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緒言 

 同種造血幹細胞移植は（allogeneic hemetopoietic stem cell transplantation: 

Allo-HSCT）は、急性白血病に代表される高リスク造血器疾患に対する根治療法である
1, 2, 3。Allo-HSCT は大量抗癌剤ならびに全身放射線照射をはじめとした移植前処置に

よる抗腫瘍効果を狙うと同時に、移植片による同種免疫（移植片対白血病効果: 

graft-versus-leukemia effect, GVL）を利用することで、造血器悪性疾患の治癒を可

能とする治療法であり、免疫療法の一つとして捉えることも可能である 1,2,3。歴史的

には、1979年に非一卵性双生児の HLA一致同胞をドナーとした同種移植は、一卵性双

生児間移植と比較して、再発率が低いことが示され、GVL 存在が認められるようにな

った 4。それと同時に、GVL効果には組織適合性の相違が重要であることが示された 4。

また、T 細胞除去移植において、白血病再発率が高いことが確認され、GVL 効果は T

細胞依存的な反応であることが明らかになった 5。このように、Allo-HSCTは、組織適

合性の違いならびに T細胞性免疫を利用した免疫を用いたがん治療の先駆け的な存在

といえる。一方で、Allo-HSCTは、多くの合併症を伴うことも事実である。Allo-HSCT

に伴う合併症のうち、急性移植片対宿主病（graft-versus-host disease: GVHD）は、

最も重要な合併症の一つである 6。急性 GVHDの病態生理においては、移植前処置によ

る全身性の組織炎症により活性化した放射線抵抗性のレシピエント由来抗原提示細胞

がドナーT細胞へ allo抗原を提示が重要であると考えられている 7。活性化したドナ

ーT 細胞は、細胞傷害性 T 細胞依存的な組織障害を起こすとともに、炎症性サイトカ

インを大量に産生することで、allo反応の活性化が引き起こされる 8,9,10。これらの反

応は、allo-HSCT を行う上で、完全に避けることはできず、理論的にはかなり多くの

症例で急性 GVHDが発症することが推測される。そのような背景から、急性 GVHDに対

する予防法の開発が進められてきたが、現在の標準的予防法は、カルシニューリン阻

害剤であるシクロスポリン（cyclosporine A, CyA）またはタクロリムス（taclorimus, 

TAC）とメトトレキセート（methotrexate, MTX）の 2剤併用療法である。なお、血縁

者間および非血縁者間移植における CyA+MTXと、TAC+MTXの比較試験では、TAC群で急

性 GVHDの発症率は低下するものの、慢性 GVHDや生存率では有意差を認めないとされ

ており、海外のみならず日本国内の臨床試験でも示されている 11,12,13.14。このような予

防を行ってもなお、急性 GVHD の発症率は 50-70%とする報告もあり 15、その予防は十

分とは言えない。また、急性 GVHD全体のうち、grade III-IVの重症急性 GVHDの発症

率は、10%弱であり、grade III-IVの急性 GVHDを発症した場合、非再発移植関連死亡

をきたす確率は 50%程度とされ、非常に高率である 15。急性 GVHDに対する治療の第 1

選択は、ステロイドであるが 16, 17、ステロイド抵抗性の急性 GVHDに対する 2次治療に

は定まったものがない 18。2次治療として、ステロイドパルス療法 16, 19、抗胸腺グロブ
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リン（ anti-thymocyte globulin: ATG） 19 、ミコフェノール酸モフェチル

（mycophenolate mofetil: MMF）20, 21、抗腫瘍壊死因子（tumor necrosis factor: TNF）

抗体である infliximab, etanercept22, 23などがあるものの、いずれの治療法も確固た

る位置づけには至っていないのが現状である。以上より、ステロイド抵抗性の急性

GVHDを発症した患者の予後は不良といえる 15, 24, 25。 

 急性 GVHDの発症リスクには前述した急性 GVHD予防法に加えて、ドナー因子、つま

りドナーHLA適合度 26, 27, 28、マイナー抗原の関与 29、ABO血液型不適合 30, 31、末梢血幹

細胞の使用 32などが関与する。また、移植前処置 2などがある。しかし、その発症を

あらかじめ予測することは困難である。急性 GVHD発症前にその発症リスクや発症した

場合の重症度、治療効果を予測できれば、腸管保護をあらかじめ行う 33, 34、先制攻撃

的な免疫抑制剤の強化する、などの対応が可能となるかもしれない。そのような背景

から、急性 GVHDの発症、重症度、治療効果を予測する血清バイオマーカーが見いださ

れてきた 35。米国ミシガン大学のグループを中心に、抗体マイクロアレイ法や、液体

クロマトグラフィー質量分析法（liquid chromatography-mass spectrometry/ mass 

spectrometry : LC-MS/MS）により重症急性 GVHDや臓器特異的急性 GVHDの発症と関連

するバイオマーカーの探索が行われ、代表的なバイオマーカーとして、可溶型 ST2 

(suppression of tumorgenecity 2)36、可溶型 TNFR1(tumor necrosis factor receptor 

1)37、TIM3（T cell immunoglobulin and mucin domain 3）38、REG3（regenerating 

islet-derived 3-alpha）39、Elafin40などが見いだされた。特に可溶型 ST2は、優れた

急性 GVHDバイオマーカーであるとされ、急性 GVHDに対するステロイド治療前の可溶

型 ST2が高い症例は、有意に非再発移植関連死亡が高いとする報告がある 36。また、

これらのバイオマーカーと従来の急性 GVHDの重症度分類 41を組み合わせることで、よ

り正確な急性 GVHD発症後の予後予測を行える可能性が示された 42。 

 免疫系は、急性 GVHDの病態形成そのものに関わるシステムであるが、その活性化と

抑制の制御することによってバランスをとっていると考えられている。この活性化と

抑制の制御の一つには、免疫細胞上に発現している受容体が関与している。抑制的に

働く受容体には、免疫グロブリンスーパーファミリーに所属し、細胞内に immuno 

receptor tyrosine-based inhibitory motif (ITIM)を有するものがある。ITIM は、

アミノ酸配列で I/ V/ L/ S-x-Y-x-x-L/ V(I：イソロイシン、V：バリン、L: 

