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研究成果の概要（和文）：造血細胞移植後の予後を左右する慢性GVHDの治療法はいまだ確立されていない。我々
は以前に慢性GVHDでは主に抗炎症性単球がIL-10を産生し、障害された標的臓器の修復に関与していることを証
明した。マクロファージには炎症型M1タイプと抗炎症型のM2タイプが存在する。このM2マクロファージを用いて
GVHDの新規治療法の開発を行った。マウス骨髄細胞よりGM-CSFおよびM-CSFのサイトカインで培養することでそ
れぞれM1およびM2の２種類のマクロファージの誘導を行った。マウスGVHDモデルにおいてM2マクロファージは致
死的GVHDを抑制し、生存率向上させた。今後の臨床応用が期待される。

研究成果の概要（英文）：Treatment of chronic GVHD, which influences prognosis after hematopoietic 
cell transplantation, has not yet been established. We have previously demonstrated that 
anti-inflammatory monocytes produce IL-10 in chronic GVHD and are involved in the repair of damaged 
target organs. There are inflammatory M1 type and anti - inflammatory type M2 type in macrophages. 
Using this M2 macrophage, a novel treatment for GVHD has developed. Two types of macrophages M1 and 
M2 were induced by culturing them with cytokines of GM-CSF and M-CSF from mouse bone marrow cells. 
In murine GVHD model, M2 macrophages reduced lethal GVHD and improved survival rate. Future clinical
 application has been expected.

研究分野：造血細胞移植

キーワード： 移植片対宿主病　マクロファージ　単球　造血細胞移植
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様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	

１．研究開始当初の背景 
 
(1)慢性 GVHD は急性 GVHD と並び、造血細胞

移植後の予後を左右する上で、最も制御が必

要とされる合併症の１つである。慢性 GVHD

の治療は重症な場合、いまだ確立された方法

はない。これまで急性 GVHD の治療について

の研究は多数の報告が見られ、向上の途にあ

るが、慢性 GVHD の治療に関しては近年ほと

んど進歩がみられない。	

(2) 本 研 究 代 表 者 は ELISPOT 法

（Enzyme-linked	immunospot	assay）という

手法を用い、急性および慢性 GVHD	の発症予

測および診断において他に先駆けて造血細

胞移植の臨床に応用してきた(Hirayama	et	

al.Transplantation	2005＆2006)。ELISPOT

法は ELISA 法に比べ、感度にすぐれ、産生細

胞を定量的に判定できるため（Tanguary	et	

al.Lymphokine	Cytokine	Res.1994;13:259）、

様々なサイトカイン産生細胞を測定するこ

とで、	in	vivo	での免疫現象の把握が可能

であった。従来、慢性 GVHD の中心的働きを

する細胞はT細胞やB	細胞と考えられていた

が、新たに単球が重要な役割を担っているこ

とを ELISPOT 法を使い証明した（Hirayama	et	

al.	Haematologica	2013,	Hirayama	et	al.Eur	

J	Hematology	2013）。それによると慢性 GVHD

で は 主 に 抗 炎 症 性 単 球 （ ヒ ト で は

Intermediate	monocyte、マウスでは Gr1 陰

性 monocyte）が IL-10 を産生し、障害された

標的臓器の修復に関与していることがわか

った。その単球は近年脚光を浴びている調節

性(M2)マクロファージに関係している

（Satoh	et	al.	Nature	Immunol.	2010;11:	

936）。	

(3)マクロファージには M1 型（炎症性）と M2

型（調節性）が存在し、それぞれを支配して

いる転写因子として IRF-5 および IRF-4 が報

告されている（Krausgruber	et	al.	Nature	

Immunol.2011;12:231）。これらの知見を元に、

M2 マクロファージを用いた慢性 GVHD の新規

治療法の開発およびその病態解明を行う

ものである。マウス脾細胞より GM-CSF お

よび G-CSFのサイトカインで培養すること

によりそれぞれ M1および M2の２種類のマ

クロファージの誘導が可能である（Xiao	et	

al.	JCI.2008;118:924）（図１）。これら２

種類のマクロファージを用いて、慢性 GVHD

モデルにおいて細胞治療を行いその効果

を検証し、標的臓器の免疫学的評価も合わ

せて行う。	 J}µ¨*�©ª­�
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(4)近年、GFP(Green	fluorescent	protein)

