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研究成果の概要（和文）：Graft versus host disease (GVHD)は、同種造血幹細胞移植における代表的な合併症であり
、免疫抑制剤などでこれの十分なコントロールが得られない場合、患者の生命予後は著しく不良である。一方、これま
で申請者らは、難治性皮膚GVHDの症例にnarrow-band ultraviolet B (NB-UVB)を照射する自主臨床研究を行って、この
紫外線療法の優れた効果を報告してきた。そこで今回、マウスの移植モデルを用いて、NB-UVB照射が消化管や肝のGVHD
にも有効か検討した。

研究成果の概要（英文）：Narrowband ultraviolet B (NB-UVB) has been widely used in dermatological 
phototherapy. As for the application of NB-UVB phototherapy to GVHD, we previously reported that it was 
highly efficacious for cutaneous lesions of acute GVHD (aGVHD) and that expansion of regulatory T (Treg) 
cells induced by NB-UVB might be one of the mechanisms. In order to examine whether NB-UVB irradiation 
through expansion of Treg cells is effective for the treatment of not only cutaneous aGVHD but also aGVHD 
of inner organs such as the intestine or liver, we conducted experiments in which a murine lethal aGVHD 
model, characterized by severe involvement of the intestine, were irradiated with NB-UVB. We found that 
NB-UVB irradiation improved the clinical score and survival rate. The numbers of infiltrating Treg cells 
in inflamed tissue of the intestine and those in spleen were increased in mice treated with NB-UVB.

研究分野： 血液
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１．研究開始当初の背景 
Graft versus host disease (以下、GVHD)は、
同種造血幹細胞移植における代表的な合併
症のひとつである。急性 GVHD が重症化す
ると患者の生存率は低下し、慢性 GVHD が
遷延すると患者の quality of life (QOL)が著
しく低下する。これらの予防・治療を目的と
して、メソトレキセートや副腎皮質ホルモン、
抗胸腺細胞グロブリンやカルシニューリン
阻害剤などが使われているものの、十分な効
果が得られない場合や、口内炎や免疫抑制に
よる感染症、微小血管障害などの副作用に難
渋する場合がある。 
一方、これまで申請者らは、GVHD の発症に
おける制御性 T 細胞（Regulatory T cells；
以下、Treg）の関与について検討し、Treg
の細胞数やテロメラーゼ活性、Bcl-2 の発現
と慢性 GVHD の重症度には負の相関がある
ことを明らかにした (Kawano Y. Blood. 
2012)(1)。また一方で申請者らは、治療抵抗
性の皮膚 GVHD に対して narrow-band 
ultraviolet B (以下、NB-UVB)の照射を行い、
この紫外線療法が極めて有効な治療法であ
ることを発表してきた（2012 年第 34 回造血
幹細胞移植学会など）。 
紫外線療法は尋常性乾癬やアトピー性皮膚
炎などの皮膚科疾患に効果があり、長波長
315–380 nm の ultraviolet A (以下、UVA)が
主に用いられている。UVA は強い組織浸透力
を有するもののエネルギーが弱く、増感剤で
ある Psoralen の併用が必要であるため、同
薬剤の内服・外用を組み合わせた PUVA 療法
が一般的である。中波長 280-315 nm の
ultraviolet B (以下、UVB)を照射に用いる場
合もあるが、皮膚熱傷の副作用が用量規定因
子となり、必ずしも十分量を照射できない。
近年では、UVB から皮膚熱傷の原因となる
波長を除き、311-312 nm と極めて狭い波長
の UVB、すなわち NB-UVB を発する蛍光管
が開発され、安全性や簡便さの点から皮膚科
領域で徐々に普及しつつある。 
上述のように我々は、この NB-UVB 療法を
自主臨床研究として治療抵抗性の皮膚
GVHD に試みている。急性型は 6 例で Grade
は I-II、慢性型は 5 例で Score は 2-3、1 回の
照射線量は 300-1,400 mJ/m2で、平均総量は
7,750 mJ/m2（10.5 分割）であった。結果、
急性型では 83%、慢性型では 40％の奏功率
（CR+PR）が得られた。照射による副作用は
Grade 2 の皮膚色素沈着を認めるのみだった。
その後、同療法が効果を発揮する機序を解析
したところ、奏功例では照射によって末梢血
中の Treg が増加していた。皮膚に照射した
NB-UVB が末梢血の Treg を増加させたとい
う事実は、NB-UVB 療法が皮膚のみならず肝
臓や消化管、肺の GVHD などにも有効であ
る可能性を示唆している。実際、我々の検討
において、難治性皮膚 GVHD に NB-UVB を
照射したところ、他に併用する治療がなかっ
たにも関わらず、Grade II の消化管 GVHD

