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研究成果の概要（和文）：造血幹細胞移植後の慢性GVHDの発症・遷延には、移植片中に含まれるT細胞（gT）と造血幹
細胞から新規に再構成されるT細胞(rT)の双方が関与するとされている。新規に確立したマウス慢性GVHDモデルでは、
観察期間を通じてgTが数的に優位であり、また増殖能、サイトカイン産生能を保持していた。移植後にgTを除去すると
、rTが増加し病態は改善しない一方、rTを除去するとgTの過剰な活性化により致死的となった。これらの結果から、gT
とrTが相互に抑制関係を持ちつつ、慢性GVHDの病態に寄与していることが明らかになった。この抑制経路の分子機序解
明により、慢性GVHDの治療が可能になると期待している。

研究成果の概要（英文）：Both graft-derived T cells (gT) and HSC-derived reconstituted T cells have been 
implicated in chronic GVHD after hematopoietic stem cell transplantation. In a newly developed mouse 
model of chronic GVHD, gT with the potential to proliferate and produce cytokines were predominant in the 
target tissues during the observation period. Depletion of gT after transplantation increased the number 
of rT and did not ameliorate cGVHD, whereas depletion of rT activated gT and resulted in lethal 
exacerbation of cGVHD. Identification of the molecular mechanisms underlying the interaction between TG 
and THSC is likely to lead to novel therapeutic strategies for the prevention and treatment of cGVHD.

研究分野：医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
	
 同種造血幹細胞移植(Allo-HSCT)は、造血
器腫瘍や骨髄不全の患者を対象とした、大量
化学療法と移植片対腫瘍効果による根治を
狙った治療であるが、強力な治療効果と表裏
一体として現れる同種免疫による合併症、移
植片対宿主病（graft-versus host disease: 
GVHD）の克服が大きな課題となっている。
GVHDは発症時期によって急性、慢性に二分
される。1980 年代に入り、組織適合抗原
（MHC）を介する非自己認識機構の発見に
よりMHC一致移植が定着し、また免疫抑制
剤の使用法が確立することで、急性 GVHD
の予防に関しては大きな進歩が得られた。加
えて、急性 GVHD に対する分子標的療法も
国内外で精力的に研究されており、研究代表
者は、マウス allo-HSCTモデルを用いて急性
GVHD 発症過程における T 細胞動態と分子
制御を解析する中で、細胞遊走制御因子ケモ
カインおよび接着因子の阻害が急性 GVHD
の予防、治療に有効であること、また
allo-HSCT 後免疫不全の一因が急性 GVHD
による骨髄およびリンパ節の障害（骨髄
GVHD, リンパ節 GVHD）に起因することを
示してきた(JCI 1999, Nat Immunol 2005, J. 
Leuk Biol 2007, Blood 2010)。 
	
 一方で、慢性 GVHD に関してはその病態
ならびに発症機序について未解明な点が多
く、免疫学的、臨床的にも大きな課題が残さ
れている。慢性 GVHD は通常移植後 100 日
以降に皮膚、肝臓、肺、造血組織など多臓器
に渡って自己免疫疾患に類似した病態を示
し、最終的に線維化を伴う臓器障害をきたす。
慢性 GVHDの発症様態は１）急性 GVHDに
引き続いて起こるもの、２）急性 GVHD が
改善した後に発症するもの、３）急性 GVHD
を経ずに発症するもの、など多様である。 
	
