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研究成果の概要（和文）：同種造血幹細胞後の貪食細胞系の再構築と, 移植片対宿主病での役割を検討した。マ
ウス同種骨髄移植後の組織常在マクロファージの再構築の検討をおこなったところ, 同系移植では, 数ヶ月かけ
て再構築される組織常在マクロファージが, 同種移植後にGVHDが重症化した臓器では, 2週間程度でドナー型に
置換されていた。炎症性マクロファージは, 定常状態では組織にほとんど存在しないが,  同種造血幹細胞移植
後の肺や皮膚では, 炎症性マクロファージの浸潤が認められ, これをモノクローナル抗体で除去すると, GVHDが
軽減した。こうした所見は, 移植後の免疫寛容や移植片対宿主病の発症機序を考える上で重要である。

研究成果の概要（英文）：Reconstitution of tissue resident macrophages and inflammatory macrophages 
after allogeneic hematopoietic stem cell transplantation (SCT) were assessed using murine model of 
allogeneic bone marrow transplantation (BMT). We found that severe GVHD promoted replacement of 
tissue resident macrophages in the target organs by donor-derived macrophages on day +14 after 
allogeneic BMT. Contrary, it took at least a few months for reconstitution of donor macrophages 
after syngeneic BMT, suggesting that allogeneic response accelerated donor reconstitution of tissue 
resident macrophages. Next, we addressed turnover of inflammatory macrophages after SCT. Massive 
infiltration of inflammatory macrophages was found in the lung and skin, and depletion of these 
cells using monoclonal antibodies ameliorated graft versus host disease (GVHD) after allogeneic SCT.
 Our findings have important clinical implications with respect to establishment of tolerance and 
pathophysiology of GVHD after allogeneic SCT.

研究分野：造血幹細胞移植学
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１．研究開始当初の背景 
 マクロファージは, 自然免疫システムの中心的
な役割を果たす細胞であり, 感染微生物•外来
物質のみならず, 自己の死細胞や分泌物を処
理して有害な炎症反応を防いでいる。申請者は
以前, これらのマクロファージが造血幹細胞移
植後, その他の免疫担当細胞が消失した後も
一定期間生存して貪食能を保っており, 生体を
守る免疫システムの最後の砦となっていることを
報告した (Hashimoto, J Exp Med 2011)。また, 
マクロファージは, 生体の向上性を保つ働きをし
ている組織常在マクロファージと, 炎症時に出
現する, 炎症性マクロファージに大別されるが, 
申請者は, 組織常在マクロファージは, 胎生期
に前駆細胞から分化し, その後は, 血液細胞と
は独立して組織で維持されていることを示した 
(Hashimoto, Immunity 2013)。一方で, 炎症性
マクロファージは炎症時に血液中の単球が組織
に浸潤して分化する。  
 
 同種造血幹細胞移植は難治性白血病の治癒
を目指す上で必須の治療法であるが, ドナーT
細胞によるレシピエント細胞の傷害によって発症
す る , 移 植 片 対 宿 主 病 (graft-versus-host 
disease: GVHD)や感染症は移植の成功を阻む
重大な合併症である。GVHD の予防・治療は, 
移植の成功に必須であるが, 現行の広範な免
疫抑制によるGVHD予防・治療は, 移植後の免
疫抑制を招き, 感染症や腫瘍の再発を招く。こ
のような, 獲得免疫系が抑制されている状況で
は, マクロファージなどの自然免疫系の果たす
役割は大きなものとなる。申請者は, 移植後に
残存するレシピエント型の組織常在マクロファー
ジが, 有害なアロ反応性ドナーT 細胞を貪食す
ることにより GVHD を抑制している事を示したが
(Hashimoto, J  Exp Med. 2011), 一方でドナー造
血系から移植後に新たに生じるマクロファージ
の機能や役割は解明されていない。  
 
２．研究の目的 
(1) マウス同種骨髄移植後の組織常在マクロフ
ァージの再構築の検討 
申請者は, Syngeneic (同系)のマウス骨髄移植
後に様々なマクロファージの再構築を検討した
結果, ドナー由来の組織常在マクロファージの
再構築は, 臓器によっても差があるものの, 例え
ば脾臓では半年から１年程度かかることを報告
している (Hashimoto, Immunity, 2013)。同種造
血幹細胞移植後の、ドナー由来の組織常在マク
ロファージの再構築については, これまで研究
が進んでいない。本研究では, マウスモデルを
利用して, 同種骨髄移植後の組織常在マクロフ
ァージの再構築を検討する。  
 
(2) 炎症性マクロファージの分化の検討 
Syngeneic 移植後は炎症性マクロファージの分
化はほとんどみられなかったが, 同種移植後は 
Subclinical な炎症による炎症性マクロファージ
の分化が起こりうる。種々の組織における炎症
性マクロファージの分化を Flow cytometry にて

評価する。 
 
(3) 炎症性マクロファージの GVHDにおける役
割の検討 
マウス同種骨髄移植後に, サイトカイン阻害等
によってマクロファージを選択的に除去し, こうし
たマクロファージが GVHDの病態生理で果たす
役割を解明する。 
 
３．研究の方法 
マウス同種骨髄移植 : レシピエントである
B6D2F1 マウス(H-2b/d)に全身放射線照射 (total 
body irradiation: TBI) 12Gy で前処置をして, 
MHC不一致ドナーである, B6マウス(H-2b/b)から
採取した, 脾細胞 5 × 106個と骨髄細胞 5 × 106