ロイシン、S：セリン、Y：チロシンの各残基、X は任意のアミノ酸残基、「/」はその

いずれか一つであることを示す)で示されるモチーフで、そのチロシン残基がリン酸化

を受けると、SHP-1、SHP-2、SHIPなどの脱リン酸化酵素と会合し、抑制性シグナルが

伝達される 43。抑制性 Ly49Aは、NK細胞で自己の MHCクラス I分子を認識する抑制性

受容体として初めて同定された 44。一方で、活性化型レセプターは、細胞内領域が短

く、シグナル伝達に関わるモチーフを有さないが、元来荷電をもたない疎水性アミノ
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酸残基で構成されるべき膜貫通領域中に、正に荷電したリジン（K）、アルギニン（R）

などのアミノ酸残基を有する。そして、CD3z 、DAP10、DAP12、高親和性 Fceレセプタ

ー複合体の g鎖（FceRIg、FcRgchain）などのアダブター分子を通じて、細胞内に活性

化シグナルを伝達する 45, 46。これらのアダプター分子は細胞外構造が短く、膜貫通部

に負に荷電したアスパラギン酸残基（D）をもち、電気的に活性型レセプターと会合、

複合体を形成する。細胞内には、immunoreceptor tyrosine-based activation motif 

(ITAM)、つまり YxxI/ Lx(6-8)YxxI/ L (I：イソロイシン、V：バリン、L：ロイシン、

S：セリン、Y：チロシンの各残基、xは任意のアミノ酸残基)を有しており、リガンド

との結合や、抗体を用いたレセプター/アダプター分子複合体のクラスタリングによっ

て ITAMのチロシンがリン酸化され、そこに Sykや ZAP70などが会合することによって

活性化シグナルが伝わる 47, 48, 49。 

 リンパ球上に発現する DNAX accessory molucule-1（DNAM-1, CD226）は、免疫グロ

ブリンスーパーファミリーに所属し、ITAMを有する活性化受容体であり、1996年に同

定された 50。DNAM-1は、CD4陽性 T細胞、CD8陽性 T細胞ならびに NK細胞に恒常的に

発現しており、そのリガンドは、CD155（necl-5）と CD112（nectin-2）である 51, 52。

CD155 と CD112 は造血系細胞、上皮系細胞、内皮系細胞に広範に発現している分子で

ある 51, 52。CD8陽性 T細胞上の DNAM-1や NK細胞は、標的細胞上の CD155や CD112を

介して標的細胞へ、細胞傷害活性を与えることが知られている 50。また、CD4 陽性 T

細胞上の DNAM-1は、ヘルパーT細胞への分化に重要な役割を果たしていること 53、NK

細胞が免疫記憶を獲得する上でDNAM-1が重要な役割を果たしていること54が明らかに

なっている。また、臨床的な役割として、腫瘍に対する免疫監視機構に関わっている

こと 55、自己免疫疾患への関わりが示唆されている 56。急性 GVHD の病態においても、

CD8陽性 T細胞上の DNAM-1がマウスモデルにおいて急性 GVHDの増悪に関与している

こと 57、Foxp3陽性制御性T細胞上のDNAM-1がやはりマウスモデルにおいて、急性GVHD

の増悪に関わること 58が近年明らかになった。 

 また、DNAM-1 とリガンドを共有する新規の分子として 2009 年に TIGIT （T cell 

immunoglobulin and ITIM domain）が同定された 59。DNAM-1と TIGITは、相同性の高

い細胞外ドメインを有するペア受容体であり、DNAM-1は活性化シグナル伝達モチーフ

である ITAMを持ち、TIGITは抑制性シグナルを伝達するモチーフである ITIMを持っ

ている 50, 60。TIGIT も DNAM-1 同様に T 細胞や NK 細胞上に発現している。T細胞上の

TIGITは当初、樹状細胞上の CD155を介して、抗原提示細胞からの IL-10の産生を促

し、免疫応答を抑制すると報告された 59。その後 TIGIT が、CD4 陽性 Foxp3 陽性制御

性 T細胞上に高発現していることが明らかになり、続けて制御性 T細胞の機能を増強

し、免疫応答を負に制御する重要な受容体の一つであることが近年明らかになりつつ

ある 60, 61。しかしながら、DNAM-1と TIGITが、生体内でどのようにリガンドを共有し
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ているのか、ペア受容体としてどのように免疫応答を調整しているのかについてはま

だ不明な点が多い。 

 このように、DNAM-1、TIGITならびにそのリガンドである CD155、CD112分子らの複

雑な相互作用は、免疫応答において重要な役割を果たしていると考えられ、それらを

明らかにすることは、急性 GVHDの免疫病態の解明の一助となり、免疫応答の調節のメ

カニズムを解明する一助にもなると考えられた。 

 上記を背景とし、今回我々は、2 つの観点で検討を行った。一つは、これまで存在

が知られていなかったヒト可溶型 DNAM-1の同定と、それが同種移植の症例において果

たす役割について検討を行った（第 1章、可溶型 DNAM-1は急性 GVHD予測バイオマー

カーである）。2つめは、DNAM-1と TIGITの共通リガンドである CD155分子に着目し、

マウスGVHDモデルにおいてレシピエント側のCD155がどのような役割を果たしている

のかについて検討を行った（第 2章、レシピエントの CD155は制御性 T細胞を制御す

ることで GVHDを抑制する）。 
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略語表 

本文中および図中で使用した略語は以下のとおりである。 

 

