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Blood 2017. submitted 

 

 

 

本研究の一部は以下の学会に発表した。 

1. Tomohiro Yamakawa, Daigo Hashimoto, Eiko Hayase, Shuichiro Takahashi, Miyono 

Miyazaki, Kenjiro Minomi, Yoshiro Niitsu, Masahiro Onozawa, and Takanori Teshima. 

Vitamin A-coupled liposomes carrying siRNA against HSP47 ameliorate skin fibrosis in 

chronic graft-versus-host disease.  

 

58th American Society of Hematology (ASH) Annual Meeting, Dec 5th, 2016, San Diego, 

California, USA



2 

 

緒言 

 

同種造血幹細胞移植は、難治性の血液悪性疾患に対して治癒の望める重要な治療法

である。移植後には様々な合併症が生じるが、なかでも移植片対宿主病 (graft-versus-host 

disease; GVHD) は、ドナーの移植片中に存在するアロ反応性のドナーT細胞が、レシピエ

ント組織のアロ抗原を認識して傷害する医原性疾患であり、しばしば致命的となる重大な合

併症である。近年の急性GVHDに対する予防・治療法の発展と支持療法の改善により、移

植後長期生存する患者が増加しており 1、相対的に慢性 GVHDの発症が増加している 2。

慢性 GVHD は、皮膚、肝臓、腸管、肺、唾液腺など様々な臓器を標的とし、患者の生活の

質に重大な影響を与える 3。慢性GVHDは、炎症反応の遷延による、組織の線維化を主病

態としている 4。慢性GVHDの治療は、副腎皮質ステロイドの全身投与が標準になっている

が、免疫抑制作用が強いため、感染症の発症や抗腫瘍性免疫の減弱を招く可能性があり、

治療成績は必ずしも満足のいくものではない5, 6。更に、副腎皮質ステロイドによる一次治療

が奏功しなかった場合の二次治療に関しては、標準的治療法が存在しないのが現状であ

る。以上より、慢性 GVHD に対して 、免疫抑制作用が少ない新規治療法の開発が急務で

あると言える。 

 

臓器線維症は、活性化線維芽細胞である筋線維芽細胞が、コラーゲン線維を過剰分泌

することで発症する 7。Heat shock protein 47 (HSP47) は、コラーゲン特異的分子シャペロン

であり、小胞体内のプロコラーゲンに結合し、コラーゲン生成と分泌において重要な役割を

担っている (Figure 1)
8, 9。HSP47活性が欠損すると、筋線維芽細胞におけるコラーゲン線

維の結束が障害されて異常構造となり、異常なコラーゲンは分泌されずに蓄積されて粗面

小胞体ストレスを生じて筋線維芽細胞のアポトーシスを誘導する 9。このことより、HSP47 は

線維化治療の理想的な治療標的と考えられる。近年開発された HSP47 small interfering 

RNA (siRNA) 含有ビタミン A 結合リポソーム (vitamin A coupled liposome containing 

HSP47 siRNA; VA-lip HSP47) は、筋線維芽細胞にHSP47 siRNAを特異的に送達するこ

とのできる、筋線維芽細胞を標的とした新規薬物送達システム (drug delivery system) であ

る 10。VA-lip HSP47は、動物実験モデルにおいて、肝硬変や慢性膵炎における膵臓線維

化、ブレオマイシン誘発肺線維症を改善することが示されており、現在肝硬変に対する臨

床治験が進行中である 10, 11。一方、VA-lip HSP47が皮膚線維化における皮膚筋線維芽細

胞を標的とし、皮膚線維化を改善できるか否かはこれまで検討されていない。本研究では、

マウス骨髄移植後の皮膚慢性GVHDモデルを用いて、VA-lip HSP47が皮膚筋線維芽細

胞を標的とし、皮膚線維化を改善させるか否かについて検討した。 

 

本研究の結果、慢性 GVHD の皮膚線維化病変において、マクロファージ依存性に、筋

線維芽細胞が集積しており、これらの筋線維芽細胞は HSP47 とともにビタミン A の受容体

であるRBP1を発現していることが判明した。また、VA-lip HSP47は、静脈内投与後、皮膚

線維化部位に特異的に集積し、正常皮膚には分布しないことが判明した。さらに本研究で

は、VA-lip HSP47は in vitroおよび in vivoで皮膚筋線維芽細胞のHSP47の発現を抑制す

ることが確認され、皮膚慢性 GVHD を発症したマウスに投与すると、有意に線維化を軽減

できることを発見した。VA-lip HSP47 は、皮膚正常部位でのコラーゲン量には影響せず、

また免疫再構築や血球生着にも影響しないことがわかった。こうした結果より、VA-lip 
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HSP47は、免疫抑制を起こすことなく、慢性GVHDの皮膚線維を特異的に抑制する、理想

的な治療法となることが判明した。 
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ノックダウン 
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蓄積による小胞

体ストレス 

粗面小胞体 

Figure 1. 小胞体内でのコラーゲン合成における HSP47の役割 
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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通りである。 

 CSF1R                  anti-colony stimulating factor 1 receptor 

-SMA                  alpha-smooth muscle actin 

DAPI                 4’,6-diamidino-2-phenylindole 

ER                        endoplasmic reticulum 

FCS                      fetal calf serum 

GVHD                   graft versus host disease 

Gy                        gray 

H&E      hematoxylin and eosin stain 

HSP47                 heat shock protein 47 

MT                      Masson trichrome 

PBS                      phosphate buffer saline 

RBP1                     retinol binding protein 1 

siRNA   small interfering RNA 

TGF-tumor growth factor- 

VA-lip HSP47   vitamin A coupled liposome containing HSP47 siRNA 

VA-lip scramble     vitamin A coupled liposome containing scramble siRNA 

VA-lip Dy647              Dy647 labeled vitamin A coupled liposome containing HSP47 
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実験方法 

 

マウス 

C57BL/6は日本クレア (東京、日本)、BALB/cマウスは、チャールズリバージャパン (横

浜、日本) より、B10.D2マウスは日本エスエルシー (静岡、日本) より雌 7週齢のものを購

入し、本学の動物実験施設にて飼育して、8 週齢以上のマウスを本実験に使用した。すべ

ての動物実験は、北海道大学動物実験に関する規定に従い、実施した (承認番号: 

12-0106, 13-0127)。 

 

皮膚慢性GVHDマウスモデル (Figure 2) 

ドナーとなるB10.D2もしくはBALB/cを麻酔後に安楽死させ 、脾臓および両側大腿骨・

脛骨・骨盤骨を採取した。脾臓はスライドガラス 2枚を使用してすりつぶし、70 mセルスト

レイナーを通した上で、50 mlチューブに移して細胞を採取した。大腿骨・脛骨・骨盤骨は

23ゲージ針と 1 ml注射器で骨髄を押しだして取り出し、18ゲージ針と 10 ml注射器で吸

引・吐出を繰り返し、攪拌した後に、70 mセルストレイナーを通して 50 mlチューブに細胞

を採取した。これらの細胞懸濁液中の赤血球を、red blood cell lysis buffer (BD Biosciences、

東京、日本) 2 mlを用いて 2分間溶血させた後、顕微鏡にてトリパンブルー法により細胞数

を計測した。レシピエント 1匹あたり、脾臓細胞 2.5 × 10
7細胞と骨髄細胞 8 × 10

6細胞を、リ

ン酸緩衝生理食塩水 (phosphate buffer saline; PBS) 250 lで希釈したものを移植片として

使用した。レシピエントのBALB/cマウスに、移植前処置として、放射線照射装置

MBR-1520R-4 (日立、東京、日本) を用いて、管電圧125 kV、管電流15 mA、焦点-テーブ

ル面距離 500 mm、フィルターはアルミニウム0.5 mm＋銅0.2 mmの設定にて、6 gray (Gy) 

単回の全身放射線照射を行い、2時間後に移植片を尾静脈内に注射した。ドナーを

B10.D2とした移植では、主要組織適合遺伝子複合体一致、マイナー組織適合性抗原不一

致となり、同種移植 (allogeneic) 群とした。BALB/cをドナーとして使用したものは、同系移

植 (syngeneic) 群とした 12。マウスは、特定病原体未感染にて、通常の餌と、オートクレー

ブ滅菌後に塩酸で pH 2.5に調整した酸性水を与えて飼育した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

BALB/c 

B10.D2 

全身放射線照射 6 Gy 

syngeneic群 

allogeneic群 

骨髄 8 × 10
6細胞 

脾臓  2.5 × 10
7細胞 

Figure 2. 皮膚慢性GVHD マウスモデル 

BALB/c 
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ブレオマイシン誘発皮膚線維症モデル 

C57BL/6をイソフルランにて麻酔し、背部皮膚を剃毛して注射部位にマーキングした。マ

ーキング部位を中心にして、PBSで溶解して 1 mg/mlに調整したブレオマイシン(日本化薬、

東京、日本) を 100 g、21 日間連日皮下注射した。このモデルでは、22 日目の時点で注

射部位に著明な皮膚線維化を呈した。 

 

