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研究成果の概要（和文）：マウス allo-HSCT モデルの解析から、骨芽細胞のみならず線維芽細

胞・間葉系幹細胞が移植後早期から傷害されること、GVHD 誘導群では X 線照射後の骨芽細

胞の回復が抑制されることが示唆された。骨芽細胞障害は、非血球系細胞に発現する MHC 

class II に部分的に依存的であり、また骨芽細胞の傷害および増殖抑制には allo-CD4 T細胞の

活性化が必要であることが明らかとなった。遺伝子発現解析から、allo-CD4 T細胞に高発現す

る骨髄 GVHD のエフェクター分子候補として、骨芽細胞抑制因子を取得した。これらの結果

は、骨髄 GVHD の早期診断、予防・治療法の開発に貢献するものと期待される。 

 
研 究 成 果 の 概 要 （ 英 文 ）： Using mouse allo-HSCT models, we revealed that 

fibroblasts/mesenchymal stem cells as well as osteoblasts were damaged early after 

allo-HSCT, and that the recovery of osteoblasts from X-ray irradiation-mediated damage 

was impaired in mice with GVHD. The osteoblast impairments were partially dependent 

on MHC class II on host non-hematopoietic cells, whereas the killing and growth inhibition 

of osteoblast cell lines required activation of allo-CD4 T cells. Based on gene expression 

analyses, we identified an osteoblast inhibitory factor, which was specifically expressed in 

allo-CD4 T cells, as a candidate mediator of osteoblast impairment during BM GVHD. We 

expect that our results would contribute to the development of early diagnostic markers as 

well as the preventive and therapeutic strategies against BM GVHD. 
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１．研究開始当初の背景 

免疫抑制剤の臨床応用により近代的移植が

確立して以降、同種造血幹細胞移植

(allo-HSCT) は 、 移 植 片 対 腫 瘍

（graft-versus-tumor: GVT）効果に基づく

強力な治癒効果により、白血病などの造血

器系腫瘍に対する細胞療法として大きな成

果をあげてきた。しかしながら、同種免疫

反応(造血幹細胞とともに宿主へ移植され
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るドナーT 細胞が、宿主細胞を異物と認識