 慢性 GVHD の発症機序は依然として不明
な点が多いが、移植前の移植片中 T細胞除去
や 、 anti-thymocyte globulin お よ び
Campath-1H (anti-CD52 mAb)などによる
移植後のＴ細胞除去により慢性 GVHD が回
避、軽減できることが臨床的に示されており、
慢性 GVHD の発症には移植片に含まれる同
種抗原反応性 T 細胞（allo-T）が重要な役割
を果たすと考えられている。一方で、研究代
表者は、反復抗原刺激を受けた T細胞は分裂
能、サイトカイン産生能の低下など、機能的
に老化すること（senescence）を明らかにし
ており(Int Immunol, 2007)、また持続的な抗
原刺激による T細胞の機能不全(exhaustion)
など種々の末梢免疫寛容機構も知られてい
る。これらの免疫寛容機構を回避して、移植
片中に含まれるallo-T細胞が長期にわたり病
態を引き起こし得るか、T 細胞生物学的にも
検証が必要である（移植片由来 T細胞の長期
生存・機能維持の可能性）。また、近年、マ
ウスモデルを用いた解析から、移植早期に放
射線照射や急性 GVHD により障害を受けた
胸腺において、造血幹細胞から新規に再構築

されるT細胞のクローン選択過程に障害が生
じ、末梢へ自己反応性 T細胞が出現し、自己
免疫様の症状を誘導する可能性が示されて
いるが、胸腺障害の細胞・分子機序は未解明
である（造血幹細胞由来自己反応性 T細胞の
形成機序）。 
	
 研究代表者はこれまでに移植早期に allo-T
が骨髄およびリンパ組織を構成する間葉系
細胞や内皮を障害（細胞傷害、増殖・分化抑
制）することで、間葉系細胞の造血、免疫支
持機能が失われること（Blood 2010）、特に
リンパ節における早期の障害は線維化を伴
う不可逆的な液性免疫不全をもたらすこと
を明らかにしている（J Immunol 2015）。こ
れらの結果は、慢性 GVHD の発症が、移植
早期における組織構成細胞の障害、そして病
的T細胞存在下での異常な組織修復に起因す
る可能性を示している。 
 
２．研究の目的 
 同種造血幹細胞移植患者の生命予後および
QOLを脅かす慢性 GVHDの細胞・分子基盤
を解明することで、その新規治療、予防法開
発の基礎を築く。また、慢性 GVHD の病態
形成過程には“自己反応性 T細胞の誘導と維
持機構”、ならびに“炎症条件下における T
細胞の胸腺分化制御”という免疫学的重要課
題が複合的に作用していると考えられる。研
究代表者が有するメモリーT 細胞応答解析の
研究基盤を駆使して慢性 GVHD モデルを解
析することで、これらの重要課題の解明を目
指す。 
 
３．研究の方法 
	
 本研究では、まずヒト慢性 GVHD と類似し
た病態を示すマウス慢性 GVHD モデルの構築
を目的として、C57BL/6→ C3H.H2b	
 minor	
 
histocompatibility	
 antigen	
 mismatch	
 GVHD
モデルを作成し、臨床経過ならびに組織病理
を評価した。また、フローサイトメトリーに
より、血液学的、免疫学的な推移を評価した。	
 
次 に 、 CD45.1/CD45.2 お よ び / ま た は
CD90.1/CD90.2 コンジェニック系を用いて、
慢性 GVHD モデルを作成し、移植片由来 T 細
胞（Graft-T;	
 gT）および造血幹細胞由来 T
細胞(reconstituted	
 T;	
 rT)の細胞数、機能
などの推移を解析した。それぞれの細胞集団
を種々のタイミングに除去することで、慢性
GVHDを誘導する病的T細胞の由来を解析した。
また、gT,	
 RT の免疫表現型、機能、宿主抗原
への反応性を解析した。	
 
	
 
４．研究成果	
 
	
 まず、ヒト慢性 GVHD と同様に、免疫再構
築の進行に伴い末梢臓器へリンパ球が浸潤
し、最終的に線維化・臓器不全に至る自己免
疫疾患様の病態を呈するマウスモデルの確
立 を 試 み た 。 C57BL/6 → C3H.H2b	
 minor	
 
histocompatibility	
 antigen	
 mismatch	
 GVHD
モデルにおいて、経時的にフローサイトメト



リーによる移植後の免疫再構築評価と、病理
組織解析を行ったところ、同モデルでは移植
後２１日目より移植骨髄由来 Tおよび Bリン
パ球の回復を認め、再構築が進行する 42 日
目以降に慢性 GVHD の代表的標的臓器である
唾液腺、肝臓、肺などへのリンパ球浸潤なら
びに線維化の進行を認めた。標的臓器へ浸潤
した T細胞が、移植片中に混入していた成熟
T細胞(graft-T:	
 gT)または骨髄前駆細胞から
胸 腺 を 経 て 再 構 築 さ れ た 細 胞
(reconstituted-T:	
 rT)であるかを解析した
ところ、移植後 63 日目においてなお gT が有
意であった（図 1）。	
 