抗 colony stimulating factor 1レセプターモノクローナル抗体(CSF1R)精製 

ハイブリドーマ (AFS98) を CELLine Bioreactor (Wheaton、Millville、USA) の中で、

PFHM-II Protein-Free Hybridoma Medium (Thermo Fisher Scientific、横浜、日本) の培養液

を用いて培養した。AFS98約 1 × 10
5個を PFHM-II 15 mlに浮遊させ、5 mlピペットを用い

て中層に入れた。ペニシリンとストレプトマイシンを添加した PFHM-Ⅱ培養液約１mlを上層

にいれて、37˚C、CO2 5%の条件で、培養フラスコ中層に細胞が充満するまでインキュベー

ターで培養した。培養が終了した後、中層の細胞液 15 mlを 50 mlチューブに回収した。

さらに中層内をPBS 5 mlで 2回洗い、洗浄液を回収した。総量約25 mlを 1000 G、4˚Cで

3分間遠心分離して細胞成分を沈殿させた。上清を回収し、10,000 G、4 ˚Cで 20分間遠心

分離した。上清を回収し、0.22 mフィルターに通して 50 mlチューブ 2つに分けた。等量

の飽和硫酸アンモニウムを vortex しながら少しずつ加えた。遠心用チューブ 8 本に分け、

冷蔵庫内で 1時間振盪した。10,000 G、4 ℃で 10分間遠心分離し、上清を破棄した。ペレ

ットにそれぞれ 1 mlずつ PBSを加えて回収し、更に 1 mlの PBSを加えた後、3つの遠心

チューブに3 mlずつ分けた。等量の飽和硫酸アンモニウム (WAKO、東京、日本) を振盪

しながら少しずつ加え、冷蔵庫内で 1時間 振盪した。10000 G、4˚Cで 10分間遠心分離し

た。上清を捨て、PBS 2.5 mlを加え、PD-10 カラム (GE Healthcare、東京、日本) で分子

量 5000 以上と 1000 以下の物質を分離し、高分子のモノクローナル抗体を脱塩化・回収し

た。10,000 G、4℃で 10分間遠心分離し、上清を回収して 0.22 mフィルターに通した後、

チューブに分注し、-80˚Cで凍結保存した。 

 

マクロファージ除去 

上記により精製したCSF1Rを、上記の同種骨髄移植後のマウスに1匹あたり0.5 mgを、

移植後 day +7から day +41まで週 3回、腹腔内注射した。 

 

VA-lip HSP47投与 

VA-lip HSP47 は、既報を元にして日東電工 (大阪、日本) にて合成された 10。HSP47 

siRNAと同一のヌクレオチド組成を持ちながら、特定の遺伝子のmRNAに結合しない核酸

配列にしたRNA (scramble siRNA) を含有するVA-lip (VA-lip scramble siRNA) を対照群

に投与した。VA-lip HSP47およびVA-lip scrambleは、ブレオマイシン誘発皮膚線維症モ

デルにおいてはday +1からday +21まで、皮膚慢性GVHDに対する予防投与では移植後

day +1から day +41まで、皮膚慢性GVHDに対する治療投与では day +21から day +41ま

で、4.5 mg/kgを週3回、後眼窩静脈叢から静脈内投与した。ブレオマイシン誘発皮膚線維

症モデルでは day +21に、慢性GVHDモデルでは day +42に安楽死させ、皮膚を採取し

た。 

 

VA-lip HSP47の分布の検討 
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静脈注射後のVA-lip HSP47の皮膚への分布を検討するため、日東電工より提供された、

蛍光色素Dy647含有VA-lip HSP47 (Dy647 labeled vitamin A coupled liposome containing 

HSP47; VA-lip Dy647) を用いた。上記の方法で、ブレオマイシン誘発皮膚線維症を発症

させた後、22日目にVA-lip Dy647を 1回 4.5 mg/kg、2時間毎に計 3回静脈注射した。最

終投与の 1時間後に安楽死させ、背部のブレオマイシン注射部位と、非注射部位の皮膚を、

除毛した後に皮下脂肪組織も含めて剥離・切除した。皮膚サンプルは 4 % パラフォルムア

ルデヒド 5 mlに一晩浸軟させ、その後に 30%スクロースにて置換した。O.C.Tコンパウンド

(Sakura Finetek Japan、東京、日本)に漬けて-80 ˚Cで凍結させた後、クリオスタットHM550 

(Thermo Fisher Scientific)を用いて、7 m の薄切凍結標本を作成した。1 g/mL の 

4’,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI、Dojindo、熊本、日本)を 100 l添加し、室温、15分間、

遮光して核染色を行い、その後、共焦点レーザー顕微鏡 FV-1000 (Olympus、東京、日本)

を用いて観察した。  

 

慢性GVHDの組織学的検討 

4%パラフォルムアルデヒドは、以下の手順にて作成した。三角フラスコに脱イオン水 250 

mlを入れ、ヒーターで約80℃に加熱したものに、パラフォルムアルデヒド(Merck, Darmstadt, 

Germany)20 gを入れ、攪拌する。溶液が透明になるまで、1.25規定水酸化ナトリウムを滴下

し、その後氷冷する。0.2 M PBSを作成し、4℃で氷冷したものを 250 ml加えて混ぜ合わせ、

濾過する。採取した皮膚を、4%パラフォルムアルデヒドで一晩固定後に、札幌総合病理研

究所 (札幌、日本) に標本作成と、ヘマトキシリン・エオジン (hematoxylin and eosin, H&E) 

染色とマッソン・トリクローム (Masson trichrome stain, MT) 染色を依頼した。 

オールインワン蛍光顕微鏡 BZ-9000 (Keyence、大阪、日本) を用いて、10 × /0.30 NA対

物レンズにての画像を撮影した。皮膚病理スコアは、真皮の線維化、脂肪組織喪失、炎症

細胞浸潤、表皮間質変化、毛包喪失の 5項目において、それぞれ 0-2点で評価し、合計し

たものを用いた 13。皮膚厚 (skin thickness) は、表皮最下層から皮下脂肪組織直上までを

無作為に 5カ所で測定し、平均値を用いた。また、慢性GVHDモデルでは、皮膚以外にも

涙腺、肺、肝臓を同様に固定し、切片を作成してH＆E、MT染色にて組織学的評価を行っ

た。 

 

線維芽細胞培養 

マウスの皮膚線維芽細胞の単離と培養を行った。BALB/cの背部を剃毛し、除毛クリーム

を用いて除毛した後に、皮下脂肪組織も含めて 3 cm四方大の皮膚片を採取した。皮下脂

肪を剥離し、ポピドンヨードで消毒後、洗浄した。5 mg/mlの濃度にてタイプⅣコラーゲナー

ゼ (Sigma Aldrich Japan、東京、日本) を添加した培養液 Dulbecco’s Modified Eagle’s 

Medium (Sigma Aldrich Japan) を 2 ml加えた。ハサミで皮膚片を 1 mm大程度に切り刻み、

インキュベーターにて 37˚C、CO2 5%の条件で 1時間反応させた。10%ウシ胎児血清 (fetal 

calf serum; FCS) 添加培養液2 mlを加えて酵素反応を止め、1000 Gで遠心分離し、上清を

ピペットで吸引・破棄した。10% FCS添加培養液10 mlを加え、再度同条件で遠心分離して

上清を破棄した。10% FCS添加Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium を 10 ml加えて、6 

cm培養皿に 5 mlずつ分割し、37˚C、CO2 5%にて培養した。2、3日後に、培養皿底部に接

着細胞が出現したら、培養液を破棄・交換した。細胞がコンフルエントになり次第、以下の

手順にて継代した。培養液を吸引・破棄し、10倍に希釈したトリプシンEDTA溶液 (Thermo 
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Fisher Scientific) を3～5 ml添加し、37˚C、CO2 5%で2分間反応させた。顕微鏡にて、接着

していた線維芽細胞が遊離していることを確認し、10% FCS添加培養液を 3～5 ml添加す

る。ピペットにて攪拌しながら吸引し、50 mlチューブに移した。4˚C、215Gで 3分間遠心分

離し、上清を破棄する。10% FCS添加培養液を調整して加え、2～3個の 6 cm細胞培養デ

ィッシュに細胞溶液を 3～5 mlずつ移す。この際、1つの 6 cm細胞培養ディッシュあたり、

細胞数5 × 10
3個を播種した。37˚C、CO2 5% で培養し、継代を3、4回行った細胞を実験に

使用した。マウス皮膚線維芽細胞株NIH/3T3は、同様に 10% FCS添加培養液内で 37˚C、

CO2 5%で培養し、上記と同様に1つの6 cm細胞培養ディッシュあたり、細胞数5 × 10
3個を

播種し継代した。 

 

In vitro HSP47抑制実験 

上記のように培養した線維芽細胞、またはマウス線維芽細胞株である NIH/3T3 を、96 ウ

ェルプレートに 1ウェルあたり 5 × 10
3個ずつ播種し、細胞が培養ウェルの底全体に広がる

まで 3、4日間培養した。その後、 FCS非添加の培養液に変更して 12時間培養し、同じく

FCS非添加培養液に recombinant human tumor growth factot-1 (TGF-1) (R&D Systems、

Minneapolis、USA) を5 ng/mlで添加した。VA-lip HSP47 およびVA-lip scrambleを50 nM

ずつ加え、12時間培養する。培養液を破棄してウェルを PBSにて洗浄し、接着している細

胞を ISOGENⅡ (NIPPON GENE、東京、日本) 500 lにて剥離・回収しRNA抽出を行っ

た。 

 

