移植の適応決定の準備を
開始した。倫理委員会と登録臨床研究の準備
を開始した申請者は KEIO BMT program とし
て同一チームで造血幹細胞移植患者の眼科
領域診察、治療を担当し、内科との連携にお
いて臨床応用への準備を進める。 
 
４．研究成果 
 
 (1)ドナーの移植各種骨髄幹細胞である造
血幹細胞、MSC, 血管内皮前駆細胞などの候
補の中からMSCがドナー線維芽細胞の細胞源
であり病態の中心的役割をはたしているこ
とを示した。(論文 Stem Cell Reports に投
稿中) 
(2)ドナーGFPB10.D2 マウスの作成に成功し、
GFPB6マウスとBALB/cマウスとのバッククロ
スにて10代目 GFPB10.D2マウスが完成した。
理論的に 99.9999％の遺伝子がドナータイプ
B10.D2 に置換され、実験に使用可能となった。
すでに 30 例の BALB/c マウスに移植し、ドナ

ーMSC やドナーHSC 由来の細胞の組織の局在
が確認可能となった。 
(3)線維芽細胞のマーカーHSP47とGFPの組み
合わせにより GVHD マウスにドナー間葉系幹
細胞を検出した。GVHD マウスにおいて炎症性
細胞浸潤部位の Th 17 T 細胞と MSC に加えて 
抑制性 T細胞と MSCの相互作用の局在を確認
した。 
(4)下記英文論文が掲載され、慶應義塾大学
で Press release され新聞に報道された。
（Kawai M, Ogawa Y, et al. Scientific 
Reports 2013.） 本研究では GVHD 涙腺に浸
潤する炎症細胞に老化マクロファージが存
在しT細胞へ抗原提示をしている事が示され
た。MSC 除去により線維化の大部分が抑制さ
れることからMSCがマクロファージと相互作
用している可能性が示された。 
(5)以上の研究成果によりさらに眼GVHDの病
態解明と新規治療法の開発にむけて研究領
域を涙腺は外分泌腺として、結膜は粘膜とし
ての全身所見の一症状として全身の慢性
GVHD の病態解明に加えて線維化および最近
国内外で注目されている免疫老化（Immune 
aging）の病態解明と今後の新規治療にも繋
がる可能性があり領域を広げて研究をすす
めている。 
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