が軽快した症例を経験している。 
一方、海外からは、GVHD に対する
Extracorporeal photopheresis (以下、ECP)
の有効性が報告されている (2)。この ECP 療
法は、体外循環で患者単核球を採取し、これ
に対し 8-methoxypsoralen 存在下で UVA を
照射した後、患者へ戻す治療法である。急性
型では 50%、慢性型では 44％の奏功率
（CR+PR）が得られ、GVHD に対する新た
な治療の選択肢として期待されている。しか
しながら、もし NB-UVB を皮膚へ照射する
だけで各臓器の GVHD が改善するならば、
より簡便で特記すべき副作用のない
NB-UVB 療法は ECP 療法と同等かそれ以上
の選択肢となる可能性がある。 
更に、移植する骨髄へ NB-UVB を事前照射
することにより、生着率を低下させずに
GVHD を予防することが可能であれば、現在
GVHD 予防に用いられているメソトレキセ
ートやカルシニューリン阻害剤などの適応
や容量が変わる可能性もある。 
＜文献＞ 
(1) Kawano Y, et al. Blood. 
2011;118(18):5021-5030 
(2) Hautmann AH, et al. Bone Marrow 
Transplant. 2012;27 [Epub ahead of print] 
 
２．研究の目的 
①本研究では、まずマウスの GVHD モデル
を用いて、NB-UVB 照射が皮膚 GVHD のみ
ならず、肝や消化管の GVHD にも有効か検
討する。また、その機序として NB-UVB 照
射が Treg に及ぼす影響を解析する。具体的
には、レシピエントの BALB/c マウスに前処
置の全身放射線照射を行う。ドナーの
C57BL/6 マウスから骨髄細胞と脾細胞を採
取、これをレシピエントマウスへ移植し、翌
日からシクロスポリンを投与する。更に、
NB-UVB 照射を併用し、マウスの生存、臨床
的な GVHD の評価および組織学的な検討を
行う。また、末梢血ではフローサイトメトリ
ー法で Treg の半定量を行う。 
②次に、ドナーマウスから採取した骨髄細胞
と脾細胞に NB-UVB を直接照射し、これを
レシピエントマウスへ移植する実験系にお
いて、NB-UVB 照射による移植片への前処置
が GVHD を予防するか検討する。また、そ
の機序としてNB-UVB照射がTregに及ぼす
影響を解析する。具体的には、ドナーの
C57BL/6 マウスから骨髄細胞と脾細胞を採
取、これに対して NB-UVB の直接照射を行
った後、レシピエントマウスへ移植する。レ
シピエントの BALB/c マウスには、あらかじ
め全身放射線照射を行う。翌日からシクロス
ポリンを投与し、マウスの生存、臨床的な
GVHD の評価および組織学的な検討を行う。
また、末梢血ではフローサイトメトリー法で
Treg の半定量を行う。 
 
