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研究成果の概要（和文）：マウス GVHD モデルにより、GVHDの標的臓器である涙腺、眼表面に老化細胞の浸潤と
老化細胞から分泌される老化関連分泌形質(senescent associate secretory phenotype; SASP）に関連するサイ
トカインが自己免疫疾患様の炎症と線維化の病態に関与する事を示した。老化T細胞、B細胞、マクロファージを
見出し老化T細胞の経時的変化の解明に取り組んだ。脾臓細胞において老化T細胞は眼GVHD発症前および早期から
増加し、T細胞の疲弊を示した。眼GVHD におけるSASPに関わる分子基盤の解明と 各種老化細胞除去剤による検
討を行った。

研究成果の概要（英文）：Using a mouse GVHD model, we have shown that the infiltration of senescent 
cells and the cytokines associated with the senescence-associated secretory phenotype (SASP) 
secreted by these cells are involved in autoimmune-like inflammation and fibrosis in target organs 
such as the lacrimal glands and ocular surface.  We found senescent T cells, B cells and macrophages
 in ocular GVHD in mice. We investigated and found T cell temporal changes and exibited exhausted T 
cells and elevation of sensencent T cells in early stage and before oneset of ocular GVHD  using 
spleen cells from this mouse GVHD model.We also elucidated the molecular basis of SASP in ocular 
GVHD and examined various senolytic agents for their effects.

研究分野：眼科
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研究成果の学術的意義や社会的意義
免疫老化を軸に考えたGVHDによるドライアイおよび全身GVHDに対し抗加齢治療として全く新しい観点からすすめ
る研究はこれまでになく、学術的意義が高いと考える。本研究成果は、GVHDの病態が自己免疫疾患に類似するた
め広く自己免疫疾患による重症ドライアイの病態解明と抗加齢療法としての観点からの治療法の開発にも繋がる
可能性がある。重症ドライアイの疾病予防のみならず老化細胞除去による病態解明が広く加齢性疾患の抑制に繋
がり健康寿命の延長に貢献する可能性がある点に社会的意義があると考える。

※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。
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
造血細胞移植後に発症する慢性 GVHD は重篤な晩期合併症であり、慢性炎症と免疫性線維化
を主体として涙腺、角結膜、マイボーム腺を含めた粘膜、外分泌腺の機能不全を引き起こす
(Ogawa Y, et al. Invest Ophthalmol Vis Sci, 2005; Am J  Pathol, 2009)。これまで、眼慢性GVHDに
対して対症療法、副腎皮質ステロイド、免疫抑制剤は部分的な効果があるものの、難治症例が
多く存在する。副腎皮質ステロイド、免疫抑制剤の治療効果が不十分であることは眼慢性
GVHDの病態にリンパ球による免疫応答のみでは説明のつかない他の因子と多段階な病態が関
与することを示唆している。慢性GVHDの病態には免疫応答だけでなく、造血幹細胞や間葉系
幹細胞のような骨髄幹細胞由来の細胞老化が関与し、標的臓器に浸潤した老化免疫担当細胞が
SASPを産生し慢性GVHDの異常な免疫応答を加速するのではないかと仮説をたてた。 
申請者は、ヒト慢性 GVHD に酷似した病態を示すマウスモデルを用いて、新鮮ドナー骨髄間
葉系幹細胞が GVHD の外分泌腺、粘膜に生着し疾病の発症に関与する事を見出した(Ogawa Y, 
et al. eLife, 2016)。国外では、骨髄移植された造血幹細胞は移植後にテロメアの短縮が生じ、幹細
胞老化を来すと報告されている(Seligman SJ, Lancet,1998)。間葉系幹細胞も同様に幹細胞老化を
生じるとの報告もある (Sethe S, Aging Res Rev, 2006)。申請者らはGVHD マウスモデルの発症初
期涙腺に酸化ストレスマーカーや老化マーカーを高度に発現する老化マクロファージの浸潤を
見出した(Kawai M, Ogawa Y, et al. Sci Rep, 2013)。また、GVHD 涙腺および他の標的臓器の免疫
性線維化には局所組織レニンアンギオテンシン系システム(RAS)が関与し、その阻害剤で病態が
軽減する事を示した(Yaguchi S, Ogawa Y, et al. PLoS One, 2013)。RAS は老化に係るミトコンド
リアの機能不全を惹起するとされ GVHD の病態に加齢性変化の関与を示唆する。次に、老化に
かかわる小胞体ストレスが慢性 GVHD 標的各臓器で過剰に亢進していることを見出し、小胞体
ストレス抑制剤の投与により炎症と線維化が標的臓器で抑制された (Mukai S, Ogawa Y, et al. Sci 
Rep 2017)。骨髄移植後は放射線照射等、過度のストレスや免疫機能低下により老化細胞が蓄積
する(Munoz-Espin D, Nat Rev Mol Cell Biol, 2014)。GVHD の病態にはドナー骨髄細胞の移植およ
び移植前の前処置である放射線照射そのものによるstress induced senescenceの関与があることが
示唆される。 
 さらに GVHD の悪化要因となる老化細胞の分子基盤及びシグナル伝達経路と GVHD の病
態への関連の詳細は不明である。老化細胞が液性因子を持続的に放出し隣接している細胞の活
性化を促して慢性炎症を導く機構が、老化関連分泌形質  Senescence associated secretory 
phenotype (SASP)として報告されている (Rodier F, J  Cell Biol. 2011, Ohtani N, Nature 2013)。そ
して、老化細胞が黄斑変性のような加齢性眼疾患の病態形成に積極的に関わる事が報告されて
いる(Apte RS, Cell Metab. 2013)。申請者は、これまでの研究成果にて、GVHD涙腺および結膜へ
浸潤している老化マクロファージからの SASP 因子が GVHD の発症や慢性化に関与すること
を示した（Yamane M, Ogawa Y, et al. FASEB J 2020）。 
 
