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研究成果の概要（和文）：骨髄GVHDにおける骨芽細胞障害の細胞・分子機序解明を目的とした。マイナー組織適合抗原
ミスマッチマウスGVHDモデルを作成し、骨髄障害を解析したところ、GVHD誘導マウスでは移植後早期にALP+骨芽細胞が
著減する一方、移植後期には髄腔内における骨の過形成ならびに線維化を呈することが明らかになった。また、ex viv
o共培養系により、ドナーCD4+ T細胞が骨芽細胞および間葉系幹細胞株に細胞死を誘導するとともに、骨芽細胞株に対
しては増殖ならびにbmp依存的成熟を抑制することが明らかになった。これらの成果をさらに深化することで、allo-HS
CT後の免疫・造血不全の克服に繋がると期待している。

研究成果の概要（英文）：We aimed to reveal the cellular and molecular mechanisms of the osteoblast impairm
ents during bone marrow GVHD. In a minor mismatched mouse GVHD model, ALP+ osteoblasts were lost in the ea
rly phase, whereas hyperostosis and fibrosis in the marrow occured in late phase. Ex vivo co-culture exper
iments demonstrated that donor CD4+ T cells induced apoptosis in osteoblastic cell line MC3T3 and mesenchy
mal stem cell C3H10. In addition, donor CD4+ T cells also suppressed cell cycle and BMP dependent maturati
on of MC3T3 but not C3H10. Further studies on the cellular and molecular mechanisms of donor CD4+ T cell-i
nduced impairments in bone marrow mesenchymal cells would lead to the development of strategies to overcom
e immuno-deficiency after allo-HSCT.

研究分野：
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１．研究開始当初の背景 
骨髄移植をはじめとする同種造血幹細胞移
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(移植片
に含まれるドナーT	 細胞が、宿主細胞を異物
と認識して起こす排除応答)が正常組織を傷
害する移植片対宿主病(graft-versus-host	 
disease:	 GVHD)や、移植後免疫不全に伴う感
染症などの致死的合併症は未だ克服されて
おらず、allo-HSCT の 5 年生存率は 5 割程度
にとどまる。とりわけ、骨髄移植後の免疫不
全に起因して遷延する感染症は、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。
申請者は、臨床的に GVHD	 の重症度と免疫不
全が強い相関性を示すことを発端に、マウス
allo-HSCTモデルを用いてGVHDが免疫再構築
に及ぼす影響を詳細に解析した結果、骨芽細
胞性造血ニッチ（増殖・分化因子を提供する
微小環境）が CD4	 T 細胞により重度かつ選択
的に障害されることを明らかにし、骨髄 GVHD
という新規概念として提唱した(Shono	 Y,	 et	 
al.	 Blood	 2010)。またこれまでの予備的検
討により、骨芽細胞障害には移植前処置とし
て行う X線照射依存的な極早期の障害機序と、
移植後 4 日目から 7 日目にかけて進行する
CD4	 T 細胞依存的な障害機序が存在すること
が明らかになっている。さらに、骨髄 GVHD
発症の分子機序を検索する中で、申請者らは、
ドナーCD4	 T 細胞が細胞傷害性分子とともに
骨芽細胞抑制因子を高発現していることを
見出した。これらの基礎データから、申請者
は CD4	 T 細胞依存的な骨芽細胞の障害機序と
して、１）細胞死の誘導、２）間葉系幹細胞
からの分化抑制、３）増殖抑制、を想定する
に至った。	 
 
２．研究の目的 
本研究では、申請者が見出した骨髄 GVHD に
ついて、何故ドナーT 細胞によって骨芽細胞
が選択的に障害されるのかという、従来の免
疫学では説明出来ない enigma の解明を目的
とした。これらの研究を通じて最終的には、
炎症・免疫疾患の病態形成過程において免疫
系による間葉系細胞サブセット特異的な制
御が働くことを実証し、移植後の免疫不全の
早期診断、治療、予防法開発の基礎を築くこ
とを目指す。	 
	 
３．研究の方法	 
①	 minor	 mismatch	 allo-HSCT モデルの確
立：致死量の X 線照射を施した C3H.SW(C3,	 
H-2b)マウスに C57BL/6	 (B6,	 H-2b)の T 細胞
除去骨髄（TCD	 BM）のみ、または TCD	 BM+T

細胞を移植し、GVHD(-)群または GVHD(+)群を
作成した[C57BL/6→	 C3H.SW]	 (図 1)。また、
蛍光レポーターマウスをレシピエントに使
用する目的で、ドナーとレシピエントの系統
を入れ替えた[C3H.SW→C57BL/6]を作成した。
移植後経時的に大腿骨におけるALP+骨芽細胞
の組織学的分布解析ならびに下腿骨におけ
る線維芽細胞および骨芽細胞関連遺伝子の
発現解析を行い、線維芽細胞および骨芽細胞
の障害を検証した。	 
 

図 1. [C57BL/6→C3H.SW] allo-HSCTモデル 
	 
②	 細胞周期レポーター蛍光タンパク質で
ある Fucci を遺伝子導入したマウス間葉系幹
細胞株 C3H10 ならびに骨芽細胞株 MC3T3 を用
いて、GVHD 誘導マウスより調整したドナー
CD4+または CD8+	 T 細胞との共培養を行い、
ドナーT 細胞がこれらの間葉系細胞株の細胞
周期、細胞死に与える影響フローサイトメト
リーにより検証した。	 
	 