RNA抽出、相補的DNA (cDNA) の作成 

ISOGENⅡ500 lに入った細胞を 1.5 mlチューブに移した。RNase-free waterを 200 l

加えて撹拌し、室温で5分間静置させた。4℃，12000 Gで15分間遠心分離を行い、分離し

た上清 500 lを新しいチューブに移した。2 lのエタ沈メイト (NIPPON GENE) と 500 l

の 2-プロパノール (WAKO) を添加し，vortex でよく混合させた後、室温で 10分間静置し

た。4˚C，12000 Gで15分間遠心分離を行い，上清を破棄した。1 mlの75%エタノールを添

加し，撹拌せず 4˚C，12,000 Gで 15分間遠心分離をした。これを 2回くり返した後，真空ア

スピレーターを用いてペレットを乾燥させ，RNase-free waterを加え，60˚Cで15分間温めた。

NanoDrop (Thermo Fisher Scientific) を用いてRNA量を測定した。RNA 1000 ngを用いて

各サンプルから cDNAを作製した。cDNA作製には ReverTra Ace qPCR RT Master Mix 

with gDNA Remover (Toyobo、大阪、日本) を使用した。作製方法は，まず RNA 1000 ng

を RNase-free waterを用いて 12 lに調整し，4 × DN Master Mix (Toyobo) 4 lを加えて

37℃で 5分間インキュベートしゲノムDNA除去反応を行った。次に 5 × RT Master Mix II 

(Toyobo) を 4 l加え，37℃で 15分間，50˚Cで 5分間，98˚Cで 5分間インキュベートし，

サーマルサイクラーT100™ (BIORAD、東京、日本) を使用して逆転写反応を行った。反

応終了後は-20˚Cで保存した。皮膚組織の cDNA作成では、麻酔下でマウスの皮膚片を採

取し、すぐに ISOGENⅡ500 lの入った 3.8 mlクライオチューブに入れた。Tissue Ruptor 

(QIAGEN, Hulsterweg, Holand) を用いてホモジナイズした後、1.5 mlチューブに移した。

その後の手順は上記と同様に行い、cDNAを作成した。 

 

 

定量リアルタイム PCR  
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Mouse Hsp47とGapdh に対するプライマー・プローブセットを、Sigma Aldrich Japanより

購入し、TaqMan Universal PCR master mix (Thermo Fisher Scientific) と Step One Plus 

(Thermo Fisher Scientific) を用いて定量リアルタイム PCRを行った。使用したプライマーと

プローブの配列は、以下である。 

 

Mouse Hsp47 (Serpinh1):  

 forward primer  5’-CTGCTTGTGAACGCCATGTTC-3’ 

 reverse primer  5’-TCACCATGAAGCCACGGTTG -3’ 

 probe   5’-6 -AGCCACACTGGGATGAGAAGTTTCACCA-TAMRA-3’ 

 

Mouse Gapdh 

 forward primer  5’-TGTCAAGCTCATTTCCTGGTATGA -3’ 

 reverse primer  5’-TTGGGATAGGGCCTCTCTCTTGC -3’ 

 probe 5’-6-TGGTGGACCTCATGGCCTACATGGCC-TAMRA-3’ 

 

定量PCRの手順は次のように行った。2 × Master Mix 25 l、20 × DNAプライマー 2.5 l、

DEPC 処理水 12.5 l、cDNA 2 l、DEPC 処理水 8 l を混合し、計 50 l とした。

MicroAmp®Optical 96-Well Reaction Plate (Thermo Fisher Scientific)に、3ウェルに 15 lず

つ複製して添加した後シールし、StepOnePlus™ (Thermo Fisher Scientific) にて、94˚C・30

秒間、55˚C・30秒間、72˚C・1分間を 1サイクルとし、50サイクルの定量リアルタイム PCRを

行った。各検体のHsp47の発現量は、Gapdhの発現によって標準化し、CT法を用いて算

出した。 

 

コラーゲンアッセイ 

皮膚サンプルは、デルマパンチ (NIPRO、大阪、日本) を用いて、直径 5 mmの円盤状

に採取した。皮下脂肪組織を入念に除去し、3.8 ml クライオチューブに入れた。0.1 mg/ml

ペプシン添加0.5 M酢酸2 mlに入れてTissue Ruptor (QIAGEN) を用いてホモジェナイズ

し、4℃・48時間反応させた。Sircol Collagen Assay kit (Biocolor、Northern Ireland、UK) を

用いて可溶性コラーゲンを抽出した。まず、上記サンプルを 4˚C、105 G、10分間遠心分離

し、上清100 lを1.5 mlチューブに移した。検量線描出用のbovine tail collagenを50、100、

150、200、300 g/mlで 100 lずつ 調整した。これらに、Dye Reagent 1 mlを加え、室温で

30分間、静かに攪拌した。4˚C、12000 G、10分間で遠心分離し、上清を破棄してチューブ

内面のDye Reagentも除去した。Acid-Salt Wash Reagent 750 lを加え、4˚C、12,000 G、10

分間で遠心分離し、上清を破棄してチューブ内面に付着している色素もキムワイプにて除

去した。Alkali Reagent 250 lを加え、攪拌して溶液が均一になるようにする。96ウェルプレ

ートに 100 lずつ入れ、GloMax-Multi Luminescence System (Promega、東京、日本) を用

いて、555 nm の吸光度を測定した。スタンダードカーブ用サンプルの吸光度より、サンプ

ルのコラーゲン量(collagen volume)を算出した。 

 

ハイドロキシプロリンアッセイ 

コラーゲンアッセイの際と同様に採取した皮膚サンプルを、マイティバイアル (マルエム、

大阪、日本) に入れ、滅菌水を 750 l加えた。Tissue Ruptor (QIAGEN) にてホモジェナイ

ズし、750 lの12規定塩酸を加え、キャップを閉めてビニルテープでシールした。キムタオ
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ルとアルミホイルで包み、120˚C・24時間dry heatingを行った。サンプルを室温で15分冷却

し、1.5 mlチューブに移した。12000 G、10分間遠心分離し、上清を0.33 mフィルターにか

け、500 l分を新しいチューブに移した。500 lの 6規定水酸化ナトリウムを加え、vortexし

た後に氷冷した。そこから100 lを取り、別の1.5 mlチューブに移した。スタンダードカーブ

用のハイドロキシプロリンを 1.5 mlチューブに取り、0、2、4、6、8、10 gになるように調整し

た。これらに、chloramin T溶液 (chloramineT, dH2O, n-propanol, citric acid buffer) を 400 l

ずつ加えて vortex し、20 ˚C・20 分間、遮光して反応させた。400 l の Ehrlich’s 溶液 

(4-DMAB, 70% perchloric acid, n-propanol) を加えてVortexし、65˚C・15分間、遮光して反

応させた。1分間氷冷し、サンプルを 96ウェルプレートに移して、コラーゲンアッセイと同様

に、GloMax-Multi Luminescence System (Promega) を用いて、550 nmの吸光度を測定して、

定量した。 

 

蛍光免疫染色 

7 m厚のパラフィン切片を、100%キシレンに5分間を3回、100%エタノールに 3分間を

3回、95% エタノールに 3分間、80%エタノールに 3分間、70%エタノールに 3分間、精製

水に3分間を2回、PBSに3分間それぞれ浸し、脱パラフィンした。Target Retrieval Solution, 

Citrate pH6 (DAKO、東京、日本) 20 mlと脱イオン水 180 mlをビーカーに入れる。その中

に、脱パラフィンしたスライドガラスを入れ、105˚C、20 分間オートクレーブして抗原不活化

を行った。ブロックエース (DS Pharma Biomedical、大阪、日本) にて 10倍に希釈したヤギ

血清を 100 lずつ添加し、室温 30分間静置してブロッキングを行った。PBSにて洗浄後、

1次抗体反応を行った。1次抗体は、Rabbit polyclonal anti-retinol binding protein 1 antibody 

(RBP1: Abcam、Cambridge、UK), Rabbit polyclonal anti-HSP47 antibody (Abcam), Rabbit 

polyclonal anti-TGF- antibody (Abcam), mouse polyclonal biotinylated anti--smooth muscle 

actin antibody (-SMA: Abcam) を200倍希釈したものを100 lずつ添加し、湿潤箱の中で

4˚C、1 晩反応させた。新鮮凍結切片は、4%パラフォルムアルデヒドで 10 分間固定後、Rat 

monoclonal biotinylated anti-F4/80 antibody (BioLegend、San Diego、USA) を 200倍希釈し

て、室温・2時間で 1次抗体反応を行った。PBSで洗浄後、2次抗体反応を行った。2次抗

体は、anti-Rabbit IgG Alexa Fluor 488、anti-Rabbit IgG Alexa Fluor 555, Streptavidin Alexa 