ACK  ammonium chloride lysis 

Allo-HSCT allogeneic hematopietic stem cell transplantation 

AUC  area under the curve 

aGVHD  acute graft-versus-host disease 

B6  C57BL/6N 

BMT  Bone marrow transplantation 

BrdU  Bromodeoxyuridine 

CB6F1  BALB/c - C57BL/6N F1 

DMSO  dimethyl sulfoxide 

DNAM-1  DNAX accessory molecule-1 

ELISA  Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay 

FBS  fetal bovine serum 

GVHD  graft-versus-host disease 

GVL  graft-versus-host leukemia  

HLA  Human leukocyte antigen 

IL-2  Interleukin-2 

ITAM  immunoreceptor tyrosine-based activation motif  

ITIM  immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif 

LC-MS/MS liquid chromatography-mass spectrometry 

MAC  Myelloablative conditioning 

MHC  Major histocompatibility complex 

MMP  Matrix metalloproteinase 

MTX  methotrexate 

PBMC  Peripheral blood mononuclear cell 

PBS  phosphate phosphate-buffered saline 

PFA  paraformaldehyde 

PMA  Phorbol 12-Myristate 13- Acetate 

QOL  quality of life 

RIC  Reduced intensity conditining 

ROC  Receiver operating characteristic 

sDNAM-1 soluble DNAM-1 
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ST2  suppression of tumorgenecity 2 

TBI  total body irradiation 

TCD BM   T cell depleted bone marrow 

TIGIT   T cell immunoglobulin and ITIM domain 

Treg  regulatory T cell 

TMA  thrombotic microangiopathy 

VOD  veno-occlusive disease 
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第 1章 

可溶型 DNAM-1は 

急性 GVHD発症予測バイオマーカーである 

 

緒言 

 我々はヒト血清中に抗 DNAM-1 抗体を用いた ELISA 法での測定が可能なタンパク、

つまり可溶型 DNAM-1 が存在している可能性を明らかにした。それに伴い、可溶型

DNAM-1がどのような濃度でヒト血清中に存在しているか、分子量や産生機序を明らか

にしたいと考えた。また、マウス急性 GVHD の実験系において、DNAM-1 が重要な役割

を果たしていることが明らかになっていることから、可溶型 DNAM-1もまた、急性 GVHD

に関与しているのではないか、特に急性 GVHDのバイオマーカーの一つなのではないか

という仮説のもと、実験を開始することとした。 
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実験方法 

1. 実験材料 

1.1 細胞 

 完全型ヒト DNAM-1トランスフェクタント(human DNAM-1/BW5147：DT266)は当研究室

で樹立したものを用いた。ヒト単核球は、LymphoprepTM(AXIS-SHIELD PoC AS, Oslo, 

Norway)を用いて末梢血より分離した。 

 

1.2 培地 

 各 DNAM-1トランスフェクタント、BW5147の培養に用いた完全 RPMI培地は RPMI1640

培地 (Sigma, St. Louis MO, USA) にサプリメント（0.1 mM MEM Non-Essential Amino 

Acid Solution (GIBCO, Gran Island, NY, USA)、100 mM HEPES Buffer Solution (GIBCO)、

1 mM Sodium Pyruvate (GIBCO)、2 mM L-Glutamine Penicillin Streptomycin Solution 

(Sigma)、0.0035 nM 2-Mercaptoethanol (Sigma)、10 ％ Fetal Bovine Serum (NICHIREI 

BIOSIENCES Inc. Produces, Tokyo, Japan)を添加したものを使用した。 

 

1.3 抗体 

 可溶型 DNAM-1産生刺激に用いた抗ヒト CD3抗体、抗ヒト CD28抗体、抗ヒト LFA-1

抗体、リコンビナントヒト IL-2は BD Bioscienceで購入した。単核球刺激後の培養に

用いた GIT 培地は Wako Pure Chemical Industries Ltd. (Osaka, Japan)から購入し

た。 

 ウェスタンブロットに用いた TXのアイソタイプコントロールであるマウス IgG1精

製抗体は BDより購入した。 

 

1.4 阻害剤、BrdUによる細胞増殖の評価 

 Matrix metalloproteinase(MMP)阻害剤である GM6001 ならびに TAPI-1 は、Merk 

Calbiochemより購入した。細胞増殖は、細胞増殖 ELISA、BrdU化学発光キット（Roche

社）を用いた。 

 

2. 方法 

2.1 可溶型 DNAM-1産生刺激 

 ヒトの末梢血から LymphoprepTM を用いて単核球を分離し、(1)IL-2 (2)IL-2＋

PMA(Phorbol 12-Myristate 13- Acetate) (3)IL-2＋抗 CD3抗体＋抗 CD28抗体 (4)IL-2

＋抗 CD3抗体＋抗 LFA-1抗体 (5)IL-2＋抗 CD3抗体＋TX25の 5種類の刺激を与えた。 

 単核球は各2×105細胞ずつ96ウェルプレート(Corning Incorporated, New York, NY, 
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USA)に播き、7日後の培養上清を回収した。抗 CD3抗体、抗 CD28抗体、抗 LFA-1抗体、

TX25は10µg/ml、PMAは 50ng/ml、 IL-2は 20ng/ml 使用した。 

 

2.2 ELISA法による可溶型 DNAM-1検出 

 回収した培養上清中の可溶型 DNAM-1産生量は TX25と Bio-抗 DNAM-1ポリクローナ

ル抗体によるサンドウィッチ ELISA法により測定し、比較検討した。TX25を 8 g/ml

で固相化し、培養上清を添加し、さらにBio-抗DNAM-1ポリクローナル抗体を0.6 g/ml

で添加した。これを Extra-avidin Peroxidase (Sigma)で標識し、o-phenylendiamine 

(SIGMAFAST oPD, Sigma)基質を用いて 490 nmにおける吸光度を測定した。 

 