して起こす排除応答)により GVT 効果と表

裏一体をなして現れる移植片対宿主病

(graft-versus-host disease: GVHD)や、移

植後の免疫不全に伴う感染症などの致死的

合併症は未だに克服されておらず、

allo-HSCT の 5 年生存率は 5 割程度にとど

まる。近年では同種免疫反応の分子機序に

基づく GVHD の選択的予防、治療法開発の試

みが申請者の研究グループを含む国内外の

研究グループによりなされている。一方で、

骨髄移植後に遷延する免疫不全に起因する

感染症は、移植関連死の約 3割を占める重

大な問題であるにも関わらず、免疫グロブ

リン製剤や抗生剤の投与といった対症療法

に依存せざるを得ないのが現状であり、移

植後免疫不全の発症機序解明と予防、治療

法の確立が急務の課題である。 

 臨床所見では GVHD の重症度と免疫不全

が強い相関性を示すこと、さらに GVHD 発症

時に骨髄抑制(血球減少)が顕現することか

ら、申請者は、移植後の免疫不全は骨髄に

おける免疫担当細胞の産生異常に起因する

と推察した。マウス allo-HSCT モデルを解

析した結果、MHC class II 不適合による CD4 

T 細胞依存的な GVHD 発症マウスでは、造血

幹細胞を含む全ての血球画分が減少してお

り、中でもリンパ球共通前駆細胞（T 細胞

および B細胞の骨髄における前駆細胞）お

よび B細胞の回復が重度に抑制されていた。

さらに、GVHD 発症マウスの骨髄組織では、

造血ニッチ（血球の増殖、分化、維持に必

要な因子を提供する“畑”）を構成する骨芽

細胞が移植早期より完全に消失することを

見出し、GVHD 発症に伴い免疫担当細胞を供

給する場である骨髄の造血ニッチが CD4 T

細胞により障害されることが、移植後に遷

延する免疫不全の根幹をなすことを明らか

にした(Shono Y, et al. Blood 2010)。 

 申請者はドナーCD4 T 細胞による宿主の

骨芽細胞障害ならびにリンパ球分化抑制を

“骨髄 GVHD”という新規概念として提唱す

るとともに、その予防・治療法についても

移植前または移植後早期にドナーCD4 T 細

胞を除去することで、GVT 効果を損なうこ

となく骨髄 GVHD を回避し、T細胞および B

細胞の産生を回復出来ることを見出してい

る（図 1）。 

 
一方で、細胞・分子レベルにおける骨芽細
胞障害の発症機序は依然としてブラックボ
ックスの中にある。これまでに CD8 T 細胞
依存的な GVHD モデルでは骨芽細胞障害が
生じないこと、またドナーCD4 T 細胞に発
現する細胞傷害性因子 FasL が部分的に関
与することを明らかにしてきた。しかしな
がら、MHC I／II 不適合モデルの予備的解
析から、骨髄浸潤細胞数は CD4 T 細胞より
CD8 T 細胞が多く、また FasL の発現も CD4 T
細胞より CD8 T 細胞が優位であることを確
認しており、骨髄浸潤細胞数および FasL
の発現強度のみでは骨芽細胞障害の CD4 T
細胞依存性を説明することは出来ない。 
 

２．研究の目的 

本研究では、ドナーCD4 T 細胞による骨芽
細胞の特異的障害機序について、障害過程
の可視化、同種抗原認識の必要性の検証、
CD4 T 細胞由来エフェクター分子の同定、
を通じて細胞・分子レベルの理解を深化さ
せることにより、移植後免疫不全の予防・
治療法開発の基礎を築くことを目的とした。 
 

３．研究の方法 

骨芽細胞障害の機序としては１）直接の細胞

傷害、または分化・増殖抑制が考えられる。

また、CD4 T 細胞依存性に関する仮説として

は、2) CD4 T 細胞による骨芽細胞の選択的認

識、3) CD4 T 細胞選択的なエフェクター分子

（細胞傷害性因子、骨芽細胞分化・増殖制御

因子）の発現、が考えられる。これらの仮説

を検証するために、本研究では臨床的に行わ

れている骨髄移植のモデルとして、MHC また

はマイナー組織適合抗原(mHA)不適合マウス

allo-HSCT モデルを作成し、以下の基礎的解

析を行った。 

 

① GVHD 誘導群において骨芽細胞が消失

する 7日目まで、移植後経時的にドナ

ーCD4 T 細胞の骨髄浸潤および骨芽細

胞のクラスター形成をフローサイト

メトリーおよび免疫組織染色により



解析した。骨芽細胞の障害については、

H＆E 染色、骨芽細胞マーカーである

alkaline phosphatase (ALP)反応、

osteocalcine, osterix などの免疫染

色により定性的に解析するとともに、

骨組織から RNA を抽出し、RT-PCR に

よる骨芽細胞マーカー遺伝子発現の

定量的解析を行った。これらの解析を

通じて、CD4 T 細胞の骨芽細胞浸潤と

骨芽細胞障害の相関、骨芽細胞障害が

進行するタイミングを検討した。 

 

② 骨芽細胞障害に CD4 T 細胞による骨芽

細胞の allo-MHC II 認識が関与するか

を検証するために、非血球系細胞が

syngenic かつ血球系細胞が

allogenicな骨髄キメラマウスをレシ

ピエントとして allo-HSCT を行い、骨

芽細胞障害および免疫再構築を評価

した。また骨芽細胞における MHC II

および Fas の発現を解析した。 

 

③ 骨髄 GVHD におけるドナーT細胞によ

る骨芽細胞障害の細胞・分子機序を明

らかにするため、GVHD マウスより調

整した allo-T 細胞と、細胞周期

indicator Fucci を遺伝子導入した間

葉系幹細胞株 C3H10、および骨系前駆

細胞株 MC3T3 との共培養系を確立し、

allo-T 細胞がこれらの細胞株の細胞

周期ならびに active caspase 3 を指

標としたアポトーシスへ及ぼす影響

をフローサイトメトリーにより解析

した。 

 

CD4T 細胞特異的骨髄 GVHD 媒介因子の検
索：ドナー由来 CD44hiエフェクターCD4 お
よび CD8 T 細胞について、次世代 DNA シー
クエンサーを用いた包括的遺伝子発現解析
を行い、ドナー由来エフェクターCD4 T 細
胞に選択的に発現する細胞膜結合型または
分泌型タンパク質を検索した。得られた候
補分子について、GVHD 発症マウスにおける
発現の分布および kinetics を解析した。 
 