遺伝子組換えマウスが作成されたことで、

医学研究分野においてもその有用性が認

められるようになった(Irons	et	al.Cell	

Transplant.	2004;13:283)。このマウスは

ほぼ全身組織においてCAGプロモーターに

より E(enhanced)GFP を発現し、緑色蛍光

を呈する。細胞に何らの前処置を施すこと

なく、非侵襲的にEGFPを観察できるため、

細胞移植実験に極めて有用なツールとな

っている。この GFP マウスを使うことで移

植したドナータイプの単球やマクロファ

ージの同定においてフローサイトメータ

ーや免疫組織染色での識別評価が容易と

なる。	

	

２．研究の目的	

(1)近年造血細胞移植の進歩により多くの

難治性疾患患者が救命されるようになっ

た。一方救命された患者の生活の質（QOL）

は未だ満足出来るレベルではない。長期生

存者の QOL	や生命的予後と密接に関係す

る合併症として慢性移植片対宿主病



（Graft-versus	Host	disease;	GVHD）があ

げられる。その治療法は免疫抑制剤であるサ

イクロスポリン、ステロイドの交替法以来大

きな進歩はみられていない。慢性 GVHD の制

御には免疫抑制剤投与の視点だけでは限界

があり、新しい細胞治療法が必要と考えられ

る。	

(2)最近我々は慢性 GVHD の病態に調節性単球

(M2 マクロファージ)が関与していることを

発見した（Hirayama	et	al.	Haematologica	

2013,	 Hirayama	 et	 al.Eur	 J	 Hematology	

2013）。その発見を基に本研究では GFP 遺伝

子組換えマウスを利用した慢性 GVHD のマウ

スモデルを作成し、調節性（M2）マクロファ

ージを使った新しい慢性 GVHD の細胞治療法

の開発をするものである。	

	