2.3 MMP阻害剤による可溶型 DNAM-1産生阻害実験 

  2.1に示したようにヒト単核球を、IL-2＋抗 CD3抗体＋TX25で 72時間刺激した後

に、MMP阻害剤である GM6001または TAPI-1を添加した。GM6001は、濃度を 100Mか

ら、50M、25M、12M、6M、3M、1.5Mまで段階希釈を行った。TAPI-1を 50Mの

濃度で添加した。阻害剤添加 72時間後に培養上清を回収し、2.2で示した ELISA法で

可溶型 DNAM-1濃度を測定した。

 阻害剤添加後にPBMC中のCD4陽性T細胞ならびにCD8陽性T細胞の細胞増殖ならび

に活性が低下していないことを確認するために、MMP 阻害剤を添加しない細胞と添加

した細胞の比較を行った。ウェル中の細胞数ならびに T細胞上の CD25の発現をフロー

サイトメトリーで解析し、比較を行った。また、単核球刺激から 72時間後に BrdUを

添加し、MMP阻害剤あり、なしで増殖を評価した。 

 

2.4 ウェスタンブロッティング法による可溶型 DNAM-1の検出  

 血清中可溶型 DNAM-1 の検出には、ベノジェクトⅡ真空採血管(Terumo Medical 

Corporation, Elkton, MD, USA)を用いた採血を行い、分離した血清を使用した。また

単核球培養上清中の可溶型 DNAM-1 の検出には、末梢血から分離した単核球に IL-2＋

抗 CD3抗体＋TX25で刺激を与えた後 7日目の培養上清を使用した。コントロールとし

ておいた DT266 (humanDNAM-1/BW)細胞は、細胞溶解バッファー (1%NP-40, タンパク

分解酵素阻害剤添加 (Phenylmethylsulfonyl Fluoride (PMSF), Sigma)(Aprotinin, 

Sigma)) を用いて 4℃、15時間で溶解した細胞溶解液を用いた。 

 血清中、単核球培養上清中可溶型 DNAM-1 の検出には、以下の方法を用いた。TX25

あるいはコントロール抗体(マウス IgG1 精製抗体)と細胞分離用磁気ビーズ

(Dynabeads M-280 Tosylactivated, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA )との複合体を

作製し、血清中あるいは PBMC由来の可溶型 DNAM-1との免疫沈降を行った。その後、

同量の溶離バッファー(Protein A MAPSⅡ Elution Buffer (pH3.0), Bio-Rad 

http://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=pmsf%E3%80%80%E3%83%AA%E3%83%B3%E9%85%B8%E5%8C%96&source=web&cd=6&ved=0CEgQFjAF&url=http%3A%2F%2Fwww.scbt.jp%2Fdatasheet-3597-phenylmethylsulfonyl-fluoride-pmsf.html&ei=Ko7ETozkDvDvmAXCy5GYCw&usg=AFQjCNGwZUiF8F28QBL_ZGOFgilVRNaPTQ
http://en.wikipedia.org/wiki/Carlsbad,_California
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Laboratories, California, USA)と氷上で 30 分間反応させて抗体、可溶型 DNAM-1、

Dynabeadsとを溶離させた。得られたサンプルは 2-Mercaptoethanol(2ME)を用いた還

元条件下で Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS-PAGE)

にて分離した。その後 PVDFメンブレン (Pore size 0.2µm, Immobilon-P, Millipore, 

Billerica, MA, USA) に転写バッファー (25 mM Tris, 195 mM glycine, 20% methanol) 

中で 85 V, 2時間で転写した。メンブレンは 3%牛血清アルブミン (BSA) を含む TBST 

(10 mM Tris-buffered salineに 0.5% Tween 20, 0.5 g/L MgCl2を添加した溶液(pH8.0)) 

でブロッキングをした後、TX25、抗マウス IgG-HRP 抗体を添加した。さらに基質 

(Super-Signal CL-HRP substrate, Pierce Chemical Co. Rockford, IL, USA) と反応

させ、化学発光を LAS-3000 mini  (FUJIFILM, Tokyo, Japan) で検出し解析した。 

 

3. 対象患者 

3.1 患者血清 

 2009年 3月から 2011年 11月にかけてがん・感染症センター都立駒込病院で同種移

植が施行された症例のうち、移植前 7日から移植後 28日目の間で、保存されていた血

清サンプルを用いて可溶型 DNAM-1の測定を行った。患者に対しては、ヘルシンキ宣言

にのっとった形で、適切にインフォームドコンセントが行われ、了承が得られた。本

臨床研究は、筑波大学ならびにがん・感染症センター駒込病院の倫理審査委員会で承

認を得た上で、施行された。また、患者データに関する個人情報は、筑波大学次世代

医療研究開発・教育統合センターで匿名化されたものを解析した。 

 患者血清は、ベノジェクトⅡ真空採血管(Terumo Medical Corporation, Elkton, MD, 

USA)を用いて採血が行われた。血清分離が行われた後に、-80℃で凍結したものを用い

て測定を行った。 

 

3.2 同種移植方法 

 骨髄破壊的前処置は、シタラビン併用もしくは非併用、大量シクロホスファミド療

法に 12Gyの全身放射線照射またはブスルファンを投与したものと定義した 62。前処置

軽減移植は、フルダラビンにブスルファンもしくはメルファランを投与した上で、

2-4Gy の全身放射線を追加したものと定義した 63。前処置に抗胸腺グロブリンは使用

しなかった。急性 GVHD予防として、シクロスポリンもしくはタクロリムスの持続静注

を行い、それに短期メソトレキセートの静脈注射を移植後 1 日目(10mg/m2)、3 日目

(7mg/m2)、6 日目(7mg/m2)、11 日目(7mg/m2)を追加した 64。急性 GVHD は、過去に示さ

れた方法で評価を行った 65。細菌感染予防はフルオロキノロンの内服で行い、真菌感

染予防はフルコナゾールまたはイトラコナゾールで行った。ニューモシスチス肺炎予

防は ST合剤で行った。 
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3.3 疾患リスクの定義ならびに感染症の定義 

 急性白血病の第一寛解期と第二寛解期、慢性骨髄性白血病の第一慢性期、第二慢性

期、骨髄異形成症候群ならびに骨髄増殖性疾患のうち、芽球の増生を認めない病期を

標準リスクと定義した。それ以外の疾患、病期は高リスクと定義した 66。これらの定

義は、以前日本のグループから出された論文での記載に基づいている。顕在化された

感染症とは、微生物学的、臨床的、画像的に感染症が確認されたものと定義した。 

 

