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研究成果の概要（和文）：腸内細菌由来メタボライト解析をマウスモデルで行い、コリンやトリプトファン代謝
関連メタボライトの変動を認めた。ドナーT細胞活性化メカニズムではNLRP6に焦点をあて、NLRP6欠損
(NLRP6-/-)T細胞を用いマウス骨髄移植モデルにて検討した結果、NLRP-/-T細胞を輸注すると急性GVHDが増悪
し、ドナーT細胞の増殖や活性化、炎症性サイトカイン産生増加が認められた。T細胞活性化機構は種々の免疫学
的解析にて行い、NLRP6-/-T細胞では刺激後DNA合成及び細胞分裂が増加し、T細胞活性化経路においてNLRP6は
ZAP-70の上流に存在しZAP-70/Erk経路を特異的に制御することを発見した。

研究成果の概要（英文）：The outcome of steroid refractory GVHD (SR-GVHD) is poor due to a lack of 
effective treatments. To find mechanisms of SR-GVHD, we have investigated fecal metabolome analyses 
using a murine bone marrow transplantation (BMT) and found several metabolites were altered in the 
allogeneic group. Next, we focused on the role of NLRP6 in donor T cells for the development of 
GVHD. To determine if NLRP6 influences donor T cell responses, we used multiple BMT models and found
 that the survival of allogeneic recipients of Nlrp6-/- donor T cells was significantly worse than 
those receiving WT-B6 T cells. To find mechanisms, we tested various T cell activation signaling 
pathways and found enhanced signaling, particularly for ZAP-70, in Nlrp6-/- T cells. These data 
suggested that NLRP6 in donor T cells may regulate allogeneic immune responses via a ZAP-70 pathway.
 Overall, our data suggest that controlling NLRP6 expression in T cells may be a novel way to 
decrease acute GVHD. 

研究分野：同種造血細胞移植、移植片対宿主病、血液内科学

キーワード： 移植片対宿主病　ステロイド不応移植片対宿主病　NLRP6　アロ免疫　T細胞活性化シグナリング　同種
造血細胞移植

  ２版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果から、同種移植後には特定の腸内細菌メタボライトが著しく変動することで、標的臓器における組織
修復及び恒常性の維持機構に変化をもたらしている可能性が示唆された。一方、活性化T細胞における
NLRP6-ZAP70-Erk免疫抑制機構は、新たな免疫チェックポイントとなる可能性があることから、今後のSR-GVHD発
症メカニズムの鍵となる可能性が示唆された。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



１．研究開始当初の背景 
 同種造血細胞移植は血液悪性腫瘍等に対する根治療法であるが、40%の患者に重篤な合併症の一つ
である移植片対宿主病（graft-versus-host disease: GVHD）が発症する。GVHDに対する第一選択薬は
副腎皮質ステロイドホルモン（ステロイド）であるが、その効果は50%程度であり、約半数の患者は
標準療法が存在しないステロイド不応・抵抗性GVHD (steroid refractory/resistant GVHD: SR-GVHD)
へと移行し、その予後は極めて不良である。SR-GVHDの標準療法確立には、発症機序の解明およびそ
の理解が不可欠である。我々はマウス骨髄移植モデルを用いた先行研究において、臨床的なSR-GVHD
を再現させることに成功し、SR-GVHD発症時の免疫病態を検討した結果、GVHD標的臓器における組織
修復機構と恒常性維持がSR-GVHD発症に深く関与していることを明らかにしたが、具体的なSR-GVHD発
症機構は依然として不明であることから、SR-GVHDの発症メカニズム解析を計画した。 
 

２．研究の目的 
1)SR-GVHDへの進展には組織修復機構と恒常性維持機構が重要であることから、主に腸GVHDに焦点を
あて、組織修復因子に関係する腸内細菌メタボライトの同定を行う。 
2)GVHD発症に重要な役割を持つT細胞における活性化メカニズムとして、従来知られていなかった
NOD-like receptor family pyrin domain containing 6 (NLRP6)の影響を検討し、新たなT細胞活性化
メカニズムを同定することで、新規治療法の開発に繋げる。 
 