３．研究の方法	

	 慢性 GVHD の新しい治療法を開発するため

マウスを利用して効果的な評価が可能な慢

性 GVHD モデルを作成する。フローサイトメ

ーターを使って生着した細胞のフェノタイ

プを調べ、慢性 GVHD 病態の中心をなすと考

えられる単球／マクロファージの転写因子

を Immunoblot 法にて評価する。GM-CSF や

M-CSF を使って炎症性および抗炎症性マクロ

ファージの誘導を行い、治療に応用する。慢

性 GVHD の標的臓器である皮膚、腸管の免疫

組織学的な評価を行う。あわせて慢性 GVHD

での in	 vivo の免疫学的評価が可能な

ELISPOT 法を用いてサイトカイン（IFN-

γ,IL-4,IL-10,	 IL-17 等）産生細胞を測定

して診断および治療的評価に使用する。この

研究は造血細胞移植後の QOL を向上させる上

で臨床上極めて有益な情報を与える。	

(1)GFP 遺伝子組換えマウス用いた慢性 GVHD

モデルの作成:準致死量の放射線 550cGy を照

射した BALB/c マウスに MHC 一致でマイナー

抗原不一致ドナーである DBA/2 マウスの脾細

胞を移植することで慢性 GVHD が 2,3 週で発

症するモデルを確立する。	

(2)慢性 GVHDにおける２つの単球分画の解

析:フローサイトメーターを使って生着し

た細胞の各細胞分画を解析する。特に単球

の２つの分画である炎症性単球（Gr1 陽性）、

抗炎症性単球（Gr１陰性）の解析を行い、

慢性 GVHD における動態を解析する。抗体

は CD3,CD4,CD8,B220,DX1 により各細胞分

画を調べるとともに、単球/マクロファー

ジ の フ ェ ノ タ イ プ 同 定 に は

Gr1,CCR2,CXCR1 を 、 機 能 的 解 析 に は

IL-10,IFN-γ,	CCL2,CCL5,CCL18 を使用し

て解析する。	

(3)単球/マクロファージの転写因子の測

定:移植したマウスの脾細胞より RNA を抽

出し、SDS-PAGE を使って、Immunoblot 法

にて炎症性および抗炎症性マクロファー

ジのそれぞれの転写因子であるIRF-4およ

び IRF-5 の同定を行う。	

(4)造血因子を使ったマクロファージの培

養:マウスの脾細胞を造血因子である

M-CSF および GM-CSF で培養すると、約１週

間でそれぞれ炎症性（M1）および抗炎症性

(M2)マクロファージに誘導される。この細

胞を移植された慢性 GVHD モデルのレシピ

エントに移植することで慢性 GVHD が改善

するか、悪化するかの反応を観察する。	

(5)標的臓器の免疫組織学的慢性GVHDの評

価:移植後２週間で皮膚、腸管、肝臓の臓

器をそれぞれのグループ（コントロール群、

炎症性マクロファージ群、抗炎症性マクロ

ファージ群）のマウスより取り出し、ホル

マリン固定の後、パラフィンブロックを作

成する。４μm の厚さで切片を切り出し、

免疫組織染色を行って解析する。１次抗体

としては Gr1,	CCR2,	CXCR1,	CCL5,	CCL18,	

IL-10 等により浸潤細胞の性状の同定を行

うとともに、細胞外マトリックスとして

Fibronectin を染色して浸潤細胞との関わ

りを検証する。Fibronectin は皮下、上皮



下の細胞浸潤部位に慢性 GVHD の際に増加す

ることが知られており、浸潤細胞との関係を

調べることが出来る。また、本研究代表者は

ヒ ト で の 慢 性 GVHD の 皮 膚 に お い て

Fibronectin が増加することを発見している

（Hirayama	et	al.	Haematologica,2013）。	

(6)ELISPOT 法を用いてサイトカイン産生細

胞の測定:移植後のマウスの末梢血および脾

細胞を単核球に分離し、Type	1 サイトカンで

ある IFN-γ、Type	2 である IL-4、IL-13、調

節性タイプである IL-10、IL-22、Th17 タイ

プである IL-17 のそれぞれの産生細胞を測定

することで、免疫状態の評価を行い、慢性

GVHD の診断および治療効果の判定を行う。	

(7)実験データの解析とまとめ:データの詳

細な解析とまとめをこれまでの知見をもと

に新規結果としてまとめる。統計解析はすべ

て SPSS 統計用ソフトを用いて解析を行う。	

	

４．研究成果	

(1)M1 および M２マクロファージの誘導	

C57BL6/J マウスの骨髄細胞を採取し、

Histopaqu1077 で単核球分離した後に、M-CSF	

20ng/mL 濃度のサイトカインを入れて

RPMI1640培養液で３日間の培養をCO2インキ

ュベーターで行った。フラスコより、付着性

細胞を取り出して、さらに７日間 M-CSF	

20ng/mL で培養した。その後２つに分け、一

方は LPS	10ng/ml と IFN-γ	10ng/ml で、もう

一方は IL−４	10ng/ml で 48 時間培養を行っ

たところ、前者は M1 マクロファージが誘導

され、後者は M2 マクロファージが誘導され

た。フローサイトメーターを用いて解析した

ところ、M1 マクロファージは CD11b と F4/80

が陽性であるマクロファージ中の CD38 陽性

の分画に誘導されていた（図２左）。一方、

M1マクロファージはCD11bと F4/80に加えて、

CD206 陽性分画に誘導されていた（図２右）。	
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	 	 	 	 図２	 M１／M２マクロファージの解析	