Fluor 555 (Thermo Fisher Scientific) を 400倍希釈し、100 lずつ添加して室温、1時間、遮

光して反応させた。PBSで洗浄後、1 g/mLのDAPIを100 l添加し、室温、15分間、遮光

して反応させた。PBSで洗浄後、フルオロゲル(VWR, Radnor, USA)1滴を滴下後にカバー

ガラスで閉じた。画像は、共焦点レーザー顕微鏡 FV-1000 (Olympus) にて、20× /0.75 NA

もしくは 40× /1.30 NA 対物レンズを使用して撮影した。蛍光染色の定量的解析では、

Aperio Image Scope software (Aperio、Vista、USA) を使用して、真皮内の陽性細胞を設定

面積あたりのピクセル数で計測した 14。 

 

フローサイトメトリー 

慢性 GVHD マウスから胸腺、脾臓を採取し、10% FCS 添加 RPMI1640 培地 (Thermo 

Fisher Scientific) に入れた。胸腺は 70 mセルストレイナー上で 3 mLシリンジ用のプラン

ジャーを用いてすりつぶし、フローバッファー (1× PBS+4%FCS) で洗浄して細胞混濁液

を作成した。脾臓はスライドガラスですりつぶし、70 m セルストレイナーを通した。それぞ

れの細胞混濁液を 4˚C、485 G、5分間遠心した。胸腺は、遠心後に上清を捨て、ペレットを
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フローバッファーで攪拌しフローチューブに移した。脾臓は、遠心後に上清を捨て、ペレッ

トに 2 mLの 1×  red blood cell lysis buffer (BioLegend) を加え、2分静置した後にフローバ

ッファーを8 ml加えて、4˚C、485G、5分間遠心分離し、上清を除去した後、フローチューブ

に移した。1検体あたり、40 lのフローバッファーに、下記の抗体を 200倍希釈になるよう

に添加し、抗体カクテルを作成した。胸腺細胞の染色には、Phycoerythrin 標識抗マウス

CD8 抗体  (BD Biosciences), Phycoerythrin-Cyanin7 標識  anti-mouse CD4 antibody 

(BioLegend) を使用。脾細胞の染色には、Fluorescein isothiocyanate標識anti-mouse TCR-β 

antibody (BD Biosciences), Peridinin Chlorophyll Protein Cyanin5.5標識 anti-mouse CD11b 

antibody (BD Biosciences), Phycoerythrin-Cyanin7 標識 anti-mouse CD4 antibody 

(BioLegend), Allophycocyanin-Cyanin7標識 anti-mouse B220 antibody (BD Biosciences), 

Biotin anti-mouse CD229.1 antibody (BD Biosciences) を使用。胸腺、脾臓の細胞混濁液 5 

× 10
4細胞ずつを300 G, 4 ˚Cで 5分間遠心分離して、上清を捨てペレットにし、抗体カクテ

ルを 40 Lずつ添加し、遮光、4˚C、30分間静置した。静置後、細胞混濁液にフローバッフ

ァーを 1 mL加え攪拌し、485 G, 4˚C, 5分間遠心分離して上清を捨て、0.2 g/mL DAPI溶

液をフローバッファーにて 2倍希釈して加えた。BD FACSCantoⅡ(BD Biosciences) により

フローサイトメトリーを行った。 

 

統計解析 

データ比較には、Mann-Whitney U test を用いた。生存率解析では、Kaplan-Meier 

methodを用いてプロットし、log-rank testにて比較した。解析には、Prism software version 6 

(GraphPad、La Holla、USA) を使用した。P値は、*P < 0.05, **P <0.01と定義した。 
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結果 

 

慢性GVHDの皮膚線維化部位には、HSP47陽性の筋線維芽細胞が集積する 

肝硬変や全身性硬化症、慢性 GVHD などの種々の線維症において、筋線維芽細胞は

過剰なコラーゲンを分泌し、線維化の発症に寄与している 15,16。我々はまず、慢性 GVHD

による皮膚線維化病変に筋線維芽細胞が集積しているか否かを検討するため、マウスの皮

膚慢性GVHDモデルを作成した。レシピエントであるBALB/cマウスに、6 Gyの全身放射

線照射で前処置を行った後、BALB/c (syngeneic群) もしくは B10.D2 (allogeneic群) から

採取した 2.5 × 10
7個の脾臓細胞と 8 × 10

6個の骨髄細胞を尾静脈から静脈注射した。移植

後 day +42に皮膚サンプルを採取し、パラフィン切片を作成後にH＆E染色を行ったところ、

allogeneic 群では毛包や脂肪層の減少、表皮肥厚、真皮の線維化などの典型的な慢性

GVHDの像が見られた (Figure 3)。MT染色を行ったところ、allogeneic群で著明なコラー

ゲン沈着がみとめられ、慢性 GVHD による皮膚線維化が起こることが確認された。一方、

syngeneic群ではこうした変化は認められなかった。 

 

 

 

 
 

Figure 3. 移植後の皮膚のH&E染色及びMT染色 

レシピエントマウス (BALB/c) に 6 Gy の放射線照射を行い，その後 BALB/c（Syngeneic

群）またはB10.D2（Allogeneic群） ドナーから採取した 8 × 10
6個の骨髄細胞と 2.5 × 10

7個

の脾細胞を同日経静脈的に投与した。移植 day +42の皮膚のH&E染色 (上) とMT染色 

(下)。Syn; syngeneic群、Allo; allogeneic群、倍率 20倍、Scale bar; 50 m。 
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肺、肝臓も同様に day +42に採取し、MT染色を行って観察したが、いずれも syngeneic

群に比較して allogeneic群において明らかなコラーゲン増殖は認めず、本モデルでは皮膚

の線維化が特異的に発症するモデルであることが確認された (Figure 4)。 

 

 

         

 
  

Figure 4. 移植後の肝臓、肺のMT染色 

骨髄移植は、Figure 3と同様に施行し、day +42の肺・肝臓を採取した。パラフィン切片作成

後に、MT染色を行った。Syn; syngeneic群、Allo; allogeneic群、倍率 10倍、Scale bar 100 

m。 

 

 

 

筋線維芽細胞のマーカーである-SMA と、コラーゲン特異的分子シャペロンである

HSP47を、多重蛍光免疫染色法を用いて観察したところ、Allogeneic群では真皮に-SMA

陽性の筋線維芽細胞が集積していた。こうした筋線維芽細胞は HSP47 も発現しており、皮

膚慢性GVHDの線維化病変には、HSP47を発現する筋線維芽細胞が集積していることが

確認された (Figure 5A)。次に慢性 GVHD の皮膚病変に集積する筋線維芽細胞が、

VA-lip HSP47の選択的な標的となりうるか否かを検討するため、ビタミン Aの膜型受容体

である RBP1 の発現を、-SMA の発現とともに多重蛍光免疫染色法で観察した。-SMA

陽性の筋線維芽細胞は、RBP1も共発現しており、こうした-SMA陽性・HSP47陽性・RBP1

陽性の筋線維芽細胞は、VA-lip HSP47の標的となりうると予測された (Figure 5B)。一方、

GVHD を発症しない syngeneic 群のレシピエントの皮膚には、-SMA・HSP47・RBP1 の染

色は認められず、 筋線維芽細胞が集積していないことが確認された。 
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Figure 5. 移植後の皮膚の筋線維芽細胞の蛍光免疫染色 

骨髄移植はFigure 3と同様に施行。移植後day +42に採取した皮膚から凍結切片を作成し

た。(A) HSP47 (緑) と-SMA (赤) の多重免疫染色を行い、DAPI (青) で行った核染色と

ともに示している。上の写真の白い長方形の部分を拡大し、それぞれの写真の下に示して

いる。(B) 上記の皮膚切片を用いて RBP1 (緑) と-SMA (赤) の多重免疫染色を行い、

DAPI (青) で行った核染色とともに示している。Syn; syngeneic群、Allo; allogeneic群、倍率

20倍、Scale bar; 50 m。 

 
 

 

CSF1R依存性マクロファージにより、慢性GVHDの皮膚線維化部位へ筋線維芽細胞が集

積する 

マクロファージは筋線維芽細胞の分化に必要なサイトカインである TGF-を産生すること

が知られており、皮膚慢性GVHDでの筋線維芽細胞集積における、マクロファージの役割

について検討した。移植後day+42日後の皮膚の免疫染色にて、HSP47とマクロファージの

マーカーである F4/80 を観察した結果、慢性 GVHD を発症した allogeneic 群の真皮には

Syn Allo 

A 

B 
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HSP47陽性の筋線維芽細胞と、F4/80陽性のマクロファージが集積していた (Figure 6)。筋

線維芽細胞はマクロファージと接するように分布しており、マクロファージが筋線維芽細胞

の集積に重要な役割を果たすことが予測された。マクロファージの分化・生存には CSF1 レ

セプターのシグナルが重要であることが知られているが、同種移植後レシピエントマウスに、

CSF1R 0.5 mg を、週 3 回、腹腔内投与したところ、allogeneic 群で皮膚に集積していた

F4/80 陽性マクロファージが除去されていた。allogeneic 群にCSF1R を投与した群では、

マクロファージとともにHSP47陽性の筋線維芽細胞も消失していた。 

 

 

 
 

Figure 6. 移植後CSFR を投与した皮膚のマクロファージと筋線維芽細胞の蛍光免疫染

色 

骨髄移植は Figure 3と同様に施行。移植後レシピエントマウスに、CSF1R 0.5 mgを、週 3

回、腹腔内投与した。移植後 day +42に採取した皮膚から凍結切片を作成し、HSP47 (緑) 

