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研究成果の概要（和文）：本研究では急性移植片対宿主病（aGVHD）と急性腎障害（AKI）の関連に注目した。同
種ドナーから骨髄移植を受けたマウスでは、腎臓にドナー由来のTリンパ球が多く浸潤し、これらのTリンパ球に
は活性化マーカーや疲弊マーカーが発現していた。同種移植レシピエントの腎臓では好中球ゼラチナーゼ結合性
リポカリン（NGAL）とエラフィン蛋白の発現が増加していた。In vitroの実験系では、同種反応性T細胞との共
培養によって腎細胞の細胞死が誘導されていることも確認した。同種ドナー由来のTリンパ球がレシピエントの
腎臓を傷害していること、すなわちaGVHDが造血細胞移植後のAKIに寄与していることが考えられた。

研究成果の概要（英文）：We investigated whether allogeneic donor T cells target kidney in murine 
models of aGVHD. Donor MHC-positive cells were present in the renal pathology specimens from 
allogeneic mice. The characteristics of these donor-derived T cells were analyzed using flow 
cytometry. Both CD4+ and CD8+ cells were increased in allogeneic animals and these T cells 
demonstrated elevated surface markers of activation and exhaustion as well as secretion of 
proinflammatory cytokines and cytotoxic proteins. Examination of protein expression in renal tissue 
showed an increase of neutrophil gelatinase-binding lipocalin (NGAL) and elafin in allogeneic 
recipients. In an in vitro cytotoxic T lymphocyte (CTL) assay, co-culture with alloreactive T cells 
increased apoptosis of renal cells. Our study demonstrated that immune responses induced by donor T 
cells are involved in renal cell injury in recipients, suggesting that the kidney is also an aGVHD 
target organ.

研究分野：腎臓病学
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  １版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
造血細胞移植の合併症として急性腎障害（AKI）がしばしば発生し、その原因として薬剤や感染症などの要因が
想定されているが詳細には解明されていなかった。本研究では、同種ドナー由来のTリンパ球がレシピエントの
腎臓を傷害していること、すなわちGVHDが造血細胞移植後のAKIに寄与していること実験系で示した。造血細胞
移植患者の腎予後を改善するために、腎臓特異的GVHDのより詳細な病態解明と治療法の開発が望まれる。

※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。



様 式 Ｆ－１９－２ 
１．研究開始当初の背景 
急性移植片対宿主病（aGVHD）は、同種造血細胞移植（allo-HCT）後に発症する重大な合併
症であり、皮膚、肝臓、消化管が主な標的臓器として認識されている。aGVHD は、組織の損
傷による抗原提示細胞の活性化によって始まり、ドナー由来の T細胞の活性化とその結果とし
ての標的臓器の傷害が続く。aGVHD の予防には通常、カルシニューリン阻害剤（CNI）など
の免疫抑制剤が用いられる。急性腎障害（AKI）は allo-HCT の頻度の高い合併症の一つであ
り、allo-HCTを受けた患者の 50％以上に発症し、CNI腎症および血栓性微小血管症（TMA）
が主な腎病理である。AKI の主な原因は、移植後に投与された CNI であると考えられている
が、HCT の前後に使用される化学療法剤や抗菌剤も腎毒性がある。薬剤以外にも、敗血症、
BK ウイルスやアデノウイルスによる出血性膀胱炎、下痢、TMA など様々な合併症が AKI を
引き起こす。慢性 GVHD はネフローゼ症候群を引き起こすことが知られているが、aGVHD
と腎臓病との関係は不明である。臨床研究では、aGVHDが AKIの発症に関連することが報告
されているが、詳細なメカニズムは不明で、腎臓は一般的に aGVHDの標的臓器とは認識され
ていない。既報では、同種レシピエントマウスにおいて尿所見の悪化、腎臓における炎症性サ
イトカインの発現増加、尿細管や間質への細胞浸潤が報告されている。またドナー由来の白血
球がレシピエント動物の腎臓に浸潤することは、ラットの骨髄移植（BMT）モデルの研究で報
告されているが、これらの細胞の分類とその機能は解明されていない。腎臓が同種ドナーT 細
胞の標的である可能性が最近の研究で示唆されているがまだ議論の余地がある。本研究では、
aGVHDのモデルを用いて、HCTレシピエントの腎臓におけるドナーT細胞の機能を解析した。 
 
２．研究の目的 
同種造血細胞移植後に発生する腎障害への、ドナー由来T細胞による免疫反応の関与を検討し、
腎臓における急性移植片対宿主病の病態を解明する。 
 
３．研究の方法 
移植前処置として致死量の全身放射線照射を行ったマウスに、ドナー由来の骨髄細胞および T
細胞を輸注した。前処置や GVHD 予防のための薬剤は、薬剤性腎障害の影響を避けるために投与
しなかった。 
 
４．研究成果 
同種造血幹細胞移植マウスでは腎障害マーカーが上昇した 
同種免疫応答が腎障害を引き起こすかどうかを調べるために、マウス HCT モデルを用いた。腎
毒性作用との交絡を避けるため、GVHD 予防は行わなかった。予想通り MHC ミスマッチ C57BL/6
細胞の BALB/c 同種レシピエントは、同種レシピエントに比べて生存率が低く、aGVHD の臨床症
状はより重篤で、体重減少はより顕著であった。HCT の 14 日後に測定した尿細管損傷のマーカ
ーである尿蛋白および NAG のレベルは、同種移植レシピエントでは同種マウスと比較して有意
に上昇した。allo-HCT レシピエントマウスでは腎障害の尿マーカーが増加することが示され、
allo-免疫応答が直接腎障害を引き起こす可能性が示唆された。 
 