４．研究成果 

①  ドナーCD4 T 細胞による骨芽細胞

の特異的障害機序について、障害

過程の可視化するため、GVHD(+)群

において骨芽細胞が消失する 7 日目

まで、経時的にフローサイトメトリー

解析を行った。エフェクター型ドナー

CD4 T 細胞の骨髄浸潤は、移植後 3-7

日目に著明になり、14 日目にかけて

増加した。非脱灰凍結骨切片について

経時的にalkaline phosphatase (ALP)

染色を行い、骨芽細胞の分布を検証し

たところ、ドナーT 細胞の浸潤

kinetics と一致して、移植後 4 日目

および ALP 陽性骨芽細胞が骨髄腔内

より消失した。これらのデータと一致

して、Runx2, Osterix, Osteocalcine

などの骨芽細胞系列に発現する遺伝

子は移植後3日目から7日目にかけて

著減した。この傾向は骨系列細胞の中

でも主に骨芽細胞選択的に発現する

Keratocan において著明である一方、

骨細胞に主に発現する Dmp1 や、

内皮細胞特異的遺伝子 Plvapの抑

制は軽度であった。また、線維芽

細胞に主に発現する Col1a2 につ

いても Osteocalcin, Kera と同程

度の発現抑制を認め、骨芽細胞と

ともに線維芽細胞も骨髄 GVHD の

標的となっている事が明らかと

なった。 

 

②  骨芽細胞障害における CD4 T細胞によ

る骨芽細胞上の allo-MHC II 認識の関

与：骨髄 GVHD による骨芽細胞障害 CD4 

T 細胞による骨芽細胞の allo-MHC II

認識が関与するか検証するために、非

血球系細胞が syngenic かつ血球系細

胞が allogenic な骨髄キメラマウス

をレシピエントとして allo-HSCT を

行ったところ、骨髄における B細胞の

回復は同骨髄キメラにおいても重度

に抑制されていたが、骨芽細胞障害は

部分的な回復を認めたことから、骨芽



細胞抑制にはドナーT細胞による非血

球系細胞の直接認識が部分的に関与

することが明らかとなった。 

 

③ ナイーブT細胞は抗CD3抗体による活

性化刺激の有無にかかわらず、骨芽細

胞誘導条件で培養した MC3T3 の分

化・成熟に影響を与えなかったが、

allo-T 細胞は CD3 刺激依存的に

Osterix、Runx2、アルカリフォスフォ

ターゼといった骨芽細胞分化マーカ

ーの発現上昇を阻害した。また、細胞

周期およびアポトーシスへの影響を

解析したところ、allo-CD4+T 細胞は

CD3 刺激依存的に C3H10 および MC3T3

にアポトーシスを誘導し、また MC3T3

選択的に細胞周期を抑制した。これら

の結果は、allo-CD4+T 細胞が間葉系

幹細胞および骨系前駆細胞へ活性化

依存的にアポトーシスを誘導し、さら

に骨系細胞選択的に増殖・分化を抑制

することで、骨髄 GVHD における骨芽

細胞障害を誘導していることを示唆

するものである。 

 

 

④  包括的遺伝子発現解析から、allo-CD4 

T 細胞はナイーブ CD4 T 細胞や

allo-CD8 T 細胞に比較し、TNF ファミ

リーに属する細胞死、活性化、分化調

節因子を高発現していることが明ら

かになった。また、骨芽細胞の増殖・

分化に抑制的に働く骨芽細胞抑制因

子の発現も認め、特に骨芽細胞抑制因

子の GVHD 誘導骨髄における発現動態

は allo-CD4 T 細胞の骨髄浸潤と正の

相関を示す一方、骨芽細胞数ならびに

骨芽細胞マーカーとは負の相関を示

すことが明らかとなった。 

 

今後、骨髄 GVHD の病態形成におけ

るこれらの因子の関与を明らかにし、

骨髄 GVHD の新規予防・治療法開発

の基礎を築くとともに、早期診断マー

カーとしての有用性をヒト検体で検

討する予定である。 
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