(2)RT-PCR による M1/M2 マクロファージの

特性の解析	

	 これまで M０、M１、M２マクロファージ

の特性があることがわかっており、M１、M

２マクロファージの遺伝子の関与を見る

ため、13 種のプライマーを作成して検証を

行った（表１）。	

	 	 	 	 	 表１	 解析プライマー一覧	
Primerö&	Ý�

forward� reverse�

CD	11b� ATGGACGCTGATGGCAATACC		 TCCCCATTCACGTCTCCCA		

F4/80� CTTTGGCTATGGGCTTCCAGTC		 GCAAGGAGGACAGAGTTTATCGTG		

Ly6C� GCAGTGCTACGAGTGCTATGG		 ACTGACGGGTCTTTAGTTTCCTT		

CD38� TTGCAAGGGTTCTTGGAAAC		 CGCTGCCTCATCTACACTCA		

Gpr18� TGAAGCCCAAGGTCAAGGAGAAGT		 TTCATGAGGAAGGTGGTGAAGGCT		

Fpr2� TCTACCATCTCCAGAGTTCTGTGG		 TTACATCTACCACAATGTGAACTA		

CD206-1� TTCAGCTATTGGACGCGAGG		 GAATCTGACACCCAGCGGAA		

CD206-2� CAGGTGTGGGCTCAGGTAGT		 TGTGGTGAGCTGAAAGGTGA		

CX3CR1� CAGCATCGACCGGTACCTT		 GCTGCACTGTCCGGTTGTT		

Egr2� CTACCCGGTGGAAGACCTC		 AATGTTGATCATGCCATCTCC		

c-Myc� ctgctgtcctccgagtcct		 gcctccctccacagacacc		

Arg-1� CTCCAAGCCAAAGTCCTTAGAG		 AGGAGCTGTCATTAGGGACATC		

iNOS� CTAGTGAGTCCCAGTTTTGAAG		 CCCTGGCAGCAGCCATCAGGTA		

β-Ac`n� GGCTGTATTCCCCTCCATCG		 CCAGTTGGTAACAATGCCATGT		

	

M1	
ŰGPR18ű�

M2	
ŰGPR18ű�

M1	
(FPR2ű�

M2	
(FPR2ű�

M1	
ŰCD38ű�

M2	
ŰCD38ű�

ŮM1	makerĵĜŊFPRĻM1ĵĺłÿg	
ĖĖĖĖĖĖĖ→FPRĻmarkerĶĩĴ�¯9	
ŮFCMĵŅ�¯ĩĴĝŊCD38,43ĹĳĝĴĻprimer"�ádÚ	

	PCR:	M1marker�

	

	 	 	 図３	 M１マクロファージの関連遺伝子の検索	

M1	
ŰCX3CR1ű�

M2	
ŰCX3CR1ű�

M1	
(Arg-1ű�

M2	
(Arg-1ű�

M1	
ŰCD206-1ű�

M2	
ŰCD206-1ű�

ŮM2	markerĵĜŊCD206-1,Arg-1,i-NOSĵM2äUÄÏĺł¶ªĜŉĘ	
					→CD206,Arg-1,iNOSĻM2	markerĶĩĴ�¯9Ð	
ŮCX3CR1,c-MycĻĶŅĹ¶ªĸĩĘ	

	ĖRT-PCR:	M2marker�

M1	
ŰMycű�

M2	
ŰMycű�

M1	
ŰiNOSű�
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	 	 図４	 M２マクロファージの関連遺伝子の検索	

先に報告した M1 マクロファージに培養誘

導した細胞中の遺伝子の関与について調



べたところ、FPR 遺伝子が発現が増幅してい

ることがわかった（図３）。一方、M２マクロ

ファージ培養誘導細胞においては CD206、

Arg-1、iNOS の３つの遺伝子で発現増幅が同

定された（図４）。	

(3)マウス GVHD モデルの確立	

	 致死量の放射線 750cGy を照射した BALB/c

（H−2d）マウスに MHC 抗原不一致ドナーであ

る C57BL/６J（H−2b）マウスの骨髄細胞 5x105

個及び脾細胞 5x105個を移植することで GVHD

が移植後 3週間で発症するモデルを確立した

（図５）。	
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	 	 	 	 図５	 マウス GVHD モデルの確立	

	 移植後に体重減少、皮膚脱毛、活動性、姿

勢、毛並みの５項目で GVHD スコアを評価す

ることで GVHD を数値化することができる。	

(4)M１／M２マクロファージの GVHD 抑制効果

の検証	

	 マウス GVHD モデルを使用して M１／M２マ

クロファージの GVHD 抑制効果を検証した。

上記モデルに、移植 Day0 にコントロール、M

１マクロフォージ 5x105個投与（n=6）、M２マ

クロファージ 5x105個（n=7）を投与したとこ

ろ、有意差は認められなかったが、GVHD スコ

アは M１マクロフォージ投与群で増加、M２マ

クロフォージ投与群で減少を認めた（図６）。	

	 また、生存率においても有意差は認められ

なかったが、M１マクロフォージ群で生存率

が短縮した。一方、M２マクロフォージ群で

生存率が延長した（図７）。	
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図６	 M1/M2 マクロファージの GVHD に対する効果１	
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図７	 M1/M2 マクロファージの GVHD に対する効果２	
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