4 統計解析 

 可溶型 DNAM-1測定データのうち、2群間の検定は、Mann-Whitney U検定で行った。

両側検定を行い P 値は 0.05 未満で設定した。対象患者の層別比較は、χ2検定を行っ

た。急性 GVHDの累積発症率は、log rank検定を用いた。多変量解析は、Cox比例ハザ

ードモデルを用いた。全ての統計解析は、IBM SPSS Statistics version21 (IBM 社)

で行った。臨床データの解析は、統計解析の専門家の助言を受けて行った。 

 



 15 

実験結果 

1. 可溶型 DNAM-1の同定 

 ヒト血清中に可溶型 DNAM-1 が実際に存在するかどうかについて、検討するため、

我々はサンドイッチ ELISA の系を立ち上げ、38 名の健常人の血清可溶型 DNAM-1 の

測定を行った。血清可溶型 DNAM-1 の血中濃度の平均値は、67.5 pM（±88.9）であ

り、中央値は 30.0 pM であった。生化学的評価を行うために、健常人血清を抗ヒト

DNAM-1モノクローナル抗体による免疫沈降、ウェスタンブロットを行った。その結

果、可溶型 DNAM-1はおよそ 45 kDaの分子量であることが明らかになった。この分

子量は、ちょうど DNAM-1 の細胞外ドメインの分子量に一致することから、可溶型

DNAM-1はectodomain shedding、つまり DNAM-1の細胞外領域が切り出されることで、

産生される可能性が示唆された。また、ヒト DNAM-1の mRNA（CD226 mRNA）は splicing 

insoform が存在しないことも、可溶型 DNAM-1 が ectodomain shedding により産生

されている可能性を支持している。 

 次に、可溶型 DNAM-1の産生機構を調べるために、健常人の末梢血から単核球を分

離し、その後各種刺激を加え、培養上清中の可溶型 DNAM-1を測定する実験を行った。

末梢血単核球に IL-2を添加した上で、PMA刺激または、抗 CD3抗体ならびに抗 CD28

抗体の刺激または、抗 CD3抗体ならびに抗 CD18抗体の刺激を行いながら、細胞培養

を行い、その後培養上清中の可溶型 DNAM-1を ELISA法で測定したが、いずれの刺激

においても細胞培養上清中の可溶型 DNAM-1 の増加を認めなかった。しかし、IL-2

添加の上、単核球を抗 CD3抗体と抗 DNAM-1抗体で刺激を加えたところ、有意に可溶

型 DNAM−１の産生が亢進した。これは、DNAM-1への刺激そのものが、可溶型 DNAM-1

の産生を促すことを示唆する結果である。次に、可溶型 DNAM-1の産生が、shedding

によって産生されるか否かを検証するために、Matrix metalloproteinase（MMP）の

阻害剤である GM6001 や TAPI-1 を培養液中に加えて検証を行った。MMP 阻害剤の添

加により、可溶型 DNAM-1の産生は有意かつ濃度依存性に抑制された。また、これら

の MMP 阻害剤は細胞の増殖や活性には影響を与えないことを確認しており可溶型

DNAM-1 は、膜型 DNAM-1 の細胞外領域から MMP により切り出されることで産生され

ている可能性が示唆された。 
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2. 可溶型 DNAM-1は、急性 GVHDの症例において上昇している。 

 DNAM-1 は、マウスモデルにおいて急性 GVHD の増悪に関与していることが既に示さ

れており 57,58、我々は急性 GVHD 発症患者において、血清中の可溶型 DNAM-1 が上昇し

ているという仮説を立てた。 

 そこで、我々はがん・感染症センター都立駒込病院血液内科において、造血器悪性

腫瘍に対する同種移植が施行された、79 名の保存血清サンプル中の可溶型 DNAM-1 の

測定を行った。対象とした 79症例のうち、8症例は生着不全をきたしたため、不適と

判断し、解析を行わなかった。血清サンプルは、同種移植前 day -7から、移植後 day 

28 にかけて採取された保存血清を用いた。血清可溶型 DNAM-1 の測定値が複数ある場

合は、最大値を代表値とし、それぞれ day -7から day 28、day -7から day 0、day 1

から day 28の 3つの期間で代表値を設定し、解析を行った。それぞれの期間の可溶型

DNAM-1の最大値を、急性 GVHD発症例（n=48）と急性 GVHD非発症例（n=23）を比較す

ると、急性 GVHD発症例で有意に高いことが明らかとなった。また、Grade II-IV急性

GVHD発症例（n=27）はいずれも急性 GVHD非発症例（n=23）と比較して、可溶型 DNAM-1

は有意に高値であった。また、皮膚急性 GVHD 発症例（n=43）、腸管急性 GVHD（n=14）

発症例は、急性 GVHD非発症例（n=23）に比して、有意に可溶型 DNAM-1値が高値であ

った。れらの結果は可溶型 DNAM-1値が、急性 GVHDの発症と関連していることを示し

ている。 

 

 

３.可溶型 DNAM-1が 30 pM以上の症例は有意に急性 GVHDを発症した。 

 次に、day -7から day 28、day -7から day 0、day 1から day 28の 3期間におけ

る可溶型 DNAM-1値と急性 GVHDの発症に関して、ROC解析を行った。Day -7から day 28

の AUCは 0.710であり、day -7から day 0の AUCは 0.668であり、day 1から day 28

の AUCは、0.681であった。以上の結果より、血清可溶型 DNAM-1は急性 GVHDの診断

における優れたバイオマーカーであることが明らかになった。 

 ROC解析の結果から、day -7から day 28での可溶型 DNAM-1のカットオフ値を 30 pM

に設定すると、感度が 69.5%、特異度が 75.0％と比較的優れていることが明らかにな

った。また、30 pMのカットオフ値は、day -7から day 0、day 1から day 28の期間

でも、比較的優れた感度と特異度を持つことが示された。また、可溶型 DNAM-1の値が

30 pM以上の症例で有意に Grade II-IV急性 GVHD、皮膚急性 GVHD、腸管急性 GVHDの

発症が多いことが明らかになった。なお、30 pMは、健常人の血清可溶型 DNAM-1値の

中央値に一致しており、カットオフ値として適切な値であると考えられた。次に、対

象症例 71例を可溶型 DNAM-1値が 30 pM以上の群と、30 pM未満の群に分けた場合、

GradeII-IVの重症急性 GVHD発症率が、有意に低下することが明らかになった。また、
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30 pMをカットオフ値とした場合、3期間のうちいずれの期間においても、30 pM以上