と F4/80 (赤) の多重免疫染色を行い、DAPI (青) で行った核染色とともに示している。上

の写真の白い長方形の部分を拡大し、それぞれの写真の下に示している。Syn; syngeneic

群、Allo; allogeneic群、倍率 20倍、Scale bar; 50 m。 

 

 

Figure 6 の免疫染色の結果を用いて、マクロファージや筋線維芽細胞の集積を定量す

るためAperio Image Scope software (Aperio) を使用して解析した。単位面積あたりの陽性

ピクセル数を定量化し、それぞれ比較したところ、allogeneic群では syngeneic群に比較して、

F4/80 と HSP47の陽性ピクセル数が増加しており、皮膚慢性GVHDの病変では、マクロフ

ァージと筋線維芽細胞の両方が集積していることが確認された。CSF1Rの投与でマクロフ

ァージを除去すると、HSP47 の陽性ピクセル数が有意に減少することが確認された 

(Figure 7)。 これらの結果より、皮膚慢性 GVHD での筋線維芽細胞の集積は、マクロファ

ージの浸潤に依存していることが解明された。 
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Figure 7. 移植後の皮膚の F4/80とHSP47の陽性ピクセル数 

多重免疫染色を Figure 6と同様に行った。画像を撮影後、Aperio Image Scope softwareを

用いて、単位面積あたりの F4/80 および HSP47 染色の陽性ピクセル数を測定した。Syn；

syngeneic群、Allo：allogeneic群、Allo+CSF1R；allogeneic+CSF1R群、各群 n=7-10。デー

タは平均値と標準誤差で示している。*P <0.05、**P <0.01。 

 

 

また、免疫染色にて TGF-の蛍光免疫染色を行ったところ、allogeneic 群の皮膚におい

て、線維化関連サイトカインである TGF-が増加していたが、CSF1R 投与でマクロファー

ジを除去すると、その産生が抑制されていた (Figure 8)。これらの結果より、線維化部位へ

の HSP47陽性筋線維芽細胞の集積において、CSF1R依存性マクロファージによる TGF-

産生が重要な役割を果たすことが示された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A B 



17 

 

 

 
Figure 8. 移植後の皮膚の TGF蛍光免疫染色 

骨髄移植は Figure 3と同様に施行。移植後レシピエントマウスに、CSF1Rモノクローナル

抗体を 0.5 mgで、週3回、腹腔内投与した。移植後day +42に採取した皮膚からパラフィン

切片を作成し、TGF- (赤)、DAPI (青) の多重免疫染色を行い、DAPI (青) で行った核染

色とともに示している。Syn；syngeneic群、Allo；allogeneic群、Allo+CSF1R；

allogeneic+CSF1R群。倍率 20倍、Scale bar: 50 m。 

 

 

VA-lip HSP47は、in vitroにてTGF-刺激による線維芽細胞のHSP47発現上昇を抑制す

る 

慢性GVHDの真皮に RBP1陽性筋線維芽細胞が集積することより、VA-lip HSP47は皮

膚慢性GVHDの線維化病変に集積する筋線維芽細胞の HSP47をノックダウンし、皮膚線

維化を改善すると仮説を立てた。まず、in vitro にて VA-lip HSP47 が筋線維芽細胞の

HSP47 をノックダウンするかを検証した。ナイーブマウスの皮膚線維芽細胞を分離・培養し、

recombinant  human TGF-を添加して12時間刺激すると、Hsp47の発現が有意に上昇し、

筋線維芽細胞へ分化した。この培養細胞に VA-lip HSP47 を添加すると、TGF-介在の

Hsp47 mRNA 上昇が抑制されるが、VA-lip scramble siRNA では抑制されなかった 

(Figure 9)。同様の結果は、マウス胎児線維芽細胞のNIH/3T3を用いても得られた。 
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Figure 9. 皮膚線維芽細胞とNIH/3T3におけるHSP47 mRNA発現量 

マウスの皮膚線維芽細胞を分離したものと、マウス胎児線維芽細胞の NIH/3T3 を培養・継

代した。Control；TGF-刺激なしの群 (n=3)、VA-lip(-)；TGF-刺激のみの群 (n=3)、

Scramble；TGF-刺激とVA-lip scramble投与群 (n=3)、siRNA；TGF-刺激とVA-lip HSP47

投与群 (n=3)。データは、同様の結果の 2 実験のうちの 1 つを、平均値と標準誤差で示し

ている。*P <0.05 

 

VA-lip HSP47は静脈内投与後皮膚線維化部位に特異的に分布する 

VA-lip HSP47 が皮膚線維化部位の筋線維芽細胞に特異的に分布するかを検証するた

めに、ブレオマイシン皮下注射で局所的な皮膚線維化を引き起こしたマウスに、VA-lip 

Dy647を投与して生体内分布を調べた。C57BL/6の背部皮膚に、1 mg/mlに調整したブレ

オマイシン (日本化薬) を 100 g、21 日間連日皮下注射して、局所的な皮膚線維化を発

症させた後、day +22に、VA-lip Dy647 4.5 mg/kgを、2時間毎に計 3回静脈注射した。最

終投与の 1時間後に、除毛した背部のブレオマイシン注射部位と、非注射部位の皮膚を採

取し、DAPI で染色した後に観察した。VA-lip Dy647 は、皮膚線維化部位に分布していた

が、同一マウスの皮膚正常部位には分布しなかった (Figure 10)。 

 

 

 

                            
Figure 10. ブレオマイシン誘発皮膚線維症モデルにおけるVA-lip Dy647の生体内分布 

ブレオマイシン誘発皮膚線維症モデルで、day +22にVA-lip Dy647 4.5 mg/kgを、2時間毎

に計3回静脈注射した。最終投与の 1時間後に、除毛した背部のブレオマイシン注射部位

と、非注射部位の皮膚の凍結切片を作成し、DAPI (青) による核染色後、VA-lip Dy647 

(緑) の分布を観察した。Intact skin；正常皮膚、Fibrotic lesion；同一マウスのブレオマイシン

注射部位。倍率 20倍 (左、中) 、40倍 (右) 、右は中の白い長方形部位を拡大したもの。

Scale bar; 50 m。 
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ブレオマイシンによる局所的な皮膚線維化を持つマウスにVA-lip HSP47を週 3回、day 

+2から day +21まで、3週間投与して day +22にコラーゲンアッセイを行って、正常皮膚と

線維化皮膚のコラーゲン量を測定した。VA-lip HSP47は、線維化部位のコラーゲン量を正

常化したが、同一マウスの正常部位のコラーゲン量は変化させなかった (Figure 11)。 

 

 

 
Figure 11. ブレオマイシン誘発皮膚線維症モデルのコラーゲン量 

ブレオマイシン誘発皮膚線維症モデルに、VA-lip HSP47を週3回、day +2から day +21、3

週間投与して day +22 に、皮膚を採取し、コラーゲン量を測定した。Intact；正常皮膚、

Fibrosis； 同一マウスのブレオマイシン注射部位。2 実験を組み合わせており、VA-lip 

HSP47投与群 (n=9)、非投与群 (n=17)としている。データは平均値と標準誤差で示してい

る。**P < 0.01、 N.S.; not significant. 

 

VA-lip HSP47は慢性GVHDの皮膚線維化を改善する 

 次に、VA-lip HSP47の in vivoでの効果を検証した。前述した骨髄移植モデルを用いて、

VA-lip HSP47を移植後 day +1から週 3回、4.5 mg/kgで静脈注射した。Day +42に皮膚を

採取して免疫染色を行った。免疫染色では、syngeneic群と比較して allogeneic群では

HSP47の発現が亢進しており、VA-lip HSP47投与により、HSP47がノックダウンされていた

(Figure 12)。VA-lip scramble siRNAを投与した群では、このノックダウンが見られなかっ

た。 
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Figure 12. 皮膚慢性GVHDに対するVA-lip HSP47予防投与後の皮膚HSP47免疫染色 

Figure 3と同様に移植したマウスに、VA-lip HSP47もしくはVA-lip scramble siRNAを週 3

回、day +1から day +41に投与し、day +42に皮膚サンプルを採取した。皮膚サンプルの、

HSP47 (赤) の免疫染色をDAPI (青) で行った核染色とともに示している。Syn; syngeneic

群、Allo; allogeneic群、Allo+Scramble； allogeneic+VA-lip scramble群。倍率 40倍、Scale 

bar; 50 m。 

 

免疫染色の画像を使用して、HSP47陽性ピクセル数を定量化すると、allogeneic群でみら

れる HSP47の上昇が、VA-lip HSP47投与で有意に抑制されていることが判明した。 

(Figure 13)。 

 

 

 
Figure 13. 皮膚慢性GVHDに対するVA-lip HSP47予防投与後の皮膚HSP47陽性ピク

セル数 

Figure 12. と同様に単位面積あたりの HSP47 陽性ピクセル数を定量した。Syn：syngeneic

群 (n=5)、Allo：allogeneic群 (n=8)、Allo+Scramble：allogeneic+VA-lip scramble群 (n=7)、

Allo+VA-lip HSP47：allogeneic+VA-lip HSP47群 (n=6)。データは同様の結果の 3実験の

うち 1つを示しており、平均値と標準誤差で表示している。*P < 0.05 

 

さらに皮膚から cDNAを抽出し、定量PCRを行うことで、allogeneic群でのHsp47の発現

亢進とVA-lip HSP47による発現抑制を確認しようとしたがが、syngeneic群とAllogeneic群

の間に有意差が得られず断念した (Figure 14)。これは、allogeneic群にて、皮膚に大量に

リンパ球が浸潤していることにより、cDNAを定量して作成する際に影響を与えていたことが

原因と考えられる。 
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Figure 14. 移植後の皮膚のHSP47発現 (定量PCR) 

Figure 3と同様に移植を行い、day+42の皮膚から cDNAを作成し、Hsp47 mRNAの定量

PCRを行った。Syn； syngeneic群 (n=14)、Allo；allogeneic群 (n=27)。 データは 3実験の

結果を組みせたもので、平均値と標準誤差で示した。 N.S.; not significant. 