２．研究の目的 
 
慢性 GVHD の涙腺、角結膜、マイボーム腺をはじめとして標的臓器における老化細胞および 
SASP の病態への関連性を解明し、動物モデルにて有効性が示された老化細胞除去剤による
GVHD 抑制効果の分子メカニズム、臨床応用を見据えた、安全性の検討をし、病態解明に貢献
することと新規治療の前臨床 proof of concept の確立を目標とする。 
 
３．研究の方法 
 
1) 慢性GVHD 涙腺、角結膜、マイボーム腺および各標的臓器のT細胞、間葉系細胞マク
ロファージにおける老化細胞のサブセットの特定とその局在および動態の解明。 



2) SASP 関連分泌因子の涙腺、角結膜、マイボーム腺の各標的臓器での発症機序とシグ
ナル伝達経路を特定する。 

3) SASP 分泌細胞の細胞源と分泌機序の解明。 
4) 老化細胞除去薬 a. ABT-263単独、b.ケルセチン＋ダサ
ニチブの併用療法による眼GVHDの抑制効果の検証。
投与法、投与期間、投与量、投与回数の最適化を検討
し前臨床Proof of Conceptを確立する。基礎研究結果を
もとに臨床応用へ向けての準備をする。 

 
1) 慢性GVHD における老化T細胞,間葉系細胞の特定、
局在、動態の解明 
 

   全骨髄細胞移植 (ドナーB10.D2 マウス，レシピエン
ト BALB/c マウス)を標準の移植とする (Zhang Y,  et al. J  Immunol, 2002)。ヒトGVHD 
に酷似した病態作成手技をマウスで確立した(Ogawa Y, et al. eLife, 2016)。まず骨髄幹細
胞の幹細胞老化と 眼GVHD の発症および進展との関連を調べる。骨髄から間葉系幹細
胞 (MSC), 造血幹細胞 (HSC)をフローサイトメトリーで単離して移植し、経時的に涙腺、
角結膜、マイボーム腺をはじめ各GVHD各標的臓器でのT 細胞および間葉系細胞におけ
る老化マーカーp16 の発現をFACS及び定量PCRにて移植後4週時8週時に検討する。ド
ナーマウスに  GFP マウスを用いて  HSC と  MSC の浸潤経路をImagingの手法で
XenoLight Rediject Inflammation Probe (住商ファーマインターナショナル）を用いて調べ
る。Imagingの機器は整っている(Hamamatsu C9100-13 Image EM,；浜松ホトニクス社)。
移植後のMSC、HSC のテロメア短縮の有無をgenomic DNAを用いて計測する。各標的
臓器のミトコンドリアの変化を電子顕微鏡にて観察する。T細胞、および間葉系細胞の
活性酸素種、老化マーカーp16, p21, DNA 損傷マーカー53 BP1と-H2Axの存在の有無を
各種抗体とプローブを用い免疫染色及び定量PCRにて調べる。GVHD標的臓器の幹細胞
由来老化細胞の局在と浸潤経路及び時期を対照と比較して検証する。 
 