の症例で有意に重症急性 GVHDを発症していることが示された。 

 

 

4. 可溶型 DNAM-1は急性 GVHDの発症を予測するバイオマーカーである 

 ここまでの知見より、可溶型 DNAM-1は急性 GVHDの発症と関連する因子であること

が明らかになった。我々は移植前の day -7から day 0における血清可溶型 DNAM-1と

急性 GVHDの発症が関連することに関心を抱いた。多変量解析を行っても、移植前の可

溶型 DNAM-1が 30 pM以上の症例は有意に重症急性 GVHDを発症している。最後に、移

植前の可溶型 DNAM-1が急性 GVHD以外の急性期の移植関連合併症の発症に関わるかど

うかについて、単変量解析を施行した。静脈閉塞性肝疾患（SOS）ならびに血栓性微小

血管障害の発症ならびに感染症の発症と、移植前の可溶型 DNAM-1の値に関連は認めな

いことが明らかになった。以上より、移植前の可溶型 DNAM-1は、急性 GVHDの発症を

特異的に予測するバイオマーカーであることが明らかになった。 
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考察 

 

 これまで急性 GVHDバイオマーカーとして、ST2、HGF、Rag3、IL-6、TIM3、sTNFR1

など様々なものが報告されてきた 67。これらはいずれも、急性 GVHDの診断に関わるも

のや大量ステロイド療法施行時の治療反応性を予測するバイオマーカーである。今回、

我々が行った単施設での検討で、血清中の可溶型 DNAM-1濃度が急性 GVHDの発症に関

与していること、特に重症急性 GVHDや皮膚 GVHDならびに腸管 GVHDに関わっているこ

とが初めて明らかとなった。これまで報告されてきたバイオマーカーとは異なり、移

植前の可溶型 DNAM-1 値が急性 GVHD の発症と関わっていることから、可溶型 DNAM-1

は急性 GVHDの発症を予測するバイオマーカーである可能性が示唆された。また、可溶

型 DNAM-1は急性 GVHD以外の移植関連合併症とは関連しておらず、急性 GVHDに対して

特異的といえる。従って、移植前の可溶型 DNAM-1値が 30 pM以上で高値を示した症例

は、あらかじめ免疫抑制を強めにするなどの工夫が可能になるかもしれない。 

 また今回我々は、ヒトにおける可溶型 DNAM-1の臨床的意義を初めて見いだした。健

常人において可溶型 DNAM-1値は幅広い値をとるが、このように可溶型 DNAM-1値の個

人差が大きい原因は、今の所明らかではない。可溶型 DNAM-1は MMPによって細胞外領

域が切り出されることで産生される可能性が高い。IL-6受容体や FcRIIIなどの免疫

受容体は、可溶型 DNAM-1と同様に sheddingにより産生されることが知られており 68, 

69、MMPが急性 GVHDの増悪に関わっているとする報告がある 70。可溶型 DNAM-1値が高

い健常人は、MMP活性が全般に高く、免疫学的に急性 GVHDを発症しやすい背景を持っ

ているのかもしれない。 

 一方で、本研究にはいくつかの限界がある。まず本研究が単施設の後方視的研究で

あることが挙げられる。多変量解析において可溶型 DNAM-1が独立した急性 GVHD発症

予測因子であったが、同時に一般的にはリスクとは考えられていない女性レシピエン

トも予測因子として抽出された。この結果は、症例背景に何らかのバイアスがかかっ

ている可能性を示唆している。本研究の再現性を検討するためには、新規で前向き多

施設研究を行う必要性があると考えられる。 

 次に、可溶型 DNAM-1の生理的意義が未だ明らかでないことが問題点として挙げられ

る。可溶型DNAM-1は健常人においても、移植患者においても検出される。膜型のDNAM-1

は悪性腫瘍や自己免疫疾患にも関わっていることが知られている 71, 72, 73。従って、可

溶型 DNAM-1が、悪性腫瘍や自己免疫疾患に関わっている可能性も十分にあると推測さ

れる。最後に、ヒト抗 DNAM-1抗体のクローンの問題が挙げられる。残念ながら、可溶

型 DNAM-1と膜型 DNAM-1を区別できる抗体は、今のところ得られていない。従って、
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可溶型 DNAM-1を特異的に認識できる抗体がないのが現状である。 

 我々は今回、同種移植患者の血清中に可溶型 DNAM-1が存在していることを見いだし、

血清可溶型 DNAM-1値が急性 GVHDの発症に関与していることを明らかにした。また、

移植前の可溶型 DNAM-1が高値の症例は、有意に急性 GVHDを発症しやすいことも明ら

かとなり、可溶型 DNAM-1が急性 GVHDの発症を予期するバイオマーカーである可能性

を示唆した。今後、可溶型 DNAM-1の生理的意義ならびに病理的な意義を探索すること

で、急性 GVHDの更なる病態解明に繋がるものと考えている。 
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第 2章 

レシピエントの CD155は T細胞を制御することで急性

GVHDを抑制する 

 