 

また、Figure 5Bで示しているとおり、皮膚慢性GVHDの線維化病変に集積する筋線維

芽細胞は, RBP1を発現しているが、 VA-lip HSP47の投与によって、allogeneic群での

RBP1陽性細胞の増加が見られなくなることが判明し、VA-lip HSP47は皮膚慢性GVHDを

発症したマウスの皮膚の筋線維芽細胞に取り込まれて、HSP47の発現を抑制するのみなら

ず、筋線維芽細胞そのものを減少させていることが判明した (Figure 15)。 

 

 

 
Figure 15  皮膚慢性GVHDに対するVA-lip HSP47予防投与後の皮膚RBP1免疫染色 

Figure 1と同様に移植したマウスに、VA-lip HSP47もしくはVA-lip scramble siRNAを週 3

回、day +1から day +41に投与し、day +42に皮膚サンプルを採取した。皮膚サンプルの、

RBP1 (緑) の免疫染色を、DAPI (青) で行った核染色とともに示している。Syn; syngeneic

群、Allo; allogeneic群、Allo+Scramble; allogeneic+VA-lip scramble群、Allo+VA-lip HSP47; 

allogeneic+VA-lip HSP47群。倍率 40倍、Scale bar; 50 m。 

 

上記の様な、VA-lip HSP47投与による筋線維芽細胞の減少が、皮膚慢性GVHDにお

ける線維化改善効果につながっているかを検討するため、MT染色にて組織学的検討を

行った。day+ 42のMT染色の画像から、allogeneic群では著明な真皮の肥厚やコラーゲン

沈着が見られ線維化が発症していることがわかるが、VA-lip HSP47投与によって、これら

の所見が改善していると考えられた (Figure 16)。 

 

N.S 
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Figure 16. 皮膚慢性GVHDに対するVA-lip HSP47予防投与後の皮膚MT染色 

骨髄移植は Figure3と同様に, VA-lip HSP47投与は Figure 12と同様に行った。day+42の

皮膚のパラフィン切片のMT染色を示す。Syn；syngeneic群、Allo；allogeneic群, Scramble；

allogeneic+VA-lip scramble群。倍率 20倍、Scale bar; 50 m。 

 

 

MT染色の画像を用いて、真皮厚 (Figure 17A) を測定したところ、慢性GVHDの線維

化を発症した皮膚では、著明な真皮の肥厚が見られており、VA-lip HSP47投与によって肥

厚が抑制されていることが示された。day+42に採取した皮膚でコラーゲンアッセイを行って、

コラーゲンの沈着量を測定したところ、慢性GVHDの線維化によって見られるコラーゲン

沈着量の増加が、VA-lip HSP47によって有意に減少していた (Figure 17B)。こうした結果

より、VA-lip HSP47は慢性GVHDの皮膚線維化に対して、線維化予防効果があることが示

された。一方で、VA-lip scramble siRNAを投与した群では、VA-lip HSP47群のような線維

化予防効果は得られず、このことは、VA-lip HSP47に含まれているビタミンAには線維化

抑制効果はなく、HSP47に対する siRNAの配列に特有の線維化抑制効果であることが示

された (Figure 12-13,15-17)。 
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Figure 17. 皮膚慢性GVHDに対するVA-lip HSP47予防投与後の真皮厚と皮膚コラーゲ

ン沈着量 

(A) day +42のMT染色の画像を用いて真皮厚を測定した。 (B) day +42の皮膚でコラーゲ

ンアッセイを行い、皮膚に沈着しているコラーゲン量を測定した。Syn； syngeneic 群

(n=19)、Allo；allogeneic 群 (n=28)、Allo+VA-lip HSP47；allogeneic+VA-lip scramble 群

(n=10)、Allo+ VA-lip HSP47; allogeneic +VA-lip HSP47群 (n=18)。データは5実験の結果

を組み合わせたもので、平均値と標準誤差で示した。 **P < 0.01 

 

 

更に、コラーゲンアッセイでのコラーゲン量測定の他に、ハイドロキシプロリンアッセイに

よるハイドロキシプロリン測定を行ったが、syngeneic群と allogeneic群の間に有意差がなく、

コラーゲンアッセイのような結果が得られなかった(Figure 18)。原因としては、サンプル量

の均一化や中和過程での微小な誤差などが重なり、両群の差が小さくなってしまったと考

えられる。 

 

                     
Figure 18. 皮膚慢性GVHDモデルのハイドロキシプロリンアッセイ 

day+42の皮膚を採取し、ハイドロキシプロリン量を比較した。 

Syn； syngeneic群 (n=14)、Allo；allogeneic群 (n=27) データは 3実験の結果を組み合わ

せたもので、平均値と標準誤差で示した。 N.S.; not significant. 

 

N.S 

A B 
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VA-lip HSP47は移植後生存率や免疫、ドナー血球生着に影響を与えない 

現行のGVHD治療薬はステロイド剤を始めとして、その免疫抑制効果が薬効の主体とな

っている。VA-lip HSP47は、線維芽細胞を直接標的とするため、免疫抑制効果は有しない

ため、全身性のGVHDの抑制や生着に対する影響は有しないことが予想される。移植後

にVA-lip HSP47の予防投与を行った際の、生存率を検討したところ、VA-lip HSP47投与

によって移植後の生存率は変化がなく、消化管GVHDなどのその他全身性GVHDに対し

ては効果が無いことが確認された (Figure 19)。 

 

 
Figure 19. 皮膚慢性GVHDに対するVA-lip HSP47予防投与時の生存率 

移植は Figure 3と同様に行い、VA-lip HSP47は Figure 12と同様に行った。移植後の day 

+42までの生存率を各群で比較した。Syn; syngeneic群 (n=14)、Allo; allogeneic群 ( n=35)、

Allo+VA-lip HSP47; allogeneic+VA-lip HSP47群 (n=33)。データは、3実験を組み合わせ

たもの。 

 

胸腺のCD4/CD8共陽性細胞はGVHDの標的となり、著明に減少することが知られてい

るので、day +42における胸腺の CD4/CD8共陽性細胞数を測定した。また脾臓のドナーT

細胞数もGVHDによって変化するためこれも検討した。ドナーT細胞はCD229.1陽性のT

細胞として定義した。その結果、胸腺の CD4/CD8共陽性T細胞数や脾臓の T細胞数は、

allogeneic群とVA-lip HSP47を投与した allogeneic群の間で有意差はなく、VA-lip HSP47

は副腎皮質ステロイドのように、全身的な免疫抑制効果を有していないことが確認された 

(Figure 20A, B)。 
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Figure 20. 皮膚慢性GVHDに対するVA-lip HSP47予防投与後の胸腺CD4/CD8共陽

性T細胞数と脾臓のドナーT細胞数 

移植は Figure 3 と同様に行い、VA-lip HSP47投与は Figure 12 と同様に行った。移植後

day+42の胸腺CD4/CD8共陽性T細胞数 (A)、脾臓のCD4, CD8陽性ドナーT細胞数 (B)

をフローサイトメトリーによって検討した。Syn; syngeneic 群 、Allo; allogeneic 群。各群

n=4-9。データは 2実験を組み合わせたもので、平均値と標準誤差で示している。 N.S.; 

not significant. 

 

 

移植の成功には、ドナー血球の生着が必須となるので、移植後のドナー血球の生着に

関しても検討した。day+42 の脾臓にて T 細胞におけるドナー細胞の割合を検討したところ、

VA-lip HSP47を投与群・非投与群いずれも、100%に近い生着が得られており、VA-lip 

HSP47は移植後の血球生着も阻害しなかった (Figure 21)。以上より、VA-lip HSP47は全

身性のGVHDやドナー血球生着、免疫再構築に影響を与えることなく、皮膚線維化を抑制

することが示された。 

 

 
Figure 21.皮膚慢性GVHDに対するVA-lip HSP47予防投与後の脾臓T細胞のドナーキ

メリズム解析 

Figure 3と同様にAllogeneicの骨髄移植を行い、Figure 12と同様にVA-lip HSP47を投与

した。day+42の脾臓でドナーのキメリズムをフローサイトメトリー法で検討した。Syn; 

syngeneic群、Allo; allogeneic群。各群 n=8-9、データは平均値と標準誤差で示している。 

A B 
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VA-lip HSP47は完成した皮膚線維化を改善させる 

以上の結果、VA-lip HSP47は全身的な免疫抑制や生着阻害を起こすことなく、皮膚慢

性GVHDによる線維化を予防することが示された。最後に、VA-lip HSP47を慢性GVHD

による皮膚線維化の治療に応用するため、既に発症した慢性GVHDの皮膚線維化病変へ

の治療的効果を検討した。まず、前述した骨髄移植モデルでは、day +21時点で

Allogeneic群に慢性GVHDが既に発症していることを、病理スコア上昇と組織学的な線維

化によって確認した (Figure 22)。 

 

 

 
 

Figure 22. 移植後 day+21の皮膚MT染色と病理スコア 

Figure 3と同様に骨髄移植を行った。(A) day +21の皮膚のMT染色を行った。 (B) day 

_+21のH&E染色を行い、皮膚の病理学的なGVHDスコアを測定した。Syn; syngeneic群 

(n=7)、Allo; allogeneic群 (n=14)、倍率20倍、scale bar; 50 m。2実験の結果を組み合わせ

たもので、データは平均値と標準誤差で示している。**P <0 .01. 