2) 慢性GVHD角結膜及びマイボーム腺における SASP 関連分泌因子の証明 SASP 関連
主要因子である IL-1, IL-6, IL-8, CXCL1, CXCL9, 
MMP2, MMP3, オステオポンチン(Pazolli E, Cancer Res, 
2012; He S, Cell, 2017)の発現を GVHD 各眼表面標的臓
器及び末梢血で免疫染色及び定量PCRを用いて対照と
比較して検討する。準備段階でSASP関連分子のオステ
オポンチンの発現が老化CD153+T細胞においてGVHD
マウス涙腺にてコントロールに比較して有意に増加し
ていることを確認している（右図、＊, p<0.05; ＊, 
p<0.01）。エピゲノム変化を含めた老化マクロファー
ジ、T細胞、間葉系細胞の機能変化と SASPとの関連、
他の骨髄幹細胞由来細胞とSASP との関連性を検証す
る。 

3)  SASP 分泌細胞の細胞源の解明  
    マウスドナーおよびレシピエントのマクロファージ、T 細胞、B 細胞、樹状細胞、
間葉系幹細胞由来の可能性のあるファイブロサイトをMACS beads (Miltenyi Biotec)およ
びFASCS を用いて単離して単培養、または前記各細胞を組み合わせて共培養し、培養
上清を ELISA (BD bioscience)にて SASP 関連主要サイトカインとケモカイン (IL-1, 
IL-6, IL-8, CXCL1, CXCL9, TGF-β, オステオポンチン) の培養上清中の濃度を対照と比
較し SASP 産生細胞を検討する。単離した細胞は細胞染色、免疫ブロット、PCRを用い、
SASP因子、老化マーカーの発現を遺伝子、蛋白レベルで検討する。 

4) 老化細胞除去薬 (Senolytic reagent) による病態抑制の検証 (2023年度) 

 

 ABT263による老化 T細胞の抑制 



近年加齢性疾患に対して有効性が報告されている選択的老化細胞除去薬 (a. 抗アポト
ーシスタンパク質 BCL-2 および BCL-xL の特異的阻害剤ABT-263、b.ダサニチブ＋ケ
ルセチンの併用療法) をGVHDマウスモデルに投与し、移植後28日目のGVHD各標的臓
器におけるSASP 関連分子 (IL-1, IL-6, IL-8, CXCL1, CXCL9, 
TGF-β, オステオポンチン) の発現抑制の有無を遺伝子と蛋
白レベルで対照薬投与群と比較検討する。老化細胞除去剤 
(ABT-263) 投与によりGVHDマウス涙腺の線維化がABT-263
の投与により容量依存的に 線維化面積の減少を認め(右図, 
p<0.01)、涙液が増加した。Image J (NIH) を用いて標的臓器の
単位面積あたりの線維化面積、炎症細胞浸潤数について検討
する。1) ABT-263については25mg/dayが判明した。制御性T細
胞を維持して、炎症と線維化を抑制していた。 2) ケルセチン
＋ダサニチブの併用療法、投与方法、投与量、投与期間の最適化を検証する。臨床応用
へむけて、骨髄抑制の有無を確認する。2つの方法の老化細胞除去剤の有効性、毒性、
副作用の有無、薬物動態をGVHDマウスモデルで検証する。両群に必要なマウス数は、
骨髄移植の成功率が80％、薬剤投与の成功率が80％とすると各群に18匹ずつ必要である。
(Sample size estimation for McNemar's test)。最適な投与薬剤、投与時期、投与量、投与方
法を検討し前臨床Proof of conceptの取得を目指した。臨床応用へむけて倫理委員会申請
準備とPMDA事前相談の準備を開始した。 
 