緒言 

 ドナーT細胞上の DNAM-1が GVHDにおいて重要な役割を果たしていることが明らか

になった 57, 58が、次に DNAM-1リガンドは、GVHDにおいてどのような役割を果たして

いるのか、という単純な疑問を明らかにするために、DNAM-1リガンドである CD155遺

伝子を欠損したマウスをレシピエントとした実験を行うこととした。CD155 側からみ

ると、DNAM-1のみならず、ペアレセプターである TIGITもリガンドとなる。CD155遺

伝子欠損マウスをレシピエントとすることで、DNAM-1と TIGITの相互作用についても

明らかにしていきたいと考え、実験を行うこととした。 
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実験方法 

1. 実験材料 

1.1 マウス 

 野生型 C57BL/6Nマウス (H-2b, CD45.2+)、BALB/cマウス ( H-2d)は日本クレア株式

会社（東京都目黒区）から購入した。野生型 CB6F1マウスは、野生型 C57BL/6Nマウス

と野生型 BALB/c マウスを交配し得た。C57BL/6-Ly5a マウス(C57BL/6-CD45.1, H-2b, 

CD45.1)は、Jackson研究所より購入した。C57BL/6Nバックグラウンドならびに BALB/c

バックグラウンドのマウス CD155 遺伝子欠損マウス(Pvr-/-)は、G. Bernhardt 研究室

より譲渡を受けた 74。実験に用いた 8-12週齢のマウスは筑波大学生命科学動物資源セ

ンター内にて特定病原体未感染 (Specific Pathogen- Free; SPF) 環境下で飼育した。

全ての動物実験は「国立大学法人筑波大学動物実験取扱規程」に従い行った。 

 

1.2 蛍光標識抗体・タンパク・フローサイトメトリー 

 蛍光標識抗マウス TCR-（H57-597）、CD3（500A2）、CD4（L3T4）、CD8a（53.6.7）、

CD11c（HL3）、CD25（PC61.5）、CD45.1（A20）、CD45.2（104）、H-2Kb（AF6-120.1）、H-2Kd

（39-10-8）抗体は、BD Bioscience社より購入した。Alexa-Fluor 647蛍光標識抗マ

ウス TIGIT 抗体（GIGD7）75, 76は、ならびに蛍光標識抗マウス Foxp3 抗体（NRRF-30）
77は eBiosciences社から購入した。抗 DNAM-1（TX42）78, 79ならびに抗 CD155（TX56）
80, 81、CD112（TX24）82は当研究室で作成されたものを用いた。 

 細胞内染色には、Foxp3 Staining Buffer set （eBiosciences）を用いた。Fc受容

体の拮抗には、抗マウス CD16/32（2.4G2）精製抗体を用いた。フローサイトメトリー

解析は、LSR Fortessa (Becton Dickinson社)を用いた。 

 

2. 方法 

2.1 マウス骨髄移植 

 過去の文献に従って移植を行った 83, 84, 85。レシピエントマウスに全身放射線として、

致死量の X線照射を行った。C57BL/6マウスに対しては、計 9 Gyの照射を行い、BALB/c

マウスには、計 7.5 Gyの照射を行った。CBF1マウスに対しては、計 10 Gyの照射を

行った。X線照射は消化管障害を軽減させるために、4時間以上の間隔を空けてそれぞ

れ半量ずつ 2回にわけて全身照射を行った。全身照射翌日に、5×106個の T細胞除去

骨髄細胞のみ、または 2×106個の T細胞とともに、200lの PBSに懸濁し、静注した。 

 

2.2 移植細胞の調製 

 T 細胞除去骨髄は、ドナーマウスの左右両大腿骨と左右両下腿骨より無菌的に回収

http://www.md.tsukuba.ac.jp/LabAnimalResCNT/kitei/doubutsukitei19.pdf
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した細胞懸濁液を ACK バッファーで赤血球を除去した後、Dynabeads MyONE 

streptavidin (Invitrogen社)と抗 Thy1.2 (53-2.1)ビオチン化抗体を用いて、Thy1.2

陽性細胞を除去することで調製した。T 細胞はドナーマウスの脾臓より無菌的に細胞

懸濁液を調製し、ACK バッファーで赤血球を除去した後、Dynabeads MyONE 

streptavidin (Invitrogen社)と抗 CD45R/B220 (RA3-6B2)、抗 CD11b (M1/70)、抗 CD11c 

(HL3)、Ly-6G and Ly-6C (RB6-8C5)、抗 CD49b/Pan-NK cells (DX5)ビオチン化抗体を

用いて、CD45R/B220、CD11b、CD11c、Ly-6G and Ly-6C、CD49b/Pan-NK cells 陽性細

胞を磁気的に除去することで調製した 57。脾臓から精製された T 細胞が 95%以上含ま

れていることをフローサイトメトリーで確認した。制御性 T細胞の除去は、上記ビオ

チン化抗体に、ビオチン化マウス抗 CD25抗体（PC61.5）を加えることで、精製を行っ

た。精製後、フローサイトメトリーを用いて CD25陰性 T細胞の純度が 95%以上である

ことを確認した。 

 

2.3 マウスの観察 

 臨床的な GVHD評価を目的として、マウスの観察は連日行い、体重測定と生存確認を

行った 86。 

 

2.4 フローサイトメトリー解析 

 脾臓の細胞懸濁液を 70mm のセルストレイナー（BD 社）も用いて調整した。細胞懸

濁液は、ACK lysingバッファーを用いて赤血球の除去を行った後に、各種蛍光抗体で

染色し、フローサイトメトリー解析を行った。データ処理は、Flow Jo（Tree Star社）

により行った。 

 

2.5 統計解析 

 2群間の検定は、Mann-Whitney U検定で行った。両側検定を行い P値は 0.05未満で

設定した。マウスの累積死亡率は、カプランマイヤー法を用い、log rank検定を行っ

た。全ての統計解析は、Graph Pad prism 5（GraphPad software社）で行った。 
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実験結果 

