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研究成果の概要（和文）：急性移植片対宿主病（GVHD）における分子マーカーとしてケモカ

イン CCL8 について検討した。重症度の異なる GVHD マウスモデルを作製し、血漿中の

CCL8 を ELISA 法により定量した。次に白血球混合培養を応用した in vitro での CCL8

発現系を確立し、CCL8 の発現機序解析を行った。さらに蛍光免疫染色により CCL8 の発

現細胞の同定を行った。また Toll-like receptor（TLR）刺激の CCL8 発現へ関与も検討し

た。 

 
研究成果の概要（英文）：We studied about chemokine CCL8 as a biomarker of acute 

graft-versus-host disease (GVHD). We developed ELISA for plasma CCL8 level in the 

GVHD mouse models.  We analyzed the expression mechanism of CCL8 using in vitro and 

in vivo model.  
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１．研究開始当初の背景 

造血幹細胞移植は血液腫瘍のみならず、悪性
腫瘍、先天性免疫不全、代謝疾患などの根治
療法としてその適応が拡大している。移植片
対 宿 主 病 （ graft-versus-host disease: 

GVHD）は造血幹細胞移植の成否を左右する
重大な合併症である。我々はプロテオミクス
技術を用いて GVHD の分子マーカー候補タ
ンパクをケモカイン CCL8 と同定した。マウ
ス及びヒトの血漿中で CCL8 濃度は GVHD

特異的に上昇し、シクロスポリンによる免疫
抑制療法により低下し、GVHD の有用な診断
マーカーとしての可能性が示された。しかし
ながら GVHD 病態における CCL8 の役割は
明らかになっていない。 

 

２．研究の目的 

GVHD マウスモデルを用いて CCL8 タンパ
クを定量的に検討し、GVHD 病態における
CCL8 の動態を明らかにする｡また CCL8 産
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生細胞の同定、CCL8 の発現機序解析を行い
GVHD 病態における CCL8 の役割を明らか
にする。 

 

３．研究の方法 

(1) 重症度の異なる GVHD マウスモデルの
作製：レシピエントを BALB/c マウス、ドナ
ーを C57BL/6 マウスとし 8.25Gy の全身放射
線照射後に骨髄細胞 2x107個を移植し GVHDモ
デルとした。骨髄細胞に追加して 0.1, 0.5, 
1x107個のドナー脾臓細胞を追加移植するこ
とで異なる重症度の GVHD マウスモデルを作
製した。 

(2) GVHDマウスモデル血漿を用いたCCL8の定 

量：GVHDマウスモデルの血漿中CCL8をマウス 

CCL8タンパクに特異的な抗体を使用し、ELISA 

法による定量系を確立した。 

GVHDマウスモデルにおける血漿中CCL8濃度を 

経時的に測定し、GVHD病勢とCCL8濃度の関連 

を検討した。 

(3)ヒト臨床検体におけるCCL8定量性の確認 

：札幌医大小児科で保存されていた同種造血 

細胞移植後の血清サンプルを用いてELISA法 

によりCCL8の定量を行った。 

(4) in vitro での CCL8 タンパクの発現機序
解析 

① in vitroでのCCL8タンパクの発現系の確
立：GVHD マウスモデルと同様の組み合わせ
によりレシピエント側樹状細胞とドナー側
の脾臓細胞により in vitro での CCL8 タンパ
クの発現系を確立した。 

②CCL8 発現にかかわる細胞の絞り込み： 

ドナー側脾臓細胞を磁気ビーズ法により分
離し、CCL8 発現にかかわる細胞を絞り込み
もっともシンプルなCCL8発現系を確立した。 

③CCL8 発現にかかわるサイトカインの同定 

Real-timePCR により CCL8 の mRNA に先
行して発現するサイトカインの mRNA を同
定した。またこれらの中和抗体を CCL8 発現
系に加えることにより、CCL8 発現抑制効果
を確認し、CCL8 の発現を誘導するサイトカ
インを同定した。 

④in vitroCCL8 発現系を用いた CCL8 産生
細胞の同定：in vitro CCL8 発現系から細胞
を回収し、蛍光免疫染色により in vitro にお
ける CCL8 産生細胞を同定した。 

