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研究成果の概要（和文）：同種造血幹細胞移植後の GVHD と GVL に関わる新たな T 細胞活性

化の二つのメカニズムを見出した。一つは、従来から知られている通常型樹状細胞以外に形質

細胞様樹状細胞によって、GVHD を発症するに十分な T 細胞活性化が可能であることを見出

した。これは移植前処置依存性、MHCクラスII分子依存性であったが、Toll-like receptor (TLR)

シグナル非依存性であった。二つ目として、ドナーT 細胞上の TLR がアロ応答性 T 細胞活性化

の副刺激として作用し、GVHD、GVL の発症に重要な役割を果たすことが明らかにした。これは

CD4+ T 細胞、CD8+ T 細胞両者の活性化、サイトカイン産生、キラー活性の発現に重要であり、

MyD88 シグナルが重要であった。 

 
研究成果の概要（英文）：We have identified two novel mechanisms of alloreactive T-cell 

activation in graft-versus-host disease (GVHD) and graft-versus-leukemia (GVL) after 

allogeneic hematopoietic stem cell transplantation. First, besides conventional dendritic 

cells (DCs), plasmacytoid DCs can also fully activate alloreactive T cells to induce full 

spectrum of GVHD. This is dependent on pretransplant conditioning and MHC class II, but 

independent of toll-like receptor (TLR) signaling in pDCs. Second, TLR signaling in T cells 

are critical for activation of alloreactive T cells to induce GVHD and GVL. TLR signaling is 

important for activation, cytokine production, and cytolytic activity of both CD4+ and 

CD8+ T cells.  
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１．研究開始当初の背景 

抗原特異的Ｔ細胞による獲得免疫は、Ｔ細胞
と conventional DC (cDC)の相互作用によっ
て誘導される。申請者らは一貫して GVHD・ 

 

GVL の研究を行い、造血細胞移植においても、
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互作用がキーであることを示してきた。造血

細胞移植では、臓器移植と異なり、移植前処 

置が実施される。われわれは、この移植前処
置はドナーT細胞-ホストDC相互作用を増幅
し、腸管傷害を惹起し、LPS などの血中流入
によってマクロファージが活性化し、サイト
カイン・ストームによって GVHD が重症化
することを示してきた。このような一連の研
究成果を基に移植前処置が GVHD 発症の第
一ステップであると位置づけた 3 ステップメ
カニズムを提唱し、現在広く認められている。
しかしながら、このような現象の細胞・分子
学的メカニズムは明確にされておらず、これ
を研究する過程においてわれわれは、新たな
メカニズムを示唆する知見を得た。本研究で
は、移植前処置の存在下でのアロ応答性Ｔ細
胞の活性化の細胞・分子学的メカニズムを包
括的に解明し、よりよい GVHD 制御あるい
は GVL 増強のための基礎的情報を獲得し、
将来的な移植成績の向上に寄与することを
目的とした。 

 

２．研究の目的 

ドナーＴ細胞とホスト由来の cDC の相互作
用 に は 、 主 刺 激 (MHC-TCR) と 副 刺 激
(CD28-CD80/86 など)が必要である。しかし、
移植前処置後の強い炎症下でのドナーＴ細
胞活性化がおこる造血細胞移植においては、
他にも重要なメカニズムが存在することは
想像に難くない。移植前処置が GVHD を増
幅する機序として、自然免疫系や DC の活性
化による、間接的なドナーT 細胞の活性化が
考えられてきた。われわれはこのメカニズム
の本質は、TLR を介するシグナル伝達である
との仮説をたてた。すなわち、移植前処置は
内因性および外因性の“danger signal”を誘
導し、TLR を介したシグナルによって DC を
活性化し、GVHD の重症化に関与するものと
考えた。TLRシグナルは MyD88依存性経路、
非依存性 TRIF 経路によって伝達され、
TRIF/MyD88-/-マウスは TLR シグナルをほ
ぼ完全に欠如する。上記の仮説を検証するた
め、予備実験として、ホスト DC が
TRIF/MyD88-/-マウス由来のキメラマウス
を作成し、骨髄移植を行ったところ、予想に
反してＧＶＨＤの軽減がみられなかった。逆
に、ドナーＴ細胞が TRIF/ MyD88-/-マウス
由来の場合、GVHD の劇的な軽減がみられた。
この結果から、TLR を介する DC 非依存性の
ドナーＴ細胞の直接的活性化の経路の存在
が示唆され、従来の概念を覆す新たな知見で
あると期待される。今後、この仮説をより詳
細に確認し、さらに移植前処置で活性化され
る TLR の種類、そのリガンドについて標的
を絞り込んでいき、新たな GVHD 予防法へ
の開発へと展開したい。この経路は移植前処
置の強度に依存すると考えられ、その関連性

