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研究成果の概要（和文）：同種造血幹細胞移植後に起こる移植片対宿主病（GVHD）は、移植成功への障壁となる
合併症の一つである。慢性GVHDは組織線維化病態を伴うのが特徴であるが、発症メカニズムは不明な点が多く、
治療法も確立していない。
本研究では、組織線維化を制御するテネイシン-C（TN-C）の慢性GVHD発症における役割を、マウスモデル、臨床
検体を用いて検討した。マウス移植モデルでは、TN-Cを産生する細胞はレシピエント由来であることが明らかと
なり、TN-Cを発現しないノックアウトマウスでは、GVHDが増悪する傾向が認められた。現在、移植患者血漿中
TN-Cと慢性GVHD発症との関係を検討中である。

研究成果の概要（英文）：Allogeneic hematopoietic stem cell transplantation (allo-HSCT) is a curative
 therapy for refractory hematological malignancies.  Complication occured after allo-HSCT such as 
graft-vs-host disease (GVHD) is an obstacle for successful allo-HSCT. Pathophysioligy of chronic 
GVHD (cGVHD) that features tissue fibrosis is still unclear and standard therpy for cGVHD has not 
been established yet.
Tenascin-C (TN-C)is involved in tissue fibrosis and its role in cGVHD pathophysiolgy is unknown.  In
 this study, we investigated the role of TN-C in cGVHD using mouse model and clinical samples.  
Mouse models demonstrated that TN-C was produced by recipient-origin cells and there was a tendency 
that GVHD was exacerbated in  TN-C-deficient mice.  Analysis of relation between TN-C level in 
patient's plasma and cGVHD onset is underway.

研究分野： 血液内科学

キーワード： GVHD　テネイシン-C
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１．研究開始当初の背景 

造血幹細胞移植は、白血病等の造血器腫瘍

に対する根治的治療法として実施されてい

る。血縁者あるいは非血縁者をドナーとする

同種造血幹細胞移植では、移植細胞中に含ま

れるリンパ球等の免疫細胞が、レシピエント

の正常組織を攻撃する病態である移植片対

宿主病（Graft-vs-Host Disease, GVHD）が

合併症として問題となる。      

GVHD の病態は、移植前処置による組織傷害

に続く、①レシピエントおよびドナー抗原提

示細胞の活性化、②ドナーT 細胞の活性化と

機能分化、③ドナー細胞の細胞傷害活性、炎

症反応による標的細胞のアポトーシスおよ

び組織破壊の三相の免疫病態と、④組織修復

過程の異常（線維化）が関与すると考えられ

ている。上記のうち④は主に慢性 GVHD の病

態を形成すると考えられる。造血幹細胞移植

後の組織線維化メカニズムは不明であり、そ

れ故確立した治療法がないため、臨床的に大

きな課題である。 

GVHD 病態は上記のごとく非常に複雑で、本

研究開始時点では、上記①～④の詳細なメカ

ニズムは不明であった。臨床的には①～③に

対して、免疫抑制剤（カルシニューリン阻害

薬およびメトトレキサート）による予防法が

確立しており、実地臨床において実施されて

いた。しかしながら、上記④により、皮膚（硬

化、脱毛、脱色）、眼（涙腺）、口（唾液腺）

筋膜（硬化）、腱（萎縮）等に病変を形成し、

長期生存患者の生活の質を著しく低下させ

る慢性 GVHD の治療法は未確立であった。そ

こで我々は同種造血幹細胞移植後の組織線

維化病態メカニズムの解明が必要であると

考えた。 

線維化は傷害組織の修復過程の異常によ

り起こると考えられているが、その制御にか

かわる分子として、細胞外マトリックスタン

パク質・テネイシン‐C（Tenasci-C,TN-C）

が知られている。本研究開始時点では、TN-C

は マウス慢性肝炎モデルでの線維化が軽度

であることや、心筋梗塞や拡張型心筋症など、

臓器リモデリングが進行する疾患において、

患者血清 TN-C レベルが予後因子となること

が、研究分担者らによって報告されていた。 

 

２．研究の目的 

 前項に記したように、慢性 GVHD の治療法

は未確立であり、患者の生活の質（Quality of 

Life, QOL）を著しく低下させることより治

療法の確立が待たれるが、治療法開発に先立

つ病態メカニズムの解明が必要である。 

GVHD 以外の動物モデルおよびヒト線維

化・組織リモデリング病態（肝疾患、心疾患

など）において、TN-C が重要な役割を果たし

ていることがわかっていたが、造血幹細胞移

植後の免疫病態や組織線維化における TN-C

の役割を検討した報告はなかった。本研究で

は、移植後病態における TN-C の役割を、モ

デル研究および臨床検体を用いた研究より

明らかにし、TN-C を標的とした移植後線維化

制御モデルを開発することを目的とした。 

 