(5)CCL8 発現機序における Toll-like 

receptor(TLR)の関連の検討：CCL8 の発現機
序における TLR の関連を検討するために
Balb/c マウスに各種 TLR のリガンドを投与
し血漿中 CCL8 を定量した。また TLR 刺激
伝達経路に含まれる MyD88 ノックアウトマ
ウスを用いて GVHD マウスを作製、CCL8

発現が見られるかどうかを検討した。 

 

４．研究成果 

(1)重症度の異なる GVHD マウスモデルの作
製:ドナー脾臓細胞を追加移植することによ
り GVHD 臨床症状の悪化、生存期間の短縮な
ど、重症度の異なる GVHD マウスモデルを作
製することに成功した。 

(2)GVHDマウスモデルの血漿中CCL8をマウス 

CCL8タンパクに特異的な抗体を使用し、ELISA 

法による定量系を確立した。マウス血漿中の
CCL8 タンパク検出感度は 7.81-5000 pg/mL
であった。これにより GVHD マウスの血漿中
CCL8 タンパクを定量的に評価することが可
能となった。 
GVHD マウスモデル血漿中で CCL8 は移植後 5
日目から有意に高値を示し、GVHD の病勢に一
致して高値を維持した。（グレー：GVHDマウ
ス、白:コントロールマウス） 

IFN-γとの比較では IFN-γが移植後 7日目を
ピークとして自然に低下するのに対し CCL8
はシクロスポリン A(CsA)の投与を行わない
限り高値を維持し、GVHDのバイオマーカーと
してより有用であると考えられた。血漿中
CCL8は CsAによる治療に反応して低下するこ
とから治療反応性を評価可能なバイオマー
カーとなる可能性が示された。(グレー:血漿
中 CCL8,斜線：血漿中 IFN-γ) 

 
 
移植後 5 日目の血漿中 CCL8 濃度は移植後 14
日目の臨床的、病理学的 GVHD スコアと正の
相関関係にあり、移植後 5 日目の CCL8 濃度
が高値を示す群では移植後 28 日目の生存率
が低いことが明らかとなった。 

 



 

 

 
 

 (3) ヒトにおいてもマウスと同様GVHD群で

血清CCL8が高い傾向を認めた。個々の症例の

検討では、種々の免疫抑制剤による治療で

CCL8の低下が見られた。GVHD発症早期のCCL8

濃度はGVHDの重症度と相関を示す可能性が示

された。(図なし) 

(4) 
①レシピエント由来樹状細胞とドナー由来
脾臓細胞の白血球混合培養により、in vitro
での CCL8発現系を確立した。 
②レシピエント由来樹状細胞とドナー由来
CD4陽性 T細胞のみで CCL8タンパクは発現し、
MHC classIIをブロックすることで CCL8の発
現は低下した。(白:anti-MHC classII 抗体な
し、グレー：anti-MHC classII 抗体あり) 

 
③real-time PCRによる検討では CCL8に先行
して発現するサイトカイン mRNA は IL-2, 
IFN-、TNF-αであった。これらの中和抗体
を添加することによって CCL8 濃度は低下し
た。以上より CCL8 の発現には IL-2, IFN-
γ,TNF-αが関与していることが明らかとな
った。(白：コントロール、グレー：MHCの異
なる組み合わせによる白血球混合培養) 

 
 

 
④in vitro CCL8 発現系から細胞を回収し,
蛍光免疫染色にて in vitro における CCL8 発
現細胞を同定した。その結果 MHCの異なる CD4
陽性 T細胞の刺激を受けたレシピエント由来
樹状細胞が CCL8 を産生していることが明ら
かとなった。 

 
A:CD4 陽性細胞(緑) 
B:CD11c 陽性細胞（赤） 
C:CCL8 陽性細胞（ﾏｾﾞﾝﾀﾞ） 
D:合成イメージ 
 
(5)Balb/c マウスに各種 TLR のリガンドを投

与し血漿中 CCL8 を定量した。その結果 TLR
刺激では CCL8 タンパクの発現は誘導されな
かった。 
また MyD88ノックアウトマウスを用いた GVHD
マウスモデルでは CCL8の発現は見られ、CCL8
発現に MyD88分子は必須ではないことが示さ
れた。(白：コントロールマウス、グレー：
GVHDマウス) 



 

 

これらの結果により CCL8 は移植後の感染症
と GVHD を鑑別可能なバイオマーカーとなる
可能性が示された。 
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