ドナーT 細胞は同種レシピエントの腎臓に浸潤し、腎障害の病理組織学的徴候と関連している。 
腎障害の尿マーカーの増加が腎病理組織学的変化と対応しているかどうかを調べた。同種
（C57BL/6 から BALB/c）または同系造血幹細胞移植の 14 日後に腎組織を採取した。同種マウス
の腎臓では、同種マウスの腎臓と比較して、PAS 染色で単核球浸潤を伴う尿細管周囲毛細血管
炎と尿細管炎の増加が観察された。糸球体は両群とも PAS 染色で影響を受けておらず、TMA の
証拠は認められなかった。免疫染色を用いて炎症性細胞浸潤の特徴を調べた。同種マウスの間
質には H-2Kb 陽性（ドナー型）細胞が認められ、同種 HCT レシピエントの糸球体、尿細管周囲
毛細血管／間質、または動脈周囲領域では、CD3+ T 細胞の数が同種レシピエントのそれと比較
して有意に増加していた。したがって、allo-HCT レシピエントの腎臓は同系レシピエントの腎
臓よりも病理組織学的に炎症が強く、ドナー細胞および CD3+細胞が多量に浸潤していた。 
 
腎臓浸潤ドナーT細胞は活性化され、炎症性サイトカインを産生する 
allo-HCT レシピエントの腎臓に浸潤したドナーT細胞が活性化と炎症に一致するマーカーを発
現しているかどうかを調べるために、HCT 後 14 日目にフローサイトメトリーを行った。同種レ
シピエントの腎臓から分離した H-2Kd+細胞と同種レシピエントの腎臓から分離した H-2Kb+細
胞を分析した。腎臓浸潤 CD4+および CD8+ T 細胞の量は、同種マウスで増加した。CD4+および
CD8+抗原経験エフェクターメモリーT細胞（CD44+CD62L-）は、同種移植レシピエントの腎臓で
増加した。これと一致して、活性化マーカー（CD69 と CD25）と消耗マーカー（PD-1 と Tim-3）
も、allo-HCT レシピエントの腎臓から単離された T 細胞で増加していた。しかしながら、
CD4+CD25+Foxp3+制御性 T細胞は、同種移植レシピエントにおいても腎臓では増加していなかっ
た。炎症性サイトカインである TNF-αと IFN-γの産生も、allo-HCT レシピエントの腎臓から



分離した T細胞で増加していた。さらに、allo-HCT レシピエントの腎臓からの CD8+ T 細胞は、
グランザイム Bやパーフォリンなどの細胞傷害性マーカーをより多く分泌した。これらのデー
タを総合すると、腎臓の同種ドナーT 細胞は活性化され、細胞傷害性タンパク質と炎症性サイ
トカインを発現し、組織損傷を誘導した可能性があることが示された。 
 
同種レシピエントの腎臓で組織傷害マーカーが増加した 
同種免疫応答が腎臓障害を引き起こすかどうかを調べるため、HCT 後 14 日目のレシピエントマ
ウスの腎臓における腎臓障害および同種免疫介在性傷害のタンパク質マーカーの発現を測定し
た。AKI の指標である NGAL は、同種レシピエントの腎溶解液と比較して、HCT 後 14 日目に有意
に高かった。同様に、急性 GVHD の組織マーカーであるエラフィンは同種移植群で高かった。
エラフィンの局在を評価するための免疫組織化学染色により、エラフィン陽性細胞は同種レシ
ピエントの遠位尿細管上皮に優位に存在することが明らかになった。これらのデータから、同
種移植動物の腎臓は同種免疫応答によって損傷を受けていることが示唆された。 
 
同種ドナーT 細胞は腎細胞を直接攻撃する 
同種ドナーT細胞が腎細胞を直接攻撃できるかどうかを確認するため、HCT の 14 日後にレシピ
エント動物の腎臓の病理組織標本で TUNEL 染色を行った。この in vivo 実験では、同種移植群
でさえ TUNEL 陽性細胞はほとんど存在しなかった。そこで、in vitro の細胞傷害性 Tリンパ球
殺傷アッセイを行った。BALB/c（同種）または B6（同種）のエフェクターT細胞を、それぞれ
照射した BALB/c 脾臓細胞と 6日間培養して活性化した。次に、これらのエフェクターT細胞を
標的 BALB/c 由来の腎内皮細胞または尿細管上皮細胞と共培養した。TUNEL 染色によって検出さ
れたアポトーシス標的細胞は、同種エフェクターT 細胞と共培養した場合に比べ、同種エフェ
クターT 細胞と共培養した場合に有意に高かった。同種 T 細胞エフェクターとの共培養後のア
ポトーシスの増加は、腎内皮および上皮標的細胞間で同様であった。これらのデータから、同
種ドナーT細胞は腎細胞を直接攻撃し、腎臓における aGVHD を媒介する可能性が示唆された。 
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