３．研究の方法 
(1) 移植後腸内細菌メタボライト解析は、主要組織適合抗原(Major histocompatibility: 
MHC)一致多マイナー抗原不一致モデルのC3H.sw→B6系において、同系及び同種移植後14日
目の糞便を採取し、キャピラリー-電気泳動-飛行時間型質量分析計 (CE-TOFMS) にて解析
を実施した。 

(2) ドナーT細胞における活性化メカニズムの検討は、NLRP6欠損マウス(NLRP6-/-)を用いてin 
vitro及びin vivoの移植実験を行った。In vitroのNLRP6のドナーT細胞の活性化に与える
影響については、ヘルパーT細胞への分化能、抗CD3・CD28抗体によるT cell receptor 
(TCR)非特異的刺激後のT細胞増殖能を検討した上で、主要組織適合抗原半合致の親→子の
骨髄移植モデル（B6D2F1→B６）を用いて検討し、移植後T細胞解析については、一般的に
汎用されている主要組織適合抗原不一致同種骨髄移植マウスモデルのB6(H2b)→
BALB/c(H2d)系を用いて移植後7日目と14日目に解析を行なった。 
 

４． 研究成果 
 

(1) CE-TOFMSによるメタボローム解析では290ピークに候補化合物が絞り込まれ、HCAヒートマ
ップよりナイーブ群から検出されたメタボライトはCluster 3、同系群はCluster 1、同種
群はCluster 2に集約された 。Cluster 2の56物質のうち、Lactic acidやCholine等の8物
質が同系群と比較し同種群で有意な増加を示し (p<0.05)、 Kynurenine等の10物質が同種
群で特異的な増加を示した。一方、同種群でQuinolinic acid等の8物質が同系群と比較し
て有意に減少し (p<0.05)、Methyl guanidine等の4物質が同種群で特異的に減少してい
た。同種群で減少したGlycocholic acidとCastanospermineはCluster 3に含まれ，その他
10物質はCluster 1に属していた。Choline代謝ではSarcosine、O-Acetylcarnitine、
Trimethylamine N-oxide（TMAO）が同種群でのみ検出された。一方、Tryptophan代謝では
KynurenineとPicolinic acidが同種群で特異的に検出された 。 
 
(2) 野生型C57BL/6 (WT-B6)マウスの骨髄細胞と、WT-B6またはNLRP6-/-マウスのT細胞をドナー
細胞とし、B6D2F1マウス (MHC半合致) をレシピエントとして骨髄移植を行った。レシピエ
ントマウスへ放射線照射後にドナー細胞を輸注し、経時的な生存確認とGVHDの重症度を評
価した。本モデルにおいて、NLRP6-/-T細胞を輸注した際に生存率の低下と重症度の悪化を
認めたことから、ドナーT細胞におけるNLRP6の発現は、T細胞の活性化を制御している可能
性が示唆された。この反応がT細胞固有のものかを検討するために、前処置を行わずMHC半
合致移植を行った結果、同様にNLRP6-/-細胞をドナーとした場合に生存率が低下したことか
ら、NLRP6が直接的にT細胞活性化を制御している可能性が示唆された。 
 
(3) NLRP6のT細胞分化能に与える影響をTh1、Th2、Th17分化キットを用いて検討した結果、
NLRP6-/- T細胞でTh1への分化誘導が増加した。 
 
(4) 混合リンパ球反応 (MLR) と非特異的T細胞受容体刺激を行い、細胞増殖能をKi-67を用いて
比較した。その結果、双方の刺激でNLRP6-/- T細胞で有意な増殖を認めた。 



(5) 非特異的T細胞受容体刺激により活性化させたT細胞を用いてT細胞活性化に関係するシグナ
リングを検討した結果、ZAP-70のリン酸化がNLRP6-/-T細胞において増加しており、ZAP-70
の下流シグナリングではERKのリン酸化が亢進していたことから、NLRP6はZAP-70-ERKシグ
ナリングを抑制的に制御することで、T細胞活性化を抑制している可能性が示唆された。以
上から、ドナーT細胞におけるNLRP6の発現はZP-70/ERKシグナリングを介してT細胞の増殖
や分化を調節することで、T細胞の活性化を制御しGVHD発症を抑制する可能性が示唆され
た。
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