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研究成果の概要（和文）： 
ドナー由来線維芽細胞の細胞源を検討するためマウス GVHDモデルを用いた。培養を経ず
に新鮮間葉系幹細胞(MSC)(Morikawa S, J Exp Med)及び新鮮造血幹細胞(HSC)(Matsuzaki Y, 
Immunity, 2004) を採取して移植し検討した。ミスマッチMSC移植では自己MSC移植に比較
し、涙腺、肝臓、唾液腺、などに全骨髄細胞移植と同様の進行性の線維化を認めた。ドナー
HSP47+GFP+ MSCの集積についても慢性GVHD線維化部位で確認した。 
これらの結果はドナー由来ミスマッチＭＳＣがドナー由来線維芽細胞の細胞源であり、慢性
GVHDの線維化形成にかかわる可能性を示した。 
 

研究成果の概要（英文）： 
To determine whether donor-derived fibroblasts originate from bone marrow, we used 
an animal model of chronic graft versus host disease (cGVHD). (Zhang Y, J Immunol, 
2002) 
To examine the cellular sources of donor-derived fibroblasts in cGVHD recipients, 
we analyzed mesenchymal stem cells (MSC) (Morikawa S, J Exp Med. 2009) and 
hematopoietic stem cells (HSC) (Matsuzaki Y, Immunity 2004) from bone marrow. We 
performed the prospective study using freshly isolated MSCs from donor and HSC from 
recipient. This is a MSC alone mismatched transplantation. In contrast, MSCs from 
recipients and HSCs from donor used as a syngeneic MSC transplantation. 
In mismatched MSC transplantation, mallory staining of lacrimal gland, liver and 

salivary gland revealed progressive fibrosis, similar to whole bone marrow 
transplantation. In contrast, excessive fibrotic areas were scarcely detected 3 and 
8 weeks after syngeneic MSC transplantation. When GFP B10.D2 mice were used as donors, 
GFP+MSCs were found residing in cGVHD fibrotic lesion such as the lacrimal gland, skin 
and intestine. These results suggest that donor MSCs are partially a source of HSP47+ 
fibroblasts in cGVHD fibrotic tissue. In addition, these results suggest that donor 
MSCs alone are sufficient to induce cGVHD fibrosis.  
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１．研究開始当初の背景 
 
眼移植片対宿主病(GVHD)は造血幹細胞移植
後の重篤な難治疾患であり瞼球癒着を伴う
重症ドライアイなどの重篤な眼表面障害を
きたす。造血幹細胞移植は血液悪性疾患の根
治療法として確立され、自己免疫疾患や血管
再生医療へ適応の拡大により、移植後の晩期
合併症としての眼 GVHD 難治例に対する対策
の重要性が増している。そのため眼 GVHD の
発症機構、病態形成過程の解明、新規治療法
の開発が医学的にも社会的にも急務である。 
 
２．研究の目的 

申請者は造血幹細胞移植患者涙腺 GVHD
と酷似しているマウスGVHDモデルを用い
て、次の3点の研究目標を達成することを
目的とした。     
 

1) GVHD におけるドナー由来線維芽細胞の細
胞源の解明 
   
2) ドナー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 

 
3) GVHD炎症および線維化形成における分子 
機構の解明と治療法の開発 
  
３．研究の方法 
 

平成20 年度計画 

B10.D2 male(H-2d)マウスの骨髄細胞

と脾臓細胞を、放射線照射後の female 

BALB/c(H-2d)レシピエントマウスに移植

し慢性GVHDモデルを作成する。(Zhang Y, 

J Immunol. 2002)   

ドナー由来線維芽細胞の細胞源の除去

およびドナー間葉系幹細胞（ＭＳC）移植

による線維化の評価については標準の移

植の病態形成評価と同様、組織切片にお

いて mallory 染色にて線維化の面積を

定量的に比較した。 

１） ドナー由来の線維芽細胞の起源の

検討 

   

移植する骨髄細胞の中から病態形成に関

わる線維芽細胞の起源となりえる細胞と

して造血幹細胞、間葉系幹細胞、SP細胞

等を単離して、マグネットセルソーテイ

ング法にて選択的に除去して移植または

造血幹細胞、間葉系幹細胞を単離して移

植する。3 週と 8 週で解析して標準の骨

髄移植で認められた線維化の進行が形成

されるか抑制されるかを検討した。 

 