1. レシピエント側の CD155分子の欠損が急性 GVHDを増悪させる。 

 まず、急性 GVHDにおいて、レシピエント側の DNAM-1リガンドである CD155の機能

を明らかにするために、CD155 遺伝子欠損マウスをレシピエントとした移植実験を行

った。致死量の全身放射線照射を行った野生型CB6F1またはCD155欠損CBF1に対して、

C57BL/6由来の5×106個の骨髄細胞ならびに 2×106個のT細胞を輸注したC57BL/6由

来骨髄細胞を野生型 CB6F1に輸注する実験を行い、GVHDを発症させないコントロール

とした。GVHDを発症させたCD155遺伝子欠損CB6F1は、GVHDを発症させた野生型CB6F1

に比べて、有意に体重が減少することが明らかとなった。また、CD155遺伝子欠損 CBF1

は、野生型 CBF1と比較して、有意に生存期間が短縮すること、病理学的にも急性 GVHD

の程度が強いことが明らかになった。以上より、レシピエント側の DNAM-1リガンドで

ある CD155を欠損させると、急性 GVHDが増悪することが明らかになった。 

 

 

2.レシピエントの CD155分子は、ドナーT細胞の増殖を抑制している。 

 次に、レシピエントのCD155がドナーT細胞に与える影響についての検討を行った。

ドナーを C57BL/6（ただし Ly5.1）とし、レシピエントを野生型 CBF1または CD155遺

伝子欠損 CBF1として移植実験を行った。すると、移植 5日目の段階で、脾臓における

ドナー由来 T細胞数（CD45.1陽性かつ CD45.2陰性）は、CD155遺伝子欠損レシピエン

トは野生型に比べて、有意に増加していることがわかった。従ってレシピエントの

CD155がドナーT細胞の増殖全体を抑制している可能性を示唆している。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

考察 

 鍋倉ら、小山らにより、DNAM-1が GVHDに関わっていることが示されたが、2つの主
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張は微妙に異なっている。鍋倉らは、ドナーCD8陽性 T細胞上の DNAM-1が細胞傷害活

性を増強させることで、GVHDを増悪させていることを示した 57, 58。一方で、小山らは

ドナーCD8陽性T細胞ではなく、ドナーのCD4陽性Foxp3陽性制御性T細胞上のDNAM-1

が制御性 T細胞の抑制能を減弱させていることを示した。この結論の相違は、実験系

の違いによるものである可能性も考慮されるが、一方で DNAM-1とそのペア受容体であ

る TIGIT、そしてそれらのリガンドである CD155と CD112の複雑な関係性を示した結

果でもあると考えられる。今回、我々はレシピエント側の CD155がドナーの T細胞を

抑制することで、急性 GVHDを抑制していることを示した。これは、小山らの見解に類

似した結論であるが、DNAM-1、TIGIT、CD155、CD112 の複雑な関係を解き明かしたこ

とにはなっていない。少なくとも今回の実験においては、CD155 遺伝子単独欠損マウ

スを使用しており、GVHDにおけるCD112の機能については全く明らかにできていない。

これは、CD112遺伝子欠損マウスが胎生致死であることに起因する 87。しかしながら、

特に NK 細胞において DNAM-1、TIGIT と CD112 の相互作用が明らかとなってきており
88, 89、今後の更なる検討が必要である。また、近年これまで注目されてこなかった、

CD155から見たDNAM-1以外のリガンドであるCD96の知見が明らかになりつつある 90, 91, 

92。特にNK細胞においては、CD96がCD155とDNAM-1の相互作用を妨げることで、DNAM-1

の細胞傷害活性を制御しているという報告がなされ 93、注目を集めている。 

 2014年にTIGITがFoxp3陽性制御性T細胞において重要な役割を果たしていること

が報告されて以来 60、その重要性を支持する報告が多数見られるようになった 61, 94, 95, 

96, 97 。今回の我々のリガンド側の CD155 に着目した研究が示すのは、恐らく制御性 T

細胞上の TIGITと抗原提示細胞側の CD155の相互作用の重要性である。即ち、抗原提

示細胞側の CD155と制御性 T細胞上の TIGITの相互作用が、急性 GVHDの抑制に重要で

あるという仮説を立てることが可能である。CD155欠損により DNAM-1へのシグナルも

減弱することが理論的に考えられるが、TIGIT のクローニングペーパーによると、

CD155と TIGIT の親和性は、CD155 と DNAM-1 のそれの 30倍以上であるとされており
59、CD155 欠損の表現形は、DNAM-1 側よりもむしろ TIGIT の機能を反映した形で現れ

ると考えられる。 

 発展的な研究として、GVL効果において、DNAM-1と TIGITからみた CD112の意義、

CD155 からみた CD96 の意義 98, 99, 100についても、今後検討していくことで、臨床への

応用の可能性が見えてくるかもしれない。 
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総括 

 本研究において以下の知見が得られた。 

 

1. 健常人血清中には可溶型 DNAM-1が存在している。（第一章） 

 

2. 同種移植患者血清中にも可溶型 DNAM-1 が同定される。可溶型 DNAM-1 と急性 GVHD

の発症は有意に関連する。（第一章） 

 

3. 移植前の血清可溶型 DNAM-1高値（30 pM以上）の症例は、有意に重症急性 GVHDを

発症した。（第一章） 

 

4. マウス GVHDモデルにおけるレシピエント側の CD155分子の欠損は、GVHDを増悪さ

せる。（第二章） 

 

5. マウス GVHDモデルにおいて、レシピエントの CD155分子は、ドナーの T細胞の機

能を抑制することで、GVHDを抑制している。（第二章） 

 

 

 第一章において、血清可溶型 DNAM-1が急性 GVHDのバイオマーカーとして有用であ

る可能性を示した。第二章において DNAM-1のリガンドである CD155が急性 GVHDにお

いて果たす役割について検討を行い、レシピエント側の CD155分子がドナーの T細胞

を制御する、という重要な役割を果たしている可能性が示唆された。 

 これらの知見は、DNAM-1、TIGITと CD155、CD112の相互作用が GVHDをはじめ、免

疫応答の制御に重要な役割を果たしていることの一端を示していると考えられる。 
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