③	 骨芽細胞の分化・成熟促進因子である
Bmp2 存在下で C3H10 および MC3T3 と、ドナー
CD4+T 細胞との共培養を行い、RT-PCR により
骨芽細胞関連遺伝子の発現を解析した。	 
	 
４．研究成果	 
① [C57BL/6→C3H.SW]	 minor	 mismatch	 
allo-HSCTモデルにおける骨髄GVHDの発症の
有無を検証するため、移植後経時的に急性
GVHD における骨髄障害の指標の一つである
骨髄 B細胞の再構築不全をフローサイトメト
リーにより評価した。GVHD(-)	 コントロール
群では、移植後14日目以降にB220(+)IgM(-)B
細胞前駆細胞ならびに B220(+)IgM(+)未成熟
B 細胞が未処置マウスと同程度まで回復した
のに対し、GVHD(+)群ではこれらの細胞数が
GVHD(-)群の 1/10 以下に抑制されていた。ま
た、大腿骨切片の ALP 染色により、急性 GVHD
における骨髄障害のもう一つの特徴的所見
である骨芽細胞障害を評価した。GVHD(-)群
では移植後 14 日目から 21 日目にかけて皮質
骨および海綿骨領域における骨芽細胞の回
復を認めたが、GVHD(+)群では 21 日目におい
ても骨芽細胞の回復を認めなかった（図 2）。	 
	 
	 
	 



これらの結果から、同モデルにおいても急性
GVHD による骨髄 GVHD、すなわち B 細胞の回
復不全および骨芽細胞障害が発症すること
が明らかになった。さらに、同 GVHD モデル
において移植後 28 日目以降の慢性期におい
て、骨髄 GVHD がどのような変遷をたどるの
かを解析した。GVHD(+)群では移植後 63 日目
まで観察期間を通じて B細胞の回復を認めず、
一方、移植後 35 日目に海綿骨領域における
ALP+細胞の過形成を認め、さらに 63 日目に
は異所性の骨化と皮質骨領域における線維
化を認めた（図 3）。	 
	 

RT-PCR により、下腿骨における骨芽細胞、線
維芽細胞関連遺伝子の遺伝子発現を経時的
に解析したところ、GVHD(+)群では移植後 35
日目以降に成熟骨芽細胞マーカーである
Kera の発現が抑制される一方、Fibronectin,	 
Osteopontin などの線維芽細胞の活性化に関
わる遺伝子発現が亢進しており、また TGFb
応答遺伝子である PAI-1 の発現も亢進してい
た（図 4）。これらの結果から、急性期と慢性
期では骨髄 GVHD の病態が大きく異なること
が示唆された。	 

	 
	 
②	 マウス間葉系幹細胞株 C3H10 および骨芽
細胞株 MC3T3 にレトロウィルスを用いて細胞
周期レポーターである Fucci を遺伝子導入し
た。これらの細胞と、 [C57BL/6→BDF1]	 
allo-HSCT モデルにおいて、GVHD 誘導 10 日
目の脾臓から調整したドナーCD4+または
CD8+T 細胞を抗 CD3 抗体存在下で共培養した
後、Fucci の発現ならびにアポトーシスの指
標である活性型 caspase	 3 の発現をフローサ
イトメトリーにより解析した。ドナーCD8+T
細胞による共培養では Fucci ならびに活性型
caspase	 3 の発現に著明な影響を認めなかっ
たが、ドナーCD4+T 細胞との共培養により
C3H10 および MC3T3 両細胞株にアポトーシス
が誘導された。このアポトーシス誘導は、
FasL に対する中和抗体により阻害され、また
FasL の機能欠損を有する FasLgld	 CD4+	 T 細胞
では誘導されないことから、FasL-Fas シグナ
ル依存的であることが明らかとなった（図 5）。
また、ドナーCD4+T 細胞と C3H10 の共培養で
は、Fucci-green 陽性細胞の割合に著明な影
響を認めなかったが、MC3T3 との共培養によ
り Fucci-green 陽性率が低下した（図 5）。	 
	 

これらの結果から、ドナーCD4+T 細胞が FasL
依存的に間葉系幹細胞ならびに骨芽細胞に
対してアポトーシスを誘導するともに、骨芽
細胞に対しては細胞周期の抑制作用を示す
ことが明らかになった。	 
	 
③	 骨芽細胞の分化・成熟に対してドナー
CD4+または CD8+	 T 細胞が及ぼす影響を明ら
かにするため、Bmp2 存在下で MC3T3 とドナー
CD4+	 T 細胞との共培養を行い、RT-PCR によ
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図 2	 GVHDによる骨芽細胞の消失 
[C57BL/6→C3H.SW]モデルにおける移
植後 21日目の大腿骨切片のALP染色像 
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図 3	 慢性期における骨髄 GVHD 
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図4	 骨髄GVHDにける遺伝子発現 
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図5	 ドナーCD4+ T細胞による間葉系幹細
胞、骨芽細胞障害 



り骨芽細胞関連遺伝子の発現を解析した。骨
芽細胞分化に重要な転写因子である Osterix
および Dlx5 は、T 細胞非存在下またはナイー
ブ CD4+T 細胞との共培養では Bmp2 により強
力に発現誘導されたが、ドナーCD4+T 細胞と
の共培養系では発現誘導が抑制された（図 6）。
これらの結果から、ドナーCD4+T 細胞による
骨髄間葉系細胞の障害機序として、FasL 依存
的な細胞傷害のみならず Bmp 依存的な骨芽細
胞の分化・成熟抑制の関与も示唆された。	 
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図 6	 ドナーCD4+ T 細胞による骨芽
細胞の分化・成熟抑制 
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