個を尾静脈から輸注する。マウス同種骨髄移植
後、脾臓・腸管・肺を経時的に採取し, 組織常
在および炎症性マクロファージの再構築/分化を
フローサイトメトリーにより解析した。コントロール
の同系(Syngeneic)移植は, B6-CD45.1 ドナーか
ら, B6 レシピエントへの移植を行った。MHC 一
致マイナー抗原不一致のモデルとして , 
B10.D2(H-2d/d)ドナーから, BALB/c (H-2d/d)レシ
ピエントへの移植も使用した。 
GVHD重症度の評価: 移植後, GVHD の重症
度の評価は, 体重・活動性・姿勢・毛並み・皮膚
病変などを点数化した, Clinical GVHDスコアを
週 2 回算出して行った。また, 病理学的 GVHD
スコアは, 肝臓・腸管・皮膚などの切片を作成し
H&E染色ののち点数化した。 
フローサイトメトリー: 移植後, 皮膚・脾臓・腸管
などを, コラゲナーゼ処理をおこない, 細胞懸
濁液とする。蛍光色素標識抗体で染色を行った
後, 組織常在マクロファージ・炎症性マクロファ
ージ・T 細胞などを FACSCantoII もしくは , 
FACSAriaIIを用いて解析した。 
マクロファージ除去: 移植後に長期に渡ってマ
クロファージを除去するために, 抗CSF-1レセプ
ター抗体 (anti-CSF1 receptor antibody: CSF1)
を, マウス 1匹あたり 500 gで週 3回, 6週間に
わたって投与した。 
 
４．研究成果 
(1) マウス同種骨髄移植後の組織常在マクロフ
ァージの再構築の検討 
B6→B6D2F1 (MHC不適合)の骨髄移植後, 脾
臓・肺・腸管の組織常在マクロファージの再構築
を検討した。脾臓・肺・腸管で, マクロファージは
それぞれ, CD11blowF4/80high, CD45+CD11blow 

F4/80high, CD45+CD11c+MHCII+CD11b+CD103-

で定義した。レシピエントタイプは, H-2Kd+, ドナ
ータイプは H-2Kd-の細胞として同定した。コント
ロールの Syngeneic移植は, CD45.1 B6→B6で
行い, ドナー型は CD45.1+, レシピエント細胞は
CD45.1-として同定した。これらの細胞を移植後
14日目に解析したところ, 同種造血幹細胞移植
後GVHDが重症化している臓器では, ドナー型
マクロファージに置換されていた。一方でコント
ロールの Syngeneic マウスでは, 腸管のマクロフ
ァージは速やかにドナー型に置換されたものの, 



脾臓では 10-20%程度がドナー型に置換された
のみで, 肺ではほとんど置換されていなかった。
これらの結果より, 造血幹細胞後の同種免疫反
応によってレシピエント型のマクロファージが除
去され, ドナー型のマクロファージに置換される
ことが判明した。これは, 同種移植後の患者の
皮膚のランゲルハンス細胞が, やはり同種免疫
反応で置き換わると言う結果とも合致し, 移植後
の同種免疫反応は, レシピエントの抗原提示細
胞を除去することが改めて確認された。こうした
反応は, 移植後の免疫寛容の成立のために重
要な役割を持つ可能性がある。 
 
(2) 炎症性マクロファージの分化の検討 
Naïve マウスの脾臓には, 組織常在マクロファー
ジは存在するが, 炎症性マクロファージはほとん
ど存在しない。一方で, 脾臓は単球を貯蔵して
おり, 炎症が生じた際はこうした単球が速やかに
組織に遊走して炎症性マクロファージへと分化
する(Science. 2009, 325: 612)。マウスの同種移
植後の脾臓を見ると, 通常は 1%程度の単球の
比率が 50%程度まで増加しており, 単球の増殖
が生じていることが確認された。こうした単球は, 
肺 や 皮 膚 で CD11b+CD115+F4/80+CD11cint 

NHCIIint の炎症性マクロファージへと分化する。
同種造血幹細胞移植後の皮膚の切片を, F4/80
で免疫染色したところ, Syngeneic コントロールで
はほとんど存在しない炎症性マクロファージが多
数浸潤していた。こうした炎症性マクロファージ
は TGF-を豊富に産生しており, 皮膚の線維化
などGVHDの病変の形成に関わっていると考え
られた。 
 
(3) 炎症性マクロファージの GVHDにおける役
割の検討 
上記の炎症性マクロファージのGVHD病変への
著明な浸潤や, TGF-の産生を元に, これらの
細胞が GVHDの病変の出現に重要な役割を果
たしていることが予測された。そのため, こうした
マクロファージを移植後に除去して, GVHDが改
善するか否かを検討した。ここでは, 皮膚の線
維化病変が重症化する, B10.D2→BALB/cのモ
デルを使用して, 移植後CSF1を週 3回投与し
てマクロファージ除去を試みた。移植後 42 日目
の皮膚の免疫染色を行ったところ, 同種移植後
にCSF1を投与したマウスでは, Syngeneic移植
を行った群と同程度に減少していた。同様に
TGF-の産生も減少していた。さらに重要な事
は, 線維化病変においてコラーゲン産生に必須
な分子である, HSP47 の発現が著明に減少して
おり, GVHD における線維化の治療として炎症
性マクロファージが標的となりうることを示してい
る。さらに, HSP47そのものがGVHDの治療薬と
して有望である可能性もあり, 今後の研究に繋
がる結果となった。 
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