３．研究の方法 

 臨床病態メカニズムの解明において、ヒト

と類似した症状を呈する動物モデルを用い

ることの有用性が示されてきた。ヒト GVHD

に類似した症状を呈するマウスモデルを用

いた病態メカニズムの解明と、臨床検体を用

いた研究によるそのメカニズムの検証は、病

態制御法の開発につながる可能性があるた

め本研究では、マウスモデル研究と、臨床検

体を用いた研究を行った。 

（１）マウスモデル研究 

 GVHD マウスモデル実験系は、三重大学にお

いてすでに確立しており、複数の GVHD モデ

ルの作製が可能であったため、まず標的（線

維化）臓器の組織構造の変化、TN-C の発現、

膠原繊維の蓄積を、経時的に病理組織学的に

明らかにし、TN-C の移植後組織線維化への関

わりを検討した。 

三重大学では C57BL/6 および BALB/c バッ

クグラウンド TN-C ノックアウトマウス

（C57BL/6-TNC-/-、BALB/c-TNC-/-）、およびコ

ントロールの同腹の野生型(WT)マウス

（C57BL/6-TNC+/+、BALB/c-TNC+/+）を維持、繁

殖させている。それらを用いた実験は、三重

大学組み換え DNA実験安全委員会へ DNA実験

計画書を提出し、承認が得られていたため、

C57BL/6 をドナー、BALB/c をレシピエントと

した主要組織適合複合体（MHC）不一致骨髄

移植・GVHD モデルを作製した。レシピエント

マウスに 7 Gy の全身 X 線照射の前処置を実

施し、翌日に T細胞除去骨髄と脾臓由来 T細

胞（T細胞からの TN-C の産生は認められない

ため、第三者となるC57BL/6マウスより採取）



を混合し、尾静脈より輸注した。実験では T

細胞除去骨髄のドナーとして C57BL/6-TNC+/+

および C57BL/6-TNC-/-を用い、レシピエント

としては BALB/c-TNC+/+および BALB/c-TNC-/-

を用いて以下の組み合わせ（骨髄ドナー → 

レシピエント）の移植を実施した。 

①C57BL/6-TNC+/+ → BALB/c-TNC+/+ 

②C57BL/6-TNC-/- → BALB/c-TNC+/+ 

③C57BL/6-TNC+/+ → BALB/c-TNC-/- 

④C57BL/6-TNC-/- → BALB/c-TNC-/- 

この実験により移植後に TN-C を発現する細

胞が、ドナー/レシピエントのいずれかを知

ることが可能となるが、移植マウスより、継

時的に皮膚を採取し、TN-C 発現を免疫組織化

学的に、コラーゲンの蓄積をシリウスレッド

染色により検討した。 

 また同様のC57BL/6 → BALB/c移植モデル

で、ドナーとしてコンジェニックマウスを用

いた実験により、移植後に GVHD 標的臓器に

浸潤している血球系細胞が、レシピエント由

来からドナー由来に置換される経過を、免疫

蛍光染色法により検討した。T 細胞除去骨髄

ドナーとして、CD45.1 を発現する C57BL/6、

T 細胞ドナーとして CD90.1 を発現する

C57BL/6 を用い、レシピエントとして BALB/c

を用いた。この組み合わせの移植では、レシ

ピエントの BALB/c は CD45.1 および CD90.1

を発現していない（CD45.2 を発現している）

ため、CD45.1、CD90.1 の検出により、ドナー

骨髄由来（CD45.1 陽性）か、移植片の中の T

細胞由来（CD90.1）かを識別することが可能

である。 

 次に BALB/c と MHC が一致している B10.D2

マ ウ ス を ド ナ ー 、 BALB/c-TNC+/+ ま た は

BALB/c-TNC-/-をレシピエントとする移植・

GVHD モデルを作製した。C57BL/6 → BALB/c

移植モデルと同様に、7 Gy の全身 X線照射の

前処置を実施し、翌日に骨髄と脾臓由来 T細

胞を輸注した。臨床的には、HLA（ヒト MHC）

不適合は GVHD を発症させるため、原則的に

HLA 適合度の高いドナーが選択されるが、MHC

一致・B10.D2 → BALB/c 移植モデルは、MHC

不一致・C57BL/6 → BALB/c 移植モデルと比

べ、GVHD は軽度であり、より「臨床に近い」

モデルであると考えられる。また B10.D2 → 

BALB/c移植モデルは、皮膚を主体とするGVHD

を発症するため、慢性 GVHD 発症メカニズム

の解析に用いられることが多いモデルであ

る。 

 上記、MHC 一致・B10.D2 → BALB/c 移植モ

デルは、臨床的に多く実施されている HLA 適

合（一致）移植における GVHD 病態メカニズ

ムを解析するために有用なモデルといえる

が、近年 HLA 一致ドナーが得られないケース

やHLA一致ドナーからの移植後再発ケースな

どで、HLA 半合致ドナーからの移植が行われ

るようになってきている。HLA 遺伝子は 6 番

染色体短腕にあり、2 本の 6 番染色体は両親