 

この慢性GVHDの皮膚線維化を既に発症したマウスに、day +21から day +41まで週 3

回、VA-lip HSP47を投与したところ、VA-lip HSP47投与群では、真皮の肥厚やコラーゲン

沈着量が有意に改善していた (Figure 23)。このことより、VA-lip HSP47は皮膚慢性GVHD

の線維化に対して、予防効果のみならず治療効果も持つことが示され、臨床的に有望な薬

剤であることが期待される。 
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Figure 23. 慢性皮膚GVHDに対するVA-lip HSP47治療投与後の真皮厚(A)とコラーゲ

ン量(B) 

移植は Figure 3と同様に行い、day +21から day +41まで週 3回、VA-lip HSP47を投与し

た。day +42 の真皮厚(A)とコラーゲン量 (B)を比較した。Syn; syngeneic 群 (n=7)、 Allo； 

allogeneic群 (n=14)、Allo+VA-lip HSP47; allogeneic+VA-lip HSP47群 (n=11)。2実験を組

み合わせたもので、データは平均値と標準誤差で示している。*P <0.05. 

 

A B 
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考察 

 

慢性 GVHD は、多臓器の線維化と機能不全を特徴とする。強皮症様の線維化を呈する

皮膚慢性GVHDは、慢性GVHD全体の 15.5%を占め、治療に難渋するもののひとつであ

る 17。現在、 移植の支持療法や急性GVHDの予防法が発展し、 移植の長期生存者が増

加しており, 慢性 GVHD の重要性はますます大きなものとなっている。近年, 移植医療に

おける臨床試験の指標として、 GVHD-free, relapse-free survival (GRFS)が盛んに用いられ

るようになっている 18。GRFS を達成するためには、治療を必要とするような慢性 GVHD を

発症しないことが条件となり、慢性 GVHD の予防が移植の成功に重要であることを示して

いる。 

 

慢性GVHDの病態生理については、急性GVHDと比較すると、未だ解明されていない

点が多いが、これまでのマウスモデルやヒト検体を用いた研究で、T細胞に加えて、B細胞

も重要な役割を果たしていることが知られている19-23。急性GVHDなどによる胸腺の異常が、

胸腺のT細胞の negative selectionを障害し、自己反応性のT細胞の出現と慢性GVHDの

病理所見の出現につながることが示唆されており 24, 25、自己免疫性疾患との病態の共通性

が指摘されている。また皮膚慢性GVHDでは, Th/Tc17細胞の重要性が指摘されている 12。

こうした T細胞の果たす役割とともに, 慢性 GVHDを発症した患者では、様々な自己抗体

が検出されることも知られており、B 細胞の異常な活性化も、慢性 GVHD の病態に関与し

ていると考えられる 26。さらに近年、T細胞の異常とB細胞の活性化をつなぐものとして、濾

胞性ヘルパーT細胞の重要性も指摘されている 20。こうした、T細胞・B細胞の活性化の結

果、慢性炎症や自己抗体の組織への沈着が起き、組織傷害が生じると考えられる。 

 

現在、皮膚慢性GVHDの治療としては、T細胞・B細胞の抑制を目的とした、副腎皮質ス

テロイドの投与が標準的治療であるが、長期間の副腎皮質ステロイドの使用は、広範な免

疫抑制のため、感染症の発症や腫瘍の再発につながる可能性がある。また副腎皮質ステ

ロイドに抵抗性の症例には、ミコフェノール酸モフェチル、リツキシマブ、イマチニブメシレ

ート、ボルテゾミブ、ルキソリチニブなどが使用されることがあるが 27, 28, 29, 30, 31、未だ標準的

な二次治療は存在しない。また、これらの薬剤はいずれも、免疫抑制・調整作用を持つた

め、感染症の発症や移植片対白血病効果の減弱を起こす可能性がある。VA-lip HSP47は

上記薬剤と比較して、慢性GVHDによる線維化過程の、T細胞やB細胞より下流を阻害す

るため、免疫に与える作用が少ないと考えられる。従って、移植片対白血病効果を障害す

ることが少ないと予想される。今後の課題として、腫瘍モデルにおいて、VA-lip HSP47が腫

瘍免疫に与える影響を検討する必要がある。 

 

過度の線維化は、コラーゲンなどの細胞外マトリックスの過剰な蓄積がその病態で、様々

な臓器の機能不全につながる。こうした線維化の病態では、炎症期の際に浸潤する、炎症

性マクロファージもしくは炎症期に活性化された組織常在マクロファージが重要な役割を

果たすと考えられる。こうしたマクロファージは、TGF-のような線維化に関連するサイトカイ

ンを大量に分泌し、線維芽細胞を、線維化および組織リモデリングにおける主要なメディエ

ーターである筋線維芽細胞へと分化させる 6, 15-16, 32。マクロファージの生存は CSF-1レセプ

ターのシグナルに依存するため、CSF1レセプター阻害抗体 (CSF1R) を移植後に投与
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すると、マクロファージを除去することができる。我々の行ったマクロファージの除去実験に

おいて、マクロファージを除去すると、慢性GVHDにおいて皮膚の TGF-量が低下し、筋

線維芽細胞の集積が見られなくなることが示された。また、培養線維芽細胞を TGF-で刺

激すると、HSP47の発現が亢進し、筋線維芽細胞へ分化することが示された。この結果は、

我々のものとは異なるクローンのCSF1Rモノクローナル抗体を用いたマクロファージ除去

により、GVHD の病理像が著明に改善したという、最近発表された知見とも一致している 33。

以上のように、CSF1Rシグナルを標的とし、TGF-を始めとする線維化関連サイトカインの

産生を抑えることは、皮膚慢性GVHDの有効な治療になると考えられる 33, 34, 35。しかしなが

ら、マクロファージは異物や老化細胞の除去によって組織のホメオスタシスを維持する重要

な細胞であり、環境によっては抗炎症作用を持つこともある重要な細胞である。移植前に

CSF1Rモノクローナル抗体を用いて、レシピエントのマクロファージを除去することで、ド

ナーT細胞の活性化が亢進し、急性GVHDを増悪してしまうことも報告されており 33, 36、マ

クロファージ除去はタイミング等によっては等によっては有害になる可能性があり、より安全

な線維化治療薬の開発が望ましい。 

 

病的状態では、筋線維芽細胞は組織に定常し、過剰な線維化を引き起こしている 7,16。

我々は、マウスの皮膚慢性GVHDの線維化部位において、筋線維芽細胞が蓄積している

ことを示した。慢性GVHDを発症した患者でも、皮膚の生検標本で筋線維芽細胞が増加し

ていることが示されており、筋線維芽細胞は臨床の造血幹細胞移植後の慢性GVHDにお

いても重要な役割を果たしていると考えられる 37。HSP47は、コラーゲンの成熟と分泌に重

要な役割を担っており 9、皮膚線維化以外の様々な線維症疾患においても、このHSP47が

過剰発現していることが示されている 38-42。これまで造血幹細胞移植後のHSP47の役割に

関しては、眼科領域での研究が進んでいる。慢性GVHDは涙腺の線維化をきたし、角膜

障害を呈することがあるが、こうした慢性GVHD患者の涙腺ではHSP47が増加しているこ

とが報告されており、慢性GVHDによる様々な臓器・組織の線維化の治療にHSP47が標

的となる可能性がある 43。本研究では、慢性GVHDの皮膚で、HSP47を発現する筋線維芽

細胞が集積していることが示された。コラーゲン産生におけるHSP47の重要性と、複数の

臓器でのHSP47の亢進があることから、筋線維芽細胞のHSP47は慢性GVHDによる、

様々な臓器の線維化の治療標的として非常に有望なものである。HSPファミリーは、熱など

のストレス下で発現が上昇し、様々なタンパクのシャペロンとなって、蛋白のフォールディン

グ、輸送、分解などに慣用する分子の一群である。GVHDとHSPファミリーの関連性として

は、HSP47の他に、HSP70やHSP90が報告されている。ラットの皮膚 explantモデルにお

いて、HSP70-1・70-2遺伝子の増幅が、GVHDのグレードと相関することや 44、HSP90阻害

剤である 17-allylamino-demethoxygeldanamycinが、腸管の幹細胞を保護し、腸管急性

GVHDを改善することが示されている 45。また、末梢血幹細胞移植のレシピエントにおいて、

血清中の抗HSP70抗体と抗HSP90抗体のレベルが、急性・慢性GVHD発症と平行すると

いう結果も出ている 46。以上より、HSP47を含むHSPファミリーは、急性・慢性GVHDの治

療ターゲットとなってくる可能性がある。 

 