を検証していく。さらに、制御性Ｔ細胞(Treg)

上の TLR の意義についても検討を行うこと
で、将来的な Treg 療法の展開のための重要
な情報がえられるものと期待される。また、
B10.D2→BALB/c の慢性 GVHD モデル系におい
てドナーT細胞のTh応答性についても検討し
た。 

形質細胞様樹状細胞(pDC)は臓器移植にお
いては寛容成立に関与するとされ、造血細胞
移植でも pDCが GVHD抑制的に作用する可
能性を示唆する臨床的観察が報告されてい
る。われわれはこれを明らかにするため、マ
ウスモデルを用いて検討を行う。これら一連
の研究によって GVHD・GVL の理解を深め
ていく。 

 

３．研究の方法 

MyD88-/-マウスと TRIF-/-マウスを交配し、
TRIF/MyD88 -/-マウスを作成した。これらを
ドナーあるいはレシピエントとして骨髄移
植実験を行った。移植後の生存率、GVHD スコ
アによって GVHD 重症度を判定した。また、
移植後の野生型 T細胞における各種 TLR の発
現をフローサイトメトリ―法で検討した。ま
た野生型、ノックアウトマウスからの移植後
早期のリンパ節よりドナーＴ細胞を分離し、
その活性化・増殖・サイトカイン産生能など
を比較した。また白血病マウスモデルを用い
ることでドナーT 細胞の TLR が GVL に及ぼす
影響を検討した。 
われわれは，抗原提示細胞の GVHD 惹起能

を in vivo で検討できる系を開発した。この
系を用い、pDC のアロ抗原提示能、ドナーＴ
細胞活性化能を in vivo で検討した。 
 

４．研究成果 
野生型 T 細胞、TRIF-/-T 細胞の移植では同等
に重症な GVHDが発症したのに対し、MyD88-/-、
MyD88/TRIF-/- T 細胞の移植では GVHD が有意
に軽症であった。CD4+、CD8+ T 細胞における
TLRの発現の両者ともにGVHDの重症化に関与
することが明らかとなった。この結果は T細
胞における MyD88 シグナルが T細胞活性化に
重要な役割をしている可能性を示唆してい
る。 
次に、APC-free の培養系を用い、野生型、
TRIF/MyD88-/-マウスより FACS Sort した
CD4+ T 細胞を抗 CD3 抗体と抗 CD28 抗体の 
存在下に、PamCSK (TLR2), PolyI:C (TLR3), 
LPS (TLR4)を加えて培養し、T 細胞活性化の
程度をみた。TRIF/MyD88-/-マウスの T 細胞
はこれら TLR ligands の刺激に反応せず、T
細胞における TLRの発現は機能的であること
が確認された。また TLR2 の細胞表面への発
現は CD4+および CD8+ T 細胞において、同種
骨髄移植後早期に発現亢進しており、in vivo
においても TLRシグナルに対する感受性が亢



進している可能性が示唆された。一方、自己
骨髄移植後にはこの発現亢進は見られず、ア
ロ免疫応答に関連した発現上昇と考えられ
た。 
B10.D2→BALB/c の慢性 GVHD モデル系におい
てドナーT 細胞のサイトカイン産生パターン
を検討したところ、移植後早期の Th1, Th2
応答性に引き続く Th17 応答性がみられ、と
くに肝臓、肺への Th17 細胞浸潤が顕著であ
った。IFN--/-, IL-17-/-マウスから分離し
た T細胞を投与したところ、皮膚、唾液腺の
病変の軽減がみられた。合成レチノイドであ
る Am80 は Th1, Th17 応答性を抑制すること
が知られている。Am80 の投与で慢性 GVHD 病
変の抑制が可能であった。以上の結果から、
Th1, Th17 応答性は慢性 GVHD の病態形成に関
与していることが示唆された。 
pDC は、cDC 非依存性に単独でドナーＴ細胞
活性化を誘導し、GVHD が発症することが示さ
れた。この GVHD は臨床的、病理学的に、cDC
によって誘導される GVHD と全く同様であっ
た。pDC による GVHD 誘導効果の発現には、移
植前処置による pDC の活性化が必須で、MHC
クラス II 分子依存性であったが、TLR シグナ
ル非依存性であった。 
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