３．研究の方法 



●GVHD マウスモデル 
レシピエントのメス BALB/c マウス（H-2d、
CD45.2+）には、10-12 週齢で総量 8 グレイ
（60Co γ線）の全身放射線照射（total body 
irradiation：TBI）を移植前処置として行う。
一方、ドナーのメス C57BL/6 マウス（B6、
H-2b、CD45.2+）10-12 週齢から大腿骨、脛
骨および脾臓を摘出する。大腿骨と頸骨はそ
の骨端を切離し、一端から注射針を用いて細
胞培養液を骨髄腔へ注入することで骨髄細
胞を放出させる。脾臓は細切することで細胞
を遊離させ、組織片はフィルターで分離する。
骨髄細胞と脾細胞の比を 2：1 で 1×108個/mL
に調整し、これの 0.2 mL を TBI 終了後のレ
シピエントマウス尾静脈へ投与する。移植の
1 週間前から 2 週間後まで、250 mg/L のエリ
スロマイシンと 320 mg/L のゲンタマイシン
を飲水に混合して投与する。移植の翌日から
は、15 mg/kg/day のシクロスポリン（以下、
CsA）を腹腔内へ投与する。 
●発症したGVHDに対するNB-UVBの治療
効果 
CsA 非投与群をコントロールとし、CsA 投与
単独群（以下、CsA 群）、NB-UVB 照射単独
群（以下、NB-UVB 群）と CsA 投与および
NB-UVB 照射併用群（以下、CsA＋NB-UVB
群）を比較する。コントロール群、CsA 群、
NB-UVB 群、CsA+NB-UVB 群のマウスはい
ずれも TBI の前に剃毛を行い、NB-UVB 群
とCsA+NB-UVB群には移植の 1週間後から
週に 3 回で NB-UVB の照射を行う。1 回の
照射量は 1,000 mJ/cm2とし、背側からと腹
側からの 2 回行う。照射には、フィリップス
社製の NB-UVB 蛍光管（PL-L36W/TL01）
を 2 本搭載した装置を用いる。これは、今回
の研究のために作製したオリジナルの照射
装置である（図 2）。移植後、マウスの生死は
連日で確認する。臨床的な GVHD の検討は
週に 2 回行う。評価項目は、体重減少、姿勢
（いわゆる hunching）、活動性、毛並み、皮
膚の状態、とする。これらの指標はそれぞれ
Grade 0 から 2 までの 3 段階で評価する
（Blood 88; 3230-3239, 1996）。皮膚、肝臓、
腸管については組織学的な検討も行う。組織
はホルマリン固定とパラフィン包埋の後に
薄切し、ヘマトキシリン・エオジン染色を行
う。皮膚に関しては萎縮とリンパ球浸潤を、
肝臓は門脈周囲へのリンパ球浸潤を、腸管は
陰窩のアポトーシス細胞数を評価する（J 
Exp Med 194; 1433-1440, 2001）。更に、末
梢血では Treg の解析を行う。コントロール
群、CsA 群、NB-UVB 群、CsA+NB-UVB 群
のマウスから、NB-UVB の照射開始と同時に
週 1 回の採血を行う。フローサイトメトリー
法で CD4+CD25+FoxP3+の T 細胞を分画し、
これを Treg として半定量を行う。 
●移植片へのNB-UVB照射によるGVHD予
防効果 
ドナーのメス C57BL/6 マウスから大腿骨、
脛骨および脾臓を摘出する。大腿骨と頸骨は

その骨端を切離し、一端から注射針を用いて
細胞培養液を骨髄腔へ注入することで骨髄
細胞を放出させる。脾臓は細切することで細
胞を遊離させ、組織片はフィルターで分離す
る。骨髄細胞と脾細胞の比を 2：1 で混合し
て1×108個/50 mLに調整し、これに対して0、
500、1,000、1,500 mJ/cm2の NB-UVB 照射
を行う。照射後 1×108個/ mL に調整し、これ
の 0.2 mL を TBI 終了後のレシピエントマウ
ス尾静脈へ投与する。レシピエントのメス
BALB/c マウスには総量 8 グレイの TBI を移
植前処置として行う。移植の 1 週間前から 2
週間後まで、250 mg/L のエリスロマイシン
と 320 mg/L のゲンタマイシンを飲水に混合
して投与する。移植の翌日からは、15 
mg/kg/day の CsA を腹腔内へ投与する。移植
後、マウスの生死は連日で確認する。臨床的
な GVHD の検討は週に 2 回行う。皮膚、肝
臓、腸管については組織学的な検討も行う。
更に、末梢血では Treg の解析を行う。移植
の 1 週間後から週 1 回の採血を行い、フロー
サイトメトリー法で CD4+CD25+FoxP3+の T
細胞を分画して半定量する。 
 
４．研究成果 
①NB-UVB 群では Treg の誘導と GVHD の
改善が認められた。 
②移植片への NB-UVB 照射は骨髄の生着を
遅延させず、GVHD の発症を予防した。 
③深部臓器のGVHDに対するNB-UVBを用
いた治療の試みは国内外で報告されておら
ず、インパクトのある結果が得られた。 
④今後は実臨床への応用を検討したい。 
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