21年度以後 

2) ドナー由来の線維芽細胞による眼GVHD

発症と病態形成にかかわる役割 

GVHD 涙腺結膜で増加しているドナー
由来線維芽細胞の由来を明らかにする
手法は、人涙腺でドナーとレシピエント
のミスマッチ遺伝子に着目し検出する
手法を習得し確立している。コラーゲン
特異的分子シャペロンの heat shock 
protein 47 (HSP47)が線維芽細胞の有用
なマーカーとなることを確認し、さらに
GVHD組織における、maleのマウスのみ
に 発 現 す る Y 染 色 体 遺 伝 子
Fluorescein in situ hybridization 
(Y-FISH)法と免疫染色との併用により、
GVHD マウスモデルにおいてドナー由来
線維芽細胞の検出を試みた。 
 次に、ドナー由来線維芽細胞の候補
となる細胞源の除去移植を施行し移植
前と3週と8週で解析し、線維化面積の
検討し単位面積あたりのドナー由来線
維芽細胞の数の比較をした。 
さらに、ドナーの B10D2（H-2d）GFP

マウス骨髄より、間葉系幹細胞、造血幹

細胞, SP細胞をそれぞれ分離して、wild 

type の全骨髄細胞と、マウス GFP 陽性

各種幹細胞のそれぞれ分画を野生型マ

ウスの全骨髄細胞と同時に移植して、眼

GVHD 病変部での GFP 陽性間葉系幹細胞

の局在、遊走部位および病態形成への経

時的かかわりを直接的に証明すること

を試みた。ドナー由来線維芽細胞をGFP

と HSP47 の共発現でドナー由来線維芽

細胞を検出し、発症機構と遊走経路を含

め解析を試みた。 

 

3) GVHD炎症および線維化形成における分子

機構の解明と治療法の開発 

       

① ケモカインの関与の検討 

   本研究ではGVHD涙腺結膜組織と、すでに

樹立が成功しているGVHD培養涙腺、結膜

線維芽細胞株を用いてSDF-1とSLCなどの

ケモカインおよびCXCR4とCCR7などのケ

モカインレセプターについてmRNAが発現

されているかをRT-PCR, real time PCR

を用いて検討した。 
  ② サイトカインの関与の検討 

   線維化に密接に関わるTGF－, CTGF等の



発現の検討と和抗体を移植後1日目、6日
目に投与して、線維化抑制およびドナー
由来線維芽の浸潤の有無を単位面積あた
りで検討する。 
    以上の変化を経時的に解析してドナー
由来線維芽細胞の病態形成への関わりを
検証する。眼所見では、経時的に涙液量
を測定し、病態進展との関係を判定した。 

          
４．研究成果 
1) GVHDにおけるドナー由来線維芽細胞の細
胞源の解明 
 

B10.D2 male(H-2d)マウスの骨髄細胞

と脾臓細胞を、放射線照射後の female 

BALB/c(H-2d)レシピエントマウスに移植

し慢性GVHDモデルを作成した。(Zhang Y, 

J Immunol. 2002) マウス涙腺結膜には、

これは今までの人検体で得られた GVHD

病変の過剰な線維化、炎症性細胞浸潤、

ドナー由来線維芽細胞の存在とその活性

化の４点においてその所見を忠実に再現

していることを確認した。   

   

 ドナー由来線維芽細胞の細胞起源を検

討するために、移植する骨髄細胞の中か

ら病態形成に関わる線維芽細胞の起源と

なりえる細胞として造血幹細胞、間葉系

幹細胞、SP細胞等を候補にあげ、マグネ

ットセルソーテイング法にて選択的に除

去して移植した。3 週と 8 週で解析して

標準の骨髄移植で認められた線維化の進

行がドナー間葉系幹細胞の除去にて抑制

されることを見出した。 

2) ドナー由来の線維芽細胞による眼GVHD

発症と病態形成にかかわる役割 

レシピエントのGVHD涙腺、結膜の線
維化とドナー由来線維芽細胞浸潤数の
程度を組織学的に検討し、有意差をもっ
てドナー間葉系幹細胞移植において線
維芽細胞数が増加していた。 
さらに、現在、作成が完成したドナー

のB10D2（H-2d）GFPマウス骨髄より、

間葉系幹細胞、造血幹細胞, SP 細胞を

それぞれ分離して、wild typeの全骨髄

細胞と、マウスGFP陽性各種幹細胞のそ

れぞれ分画を野生型マウスの全骨髄細

胞と同時に移植した。眼、小腸、皮膚に

おいてGVHD病変部でのGFP陽性間葉系

幹細胞の局在、遊走部位および病態形成

への生着を証明した。FP と HSP47 の共

発現でドナー由来線維芽細胞を検出し

た。 

3) GVHD炎症および線維化形成における分子

機構の解明と治療法の開発 

       

① ケモカインの関与の検討 
  GVHD涙腺組織におけるIL-6, TGF につい

て発現を確認した。 
  ②  

眼所見では、経時的に涙液量を測定し、
GVHDおよびドナー間葉系幹細胞移植にお
いて8週時にコントロールに比して有意
に涙液減少が生じていることが判明した。 

   発現が亢進している分子について抑制
実験を解析検討中であり新規治療にむけ
て予備検討を重ねている。 
 
 本研究期間に下記研究助成に採択された。 
平成21年度日本女医会学術研究助成            
平成22年度日本医師会医学研究助成                    
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