	
 
さらに、両 T 細胞群の免疫表現系ならびに機
能評価を行ったところ、gT には増殖能、サイ
トカイン産生等を保持した機能的な T細胞集
団が一定の割合で含まれていることが明ら
かになった。gT と rT の宿主抗原に対する反
応特性を解析した。移植後40日目の慢性GVHD
発症マウスから gT および rT を調整し、未処
置 C3H.H2b マウスまたは T 細胞除去 B6 骨髄
で再構築した C3H.H2b マウス（B6→C3H.H2b）
から調整した T細胞除去脾臓細胞または肺非
血球細胞と共培養し、増殖応答を解析した。
gT は、未処置 C3H.H2b と B6→C3H.H2b から調

整した T細胞除去脾臓細胞いずれに対しても
増殖応答を示したのに対し、rT は主に B6→
C3H.H2b から調整した T 細胞除去脾臓細胞に
反応性を示した。また、gT,	
 rT いずれも非血
球系細胞に対する増殖応答は認めなかった。
これらの結果から、移植後 40 日目の gT は、
宿主抗原を直接および間接の 2つの抗原提示
経路で認識するが、rT は間接経路のみで宿主
抗原を認識すること、またいずれも非血球系
細胞を認識しないことが示唆された。	
 
	
 
	
 ｇTと rTがそれぞれcGVHDの病態形成にど
のような役割を果たすかについて検討した。
末梢における rT の再構築は、移植後 21 日目

以降から始まり、一方 gT は移植後 14 日目以
降、徐々に減少する。移植後 21 日目から持
続的に rT を除去する抗体をレシピエントに
投与すると、投与開始早期から体重減少など
の GVHD 症状の増悪を認め、2週間以内に全個
体死亡した。この際、標的組織に浸潤した gT
におけるサイトカイン産生の亢進を認め、rT
が gT の活性化を抑制することで、GVHD 症状
の増悪を抑制していることが示唆された。一
方、同様のアプローチで gT を除去すると、
臨床症状および移植後 63 日目の標的臓器に
おけるリンパ球浸潤像に顕著な変化を認め
なかった。この際、標的臓器に浸潤した rT
の細胞数は、未処置 cGVHD マウスの移植後 63
日目と比較し、著明に増加していたことから、
gT が rT の再構築および末梢組織への浸潤に
抑制的に働いていることが示唆された（図 3）。
これらの結果は、cGVHD の標的臓器において
rTおよびgTがお互いの質・量を制御しつつ、
病態形成に寄与している可能性を示唆する
ものである。	
 
	
 

図 2	
 gT, rTの機能と反応性 
(A) 再刺激時の IFNγ産生能、(B) In vivoでの増殖
能、（C）直接または間接宿主抗原提示への反応性 

図 1	
  C57BL/6→C3H.H2b GVHDモデル 
(A) GVHDスコアの推移、(B) CD4+ CD8+胸腺細胞

数の推移、（C）移植後 63 日目の唾液線(SG)、皮
膚、肝臓、肺の病理像、（D）末梢組織における gT, 
rTの推移 



	
 

今後 gT と rT の間のネガティブフィードバッ
クの細胞・分子機序を検証する予定である。	
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間相互作用 
GVHDを誘導後、21日目よりコンジェニックマー
カーを標的とした除去抗体を投与し、gTまたは rT
を除去した。(A) 生存曲線、(B)肝臓における gT, rT
の推移（C）rT除去後の gTのサイトカイン産生能 
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