から受け継がれるため、親子の関係であれば

HLA 半合致となり、また同胞間で HLA 半合致

となる確率は 1/2 となる。HLA 半合致移植で

は GVHD が強度になることが考えられるが、

免疫抑制法の工夫により安全性が高まって

きている。本研究では当初、MHC 半合致移植

モデルによる検討は予定していなかったが、

HLA 半合致移植例が今後増えることが予想さ

れるため、C57BL/6 と BALB/c の交配により

得られる F1 マウス・CB6F1 をレシピエントと

して用い、BALB/c → CB6F1 移植モデルの確

立を試みた。 

（２）臨床検体を用いた研究 

動物（マウス）モデル研究で得られた知見

が、臨床病態の理解に応用できるかどうかを

検討するためには、臨床検体を用いた検討が

必要となる。しかしながらモデル研究のよう

に、継時的に組織を生検などにより採取する

ことは侵襲が大きく困難であるため、比較的

小さな侵襲により採取できる末梢血を、通常

の診療（血液検査）に合わせて採取、保存す

ることとした。検体収集は、国立がん研究セ

ンター中央病院との共同研究として、同セン

ターにおける倫理審査を経て、同中央病院の

北野、伊藤らの協力により実施した。同院の

同種造血幹細胞移植患者の中で、検体保存に

同意のあった患者より、通常血液検査に合わ

せて採取した末梢血を分離して得られた血

漿を凍結保存し、継時的に保存された血漿中

の TN-C を測定した。 

 

４．研究成果 

（１）マウスモデル研究 

 C57BL/6 → BALB/c 移植モデルで、ドナー

としてコンジェニックマウスを用いた実験

では、移植後 1週目よりドナーT細胞（CD90.1

陽性）が、GVHD 標的臓器に浸潤し、4週目以

降も持続していることが明らかとなった。ま



た組織中のマクロファージは、移植後 1週目

はレシピエント由来（CD45.2 陽性）のものが

優位であるが、4 週目以降はドナー由来

（CD45.1 陽性）のものが優位となることが明

らかとなった。 

TN-Cノックアウトマウスを用いたC57BL/6 

→ BALB/c 移植モデルでは、GVHD 標的臓器中

の TN-C 発現は、BALB/c-TNC+/+レシピエントで

ある移植群（前頁①、②）で検出され、最も

強く検出されたのはドナーが C57BL/6-TNC+/+

の群（前項①）であった。一方、TN-C を産生

しない BALB/c-TNC-/-がレシピエントの群（前

項③、④）では、ドナーが C57BL/6-TNC+/+、

C57BL/6-TNC-/-に関わらず TN-C は検出されな

かった。TN-C 発現は移植後 4週目がピークで

あり、この結果より、TN-C は GVHD 標的臓器

の組織修復が始まる頃に発現が高まり、主た

る産生細胞はレシピエント由来の細胞であ

ることが示唆された。また GVHD 標的臓器に

おけるコラーゲン蓄積が、移植後 4週目には

観察されたことより、現在継時的なコラーゲ

ン蓄積の検討をおこなっている。 

移植後 GVHD については、MHC 不一致・

C57BL/6 → BALB/c 移植モデル、MHC 一致・

B10.D2 → BALB/c 移植モデルでともに、

BALB/c-TNC-/-がレシピエントの群で移植後期

の GVHD が強い傾向が認められたため、現在

そのメカニズムの詳細を検討中である。MHC

一致・B10.D2 → BALB/c 移植モデルについて

は、本研究の中で確立した移植条件が、抗体

や薬剤による GVHD 制御モデルに応用され、

論文報告された。 

MHC 半合致移植モデルについては、C57BL/6

と BALB/c の交配により得られる F1 マウス・

CB6F1 をレシピエントとして用い、BALB/c → 

CB6F1 移植モデルを確立した。三重大学では

BALB/c および C57BL/6 バックグラウンド

TN-C ノックアウトマウスが使用可能で、

CB6F1-TNC-/-の作製が可能である。BALB/c → 

CB6F1 移植モデルは野生型マウスを用いて確

立したが、CB6F1-TNC-/-をレシピエントとする、

MHC 半合致移植の実施も可能であり、準備が

整い次第研究を開始する予定である。本研究

の一環として確立したBALB/c → CB6F1移植

モデルは、「造血幹細胞移植後再発腫瘍に対

する腫瘍特異的T細胞受容体遺伝子改変細胞

輸注療法」モデルにも応用し、2016 年 12 月

に米国血液学会年次総会にて報告した。 

（２）臨床検体を用いた研究 

国立がん研究センター中央病院にて収集

された血漿を用いて、移植後の血中 TN-C レ

ベルを ELISA 法によって測定した。個々の症

例における TN-C レベルの継時的変化は移植

条件によって異なることが明らかとなった

が、現在、慢性 GVHD 発症との関連性を検討

している。 
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