４．研究成果 
GVHD 標的臓器に集積する老化 T 細胞と間葉系細胞に焦点をあて、老化細胞が産生す
る SASP 因子の GVHD標的臓器への影響について分子基盤の解明、２つのタイプの老
化細胞除去剤 (ABT-263; Chang J, Nat Med, 2016, ダサニチブ + ケルセチン; Zu Y, Aging 
Cell 2016)の GVHD 抑制効果を検討し GVHD の病態への老化細胞の関与するメカニズ
ムと臨床への新規治療薬としての可能性を追究した。 
 
慢性 GVHD の涙腺、角結膜、マイボーム腺をはじめとして標的臓器における老化細胞
および SASP の病態への関連性を解明し、動物モデルにて有効性が示された老化細胞
除去剤による GVHD 抑制効果の分子メカニズム、臨床応用を見据えた、安全性の検討
をし、病態解明に貢献することと新規治療の前臨床 proof of concept の確立を目標とし
た。ABT-263 では涙腺、マイボーム腺、結膜の慢性炎症、線維化の抑制を確認したが、
ダサニチブ+ケルセチンに関しては検証の遅れがあり、脾臓細胞を用いた末梢血にて老
化 T細胞の指標の変化の有無の再現性を検証中である。 
 
脾臓細胞を用いた末梢血の検討を最初に行い興味深い結果を得、当初の予定から初期の
段階に末梢血の検討を掘り下げて検討した。その結果下記の結果を得た。 
① 慢性 GVHD モデルマウスにおいて対照と比較し、CD153+ 老化関連 T 細胞の
増加、CD44low CD62Lhighナイーブ T細胞の減少、CD44high CD62LlowメモリーT細
胞が増加した。また B細胞においても、CD11b+ CD95+老化関連Ｂ細胞の増加や GL-7+ 
CD95+胚中心 B細胞の増加など、免疫老化の特徴が認められた。 
② 骨髄移植後のＴ細胞の経時変化を解析したところ、移植後 2週目という比較的
早期から免疫老化が生じていることが明らかとなった。さらに移植後 3週目まではTim3
や Lag3を発現する疲弊の特徴を持つ細胞集団が多く認められた。経時変化の実験から、
CD153+ 老化関連 T細胞と CD38+ 老化マクロファージが病態に関与している可能性を
示す結果が得られた。 
 
骨髄移植後には反応性が高いＴ細胞が活性化し T細胞の疲弊状態を誘導し、アポト
ーシスすることで炎症を終息へと向かわせる。しかし、増殖ストレスによって生じた老
化関連 T 細胞をはじめとする一部の病的 T 細胞が、標的臓器で慢性炎症を引き起こす
ことで、眼慢性 GVHD に関与していると思われる。慢性炎症の結果、アネルギーに陥
った細胞集団が増加すると考えられる。T 細胞による免疫老化と慢性 GVHD の関連を
明らかにするためには老化関連 T 細胞特異的な抗体の投与など、別の手法も検討する
必要がある。 

 
ABT-263 投与による線維化抑

 

GVHD涙腺と線維化面積 



 
眼慢性 GVHD は多因子疾患であり、多段階に進行していく。これまでの治療法は対
症療法が主体であり、免疫抑制剤も部分的な効果を認めるが効果は不十分であった。そ
のため、他の病態の関与が考えられ代替治療法の開発が求められているが従来の GVHD 
の研究はリンパ球が中心であったが、老化細胞が GVHD の線維化の発症と慢性炎症に
関与する観点に着目した研究はこれまでにない点で国内外で独自性がある。免疫老化を
軸に考えたGVHDによるドライアイおよび全身GVHDに対し抗加齢治療として全く新
しい観点からすすめる研究はこれまでになく、学術的独自性と創造性が高いと考える。
本研究成果は、GVHD の病態が自己免疫疾患に類似するため広く自己免疫疾患による
重症ドライアイの病態解明と抗加齢療法としての観点からの治療法の開発にも繋がる
可能性がある。重症ドライアイの疾病予防のみならず老化細胞除去による病態解明が
広く加齢性疾患の抑制に繋がり健康寿命の延長に貢献する可能性がある点に新規治療
法に貢献する展望が開け将来性がある。 
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