
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、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）

１２６０１

挑戦的萌芽研究

2015～2015

同種造血幹細胞における免疫抑制活性の実証

Immune suppressive function of allogeneic hematopoietic stem cells

３０３６１３３０研究者番号：

大津　真（Otsu, Makoto）

東京大学・医科学研究所・准教授

研究期間：

１５Ｋ１５１０９

平成 年 月 日現在２８   ６   ２

円     2,900,000

研究成果の概要（和文）：造血幹細胞移植は難治性疾患の治療法として重要であるが、移植片対宿主病(GvHD)はしばし
ば致死的であり、その制御法の確立が望まれている。近年、間葉系幹細胞によるGvHD制御の臨床研究も行われているが
、本研究では、いまだ提唱されていない「造血幹(前駆)細胞による免疫抑制作用」を実証することを目的として行った
。結果、マウスモデルにおいて移植細胞由来の血球成分による抗GvHD作用が示唆される結果を得た。

研究成果の概要（英文）：Hematopoietic cell transplantation is widely recognized as an effective 
therapeutic measure. However, graft-vs-host disease (GvHD) remains one of major serious adverse events. 
This study attempted to demonstrate that hematopoietic stem (progenitor) cells (HSPCs) themselves had 
previously unrevealed ability to suppress GvHD. Although preliminary, established mouse models showed 
such effects in HSPCs after transplantation.

研究分野： 造血幹細胞
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１．研究開始当初の背景 
造血幹細胞移植は、血液悪性疾患のみなら

ず先天性免疫不全症など、多くの難治性疾患
を根治しうる治療法であり、今日、臍帯血と
いう新たな移植源の普及とともに、その重要
性は増すばかりである (Curr Opin Hematol. 
2013;20:485)。本邦では高齢化社会の訪れと
共により低毒性の治療法開発が望まれてお
り、特に移植片対宿主病 (GvHD) を免疫抑制
剤によらずに治療する、あるいは発症そのも
のを予防するなど、新たな改善策の検証が喫
緊の課題となっている。申請者はマウスの同
種移植モデルにおいて放射線照射や化学療
法によらずに造血を 100%ドナー由来に置換
する独自の治療法を提唱し報告してきた 
(日本血液学会、欧州遺伝子治療学会、論文
投稿準備中)。本モデルにおいて GvHD 反応は
一過性であり、薬剤投与を要せず自然に収束
し、終生再燃はおこらない。この GvHD 反応
の収束はドナー造血幹前駆細胞の移植とほ
ぼ同時期より観察され、Rag2-KO 細胞でも同
様に抑制がみられることから、移植細胞自身
が未分化のうちに、成熟リンパ球に依らずに
アロ反応性活性化T細胞を抑制している可能
性が示唆される (未発表データ)。間質系幹
細胞が免疫抑制効果を有し、実際 GvHD の治
療に既に使用されていることから (Expert 
Opin Bilo They. 2014;14:231)、体性幹細胞
として共有する類似の細胞特性が造血幹(前
駆)細胞にも備わるとの仮説を発想するに至
った。 
 
２．研究の目的 
本研究においては既にモデルは確立され発

想はあるものの、技術的限界により仮説の検
証が難しい状況が続いていた。すなわち造血
幹前駆細胞の生体内挙動を正確に追跡し、そ
の効果が発揮される現場を捉えることがで
きなければ、自らの仮説に確証を得ることは
困難である。近年、Scale, CLARITY, SeeDB
など、組織の透明化技術に進歩がみられ、組
織深部での細胞挙動を可視化することが可
能 に な っ て き た  (Nat Neurosci. 
2013;16:1154)。申請者らは、すでにこれら
の革新的技術の改良法で骨を透明化するこ
とに成功している (未発表)。究極には、移
植細胞に培養や特定の分子の機能の ON/OFF
処置を加えることで、目的とする GvHD 抑制
作用を強化して活用する方法を確立するこ
とが目標であるが、本申請の研究期間中には、
当該モデルにおいて移植造血幹前駆細胞の
挙動を骨も含めて追跡し、免疫細胞あるいは
その他の責任細胞と相互作用する現場を捉
えることを目指す。 
 
３．研究の方法 
既に確立した「骨髄破壊的処置に依らずにド
ナー造血に置換する GvHD 自然収束マウス移
植モデル」において、蛍光標識ドナー造血幹
(前駆)細胞の体内挙動を追跡する。解析には

組織の透明化技術(未発表データ)と、レーザ
ーシート顕微鏡を活用し、広範囲に深部まで
組織中の被験細胞を追跡する。対照の GvHD
非収束移植モデルと比較し、収束モデルに特
異的な挙動パターンにつき検討する（研究代
表者）。並行して GvHD 収束に必須の因子の探
索を行い(研究代表者)、ヒト移植での GvHD
重症度との相関解析に備えて臨床検体を蓄
積する（分担研究者）。同時に、GvHD 収束効
果増強のための体外操作法(培養条件、抗体
添加など)の探索的試行、およびヒト臍帯血
を免疫不全マウスに移植するヒト細胞での
検証実験も進める。 
 
４．研究成果 
造血幹細胞移植は難治性疾患の根治療法と

して重要であるが、同種移植における移植片
対宿主病(GvHD)はしばしば致死的であり、そ
の制御法の確立は大きな課題である。近年、
間質系幹細胞による免疫抑制作用が明らか
にされ、GvHD 制御の臨床研究も行われている。
本研究は、概念としていまだ提唱されていな
い「造血幹(前駆)細胞による免疫抑制作用」
を実証し、その分子メカニズムの解明と、
GvHD 予防・治療に適した免疫抑制作用の増強
培養法を開発することを究極の目標として
掲げ、本挑戦的萌芽研究として、必要な技術
的基盤を確立することを目的として行った。
はじめに基本 GvHD モデルを至適化すべく、
C57Bl/6-Ly5.2 (B6-5.2) マウスをドナー、
B6 x DBA2 F1(BDF1)マウスをレシピエントと
する移植系を用い、放射線照射用量、脾臓 T
細胞数の調整を行った。結果、3 Gy の照射と
5 x 10e6個の純化T細胞の組み合わせにより、
汎血球減少と緩やかな体重減少を伴う GvHD
モデルを確立したが、均質な反応を得るには
非常に高いT細胞の純度が要求されることが
明らかとなり、十分な数の高純度 T細胞を分
離する方法をあわせて確立した。次に、抗
GvHD 反応の被験細胞として高度に純化した
B6-Ly5.2 (B6-5.1) マウス由来造血幹細胞を
用いた検討を行った。上記の GvHD モデルを
用いて、移植する細胞数、タイミングを変え
て造血幹細胞を移植し、末梢血中の白血球数、
貧血、血小板数とともに、体重を経時的に追
跡した。結果、移植後早期 (< day 3) に造血
幹細胞を移植した群においてわずかながら
体重減少の鈍化が観察され、移植細胞に由来
する血球成分による抗 GvHD 作用が示唆さ
れる結果を得た。 
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