コラーゲンは正常組織の細胞外基質としても重要なものであり、正常のコラーゲン産生を

阻害すると毒性につながるため、これが HSP47 を標的とした治療法の欠点となる可能性が

ある。我々の使用したVA-lipはビタミンAの受容体であるRBPを介して細胞内に取り込ま



30 

 

れる、筋線維芽細胞を標的とした新しい薬物伝達システムである 10。我々の研究成果により、

皮膚慢性GVHDにおける線維化病変では、筋線維芽細胞がHSP47と膜結合型のRBPで

あるRBP1の両方を発現していることが判明した。一方正常の皮膚の線維芽細胞は、ほとん

どRBP1を発現していなかった。そのため、VA-lipにHSP47に対する siRNAを包含させた

VA-lip HSP47は、筋線維芽細胞で特異的にHSP47を抑制し、正常組織のコラーゲンを減

少させることなく、線維化を改善できることが予測された。移植後にVA-lip HSP47を投与し

たところ、予想通りに、線維化部位の筋線維芽細胞の HSP47 の発現を抑制し、コラーゲン

蓄積量を減少させ皮膚の肥厚などを改善できることが示された。さらに、局所的な線維化病

変を作成したマウスでは、VA-lip HSP47 は、線維化部位に特異的に分布する一方で、健

常部位の皮膚には分布せず、コラーゲン産生も低下させないことも確認された。こうした知

見は、VA-lip HSP47による皮膚線維化治療は、健常部位の皮膚弾性や整合性は維持した

まま、病変部位の線維化を軽減できることを示しており、今後臨床応用での毒性を考える上

で非常に重要な所見である 47。一方、創傷治癒過程で HSP47 発現が亢進し、重要な役割

を担っていることが報告されている 48, 49。また、HSP47 発現亢進により、創傷治癒過程で過

剰なコラーゲン産生が起こり、ケロイドを形成することが知られており、ケロイド治療のター

ゲットとしても注目されている 50。VA-lip HSP47投与により、この創傷治癒過程にどのような

影響を与えるかに関して、今後更なる検討を行う必要がある。 

 

今回用いたVA-Lipは、ビタミンAを含有しており、選択的に筋線維芽細胞に取り込まれ

ると考えられている。一方、ビタミンAは様々な免疫調整作用を持つことが知られている。ビ

タミンA誘導体であるレチノイン酸の類似体であるAm80は、マウス慢性GVHDに有効で

あることが報告され、現在臨床試験が行われている 12。またビタミン A の誘導体である

Etretinate も慢性GVHDの皮膚線維化に有効であることが報告されている 51。興味深いこと

に、ビタミン A 欠乏食は、腸管の急性 GVHD を軽減することが報告されているが、小児の

移植患者では、ビタミンAの血液中の濃度が低いと、腸管のGVHDが増えるとの報告もあ

り、今後の検討が待たれる 52, 53。こうした報告より、VA-lip HSP47の組成であるビタミンA自

体が GVHD を改善させた可能性も考えられたため、われわれは、 HSP47 を抑制しない

scramble RNAを含有したVA-lipを、コントロールとして使用し、VA-lip自体には線維化の

抑制効果が見られないことを確認しており、少なくとも我々の用いた薬剤に含有される用量

では、ビタミンA自体による、線維化抑制は否定的である。 

  

近年、全身性硬化症や肺線維症、肝硬変などに対する、抗線維化薬が開発されており、

HSP47 をターゲットにしたものも報告されている。Pirfenidoneは、特発性肺線維症に対して

FDA認可の抗線維化薬であるが 54、実験モデルにおいて、マクロファージ浸潤と TGF-産

生を抑制し、HSP47を減少させることで、皮膚や肺の慢性GVHDを改善させることが報告さ

れている。MiR-29b もまた、線維症での HSP47 発現を抑制する 55。抗 TGF-モノクローナ

ル抗体である fresolimumabは、全身性硬化症患者の皮膚において、HSP47発現を減少さ

せることで線維化を改善する 56。骨髄由来間葉系幹細胞は、筋線維芽細胞の増殖を抑制し、

TGF-1・HSP47などを減少させて線維化を改善するとの報告もあり、現在主に急性GVHD

の治療に使用されている間葉系幹細胞療法が、慢性 GVHD の線維化病変に奏功する可

能性も示唆される 57。HSP47 siRNAを包含したMesoporous silica nanoparticleが、皮膚線維

化を軽減すること報告されているが、この薬剤は我々の用いた VA-lip HSP47 とは異なり、
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RBP1 陽性の筋線維芽細胞を選択的に標的するわけでは無いので、線維化部位への集積

や正常部位への毒性に関しては未だ不明な点が多い 58。いずれにしても、こうした線維化

阻害剤は、ステロイド剤を始めとする、これまでのGVHDの治療薬とは異なり、直接T細胞

を抑制しないため、移植の主目的である抗白血病効果や、感染防御を減弱させることなく、

慢性GVHDを治療することができる画期的な治療薬である。中でも、VA-lip HSP47は、線

維化病変への選択性が高く、安全性の優れる薬剤と考える。現在、VA-lip HSP47は、肝硬

変に対する臨床治験が行われている段階であり、臨床応用も現実的に考えられる薬剤とな

っている。さらに、本研究の結果、VA-lip HSP47は投与後に、皮膚に到達することが証明さ

れたので、全身性皮膚硬化症など様々な皮膚線維症に対して、安全性の高い治療法とな

りうることが示され、臨床応用が待たれる。  

 

慢性 GVHD は全身性疾患であるが、本研究では皮膚の線維化に限定して研究を行った。

別の移植モデルでは、皮膚以外の線維化病変を生ずることが知られており 12、そうしたモ

デルを用いて VA-lip HSP47 の有効性を示すことができる可能性がある。最後に、本研究

の限界としては、検証内容が動物実験の域を出ていないことが挙げられる。今後、ヒトへの

応用を検証する際には、慢性 GVHD 患者の皮膚サンプルを収集し、線維化部位にて

HSP47 が増加していることや、ヒトの筋線維芽細胞が VA-lip HSP47 を取り込むことを証明

する必要がある。ヒトの強皮症では、皮膚のHSP47発現が亢進していることが既に示されて

いる 25ので、同様に慢性GVHDでも示すことができる可能性が高い。また、HSP47が直腸

癌のリンパ節転移や、急性間質性肺炎、強皮症のバイオマーカーとして有用であるとの報

告もあり 59, 60、同様に慢性GVHDのバイオマーカーとして利用できる可能性がある。 

本研究は、これまで有効な治療の少なかった慢性 GVHD に対して、新規治療法を提示す

ることができた点において、意義のあるものと考えられる。 
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総括および結論 

 

本研究から得られた新知見 

・慢性GVHDの皮膚線維化部位には、RBP1とHSP47が共に陽性の筋線維芽細胞が集積

する 

・CSF1R依存性マクロファージ依存性に、慢性GVHDの皮膚線維化部位へ筋線維芽細胞

が集積する 

・VA-lip HSP47は、in vitroにて TGF-刺激線維芽細胞のHSP47発現を抑制する 

・VA-lip HSP47は、経静脈投与後、皮膚線維化部位に特異的に分布する。 

・VA-lip HSP47は、ブレオマイシン誘発皮膚線維症や、慢性GVHDの皮膚線維化を軽減

する。 

・VA-lip HSP47は、移植後生存率や、ドナー血球生着に影響を与えない 

・VA-lip HSP47は、発症した皮膚線維化に対する治療効果もある。 

 

上記の新知見の意義 

HSP47が慢性GVHDの皮膚線維化にて、重要な役割を果たしていることを発見し、これ

まで、肝硬変や膵臓線維化などに対して有効であることが報告されてきたVA-lip HSP47が、

皮膚線維化治療にも有効であることを初めて証明した。更に、VA-lip HSP47 は、慢性

GVHD の皮膚線維化に対して、予防効果のみならず治療効果を持つことが判明した。

VA-lip HSP47は、正常皮膚には分布せず、全身性の免疫抑制を起こさないことが判明し、

これは、従来の免疫抑制を主体とした治療法と比較して、有効で副作用の少ない新規治療

戦略となりうることを示し、大きな意義を持つと考える。 

 

今後の課題 

本研究の限界は、マウスモデルでの検証に留まっている点である。今後は、VA-lip 

HSP47 がヒトに応用可能かを検討する必要がある。具体的には、ヒトの皮膚慢性 GVHDに

おいても、マウスと同様の現象が起こっていることを確認し、ヒトでの有効性を立証しなけれ

ばならない。また、VA-lip HSP47の副作用に関しても、より詳細に検証して、安全性を検証

する。VA-lip HSP47は、皮膚以外の慢性GVHDの臓器線維化に対しても有効である可能

性が高いので、他臓器の慢性GVHDに対する治療応用も検討すべきである。 
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