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要旨 
【背景と目的】 
慢性移植片対宿主病(graft-versus-host disease; GVHD)は同種造血幹細胞移植後の生活
の質を低下させる重要な合併症である。眼は慢性GVHDで高頻度に影響を受ける標
的臓器であり、慢性GVHD患者の多くはドライアイを発症する。さらに一部の患者
では眼球表面からの涙液蒸発を防ぐ役割を持つ脂質（マイバム）分泌に異常をきたす

マイボーム腺機能不全となることが知られている。臓器線維化は慢性GVHDの特徴
的な病態であるが、慢性GVHD治療の多くは免疫抑制を主体とした治療であり、治
療に関連して抗腫瘍効果の減弱や感染症の発症などがしばしば問題となる。我々は以

前の研究で線維化において重要な役割を担う heat shock protein 47 (HSP47)に着目し、
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)による、皮膚および唾液腺の
抗線維化治療法を確立した。VA-lipはビタミンA受容体を介して標的細胞内に取り
込まれる新規薬物送達システムであり、HSP47に対する siRNAをビタミンA受容体
を持つ筋線維芽細胞に特異的に送達することが可能であった。本研究ではVA-lip 
HSP47を眼慢性GVHDの治療に応用し、さらに局所療法の開発を目指して行なっ
た。 
【材料と方法】 

BALB/c マウスに全身放射線を照射し、主要組織抗原一致、マイナー組織抗原不一
致の B10.D2マウス(allogeneic; Allo)または同系移植となる BALB/cマウス(syngeneic; Syn)
から骨髄細胞 8 × 106 個と脾臓細胞 2 × 107個を輸注し移植後 day +35に涙腺の評価を
行った。抗涙腺線維化効果をみる実験ではVA-lip HSP47を投与した。対照群には
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; VA-lip scramble) を投与した。静注実験では移植後 day +2から day +34まで週
3回投与し、day +35に解析を行なった。また点眼実験では day +2または day +22か
ら day +34まで連日点眼し、day +35に解析を行なった。解析方法は病理組織標本を
作成し hematoxylin and eosin染色、Masson trichrome染色、蛍光免疫染色を行なった。
一部の実験ではフェノールレッド糸を用いた涙液分泌量の測定や、涙腺のコラーゲン

アッセイを行なった。 
【結果】 
本モデルマウスではAllo群において涙腺の線維化と涙液量の低下が認められ、ヒ
トの眼慢性GVHDの所見を反映していることが確認できた。さらにAllo群の涙腺免
疫染色でHSP47陽性線維芽細胞が集積していた。一方で、移植後 day +35の眼瞼を
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採取し行なったマイボーム腺の評価では病理学的に導管の拡張といったマイボーム腺

機能不全における病理学的特徴を認めたが、マイボーム腺自体の萎縮は認められなか

った。 
涙腺線維化に対するVA-lip HSP47の有効性を評価するために移植後 day +2から

day +34までVA-lip HSP47を週 3回静脈内投与したところ、涙腺のHSP47陽性線維
芽細胞の集積が抑制され、涙腺の線維化および涙液量の低下が予防された。次に

VA-lip HSP47点眼が涙腺まで到達するかをDy647で標識したVA-lip HSP47を点眼す
ることで確認したところ、Dy647の蛍光が涙腺内に確認できたため、VA-lip HSP47
は点眼投与で涙腺に到達することが示された。そこでVA-lip HSP47を移植後 day +2
から day +34まで連日点眼投与したところ、涙腺のHSP47陽性線維芽細胞の集積が
抑制され、涙腺の線維化および涙液量の低下が予防された。本モデルマウスでは day 
+21の時点ですでに涙腺線維化が生じていたため、VA-lip HSP47点眼がすでに完成し
た涙腺線維化病変に有効であるかを評価するために day +22から day +34までVA-lip 
HSP47を点眼する実験を行なったところ、涙腺のHSP47はノックダウンされ、涙腺
の線維化および涙液量の低下が改善した。これらの効果はVA-lip scrambleでは認め
られなかった。 
【考察】 
眼慢性GVHDでは動物実験モデルだけではなく、ヒトにおいてもHSP47陽性線維
芽細胞が集積し、線維化が生じていることが知られていた。羊膜由来のHeavy Chain-
Hyaluronan/Pentraxin 3を眼慢性GVHDマウスモデルに投与する実験ではHSP47陽性
線維芽細胞が減少し、眼慢性GVHDが改善することを報告しているが、HSP47を直
接の治療標的とした研究は本研究が初めてである。本研究ではHSP47のノックダウ
ンのために siRNAを用いたが、siRNAは生体内で急速に分解されてしまうことが臨
床応用への問題となっている。VA-lip構造は siRNAを生体内での分解から保護する
のみではなく、活性化した線維芽細胞や筋線維芽細胞へビタミンAを介して siRNA
を輸送することを可能にしている。VA-lip HSP47は肝臓や肺など他の線維化治療に
おいても有効性が報告されており、肝硬変ではヒトを対象とした臨床研究が行われて

いる。VA-lip HSP47は線維化カスケードの下流に作用する薬剤であり、副作用が少
ないことが期待されるが、ヒトにおける副作用の発現に注視する必要がある。さらに

ビタミンA自体がドライアイの治療に使用されることがあるが、VA-lip scrambleを
対照群に使用しても涙腺線維化やドライアイの改善は認められなかったので、VA-lip 
HSP47の抗涙腺線維化効果とドライアイ改善効果はHSP47ノックダウンによるもの
と示唆された。 
【結論】 
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VA-lip HSP47は慢性GVHDマウスモデルにおいて全身投与および局所点眼投与で
涙腺のHSP47陽性線維芽細胞をノックダウンさせ、涙腺線維化とドライアイの改善
効果を認めた。VA-lip HSP47は臓器線維化を標的とした眼慢性GVHDの新規治療法
となり得る。 
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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通りである。 
 
Allo allogeneic 
α-SMA              alpha-smooth muscle actin 
DAPI  4',6-Diamidino-2-phenylindole 
GVHD	  graft-versus-host disease 
GRFS               GVHD-free, relapse-free survival 
Gy                 gray 
H&E               hematoxylin and eosin 
HSP47              heat shock protein 47 
MHC major histocompatibility complex 
mRNA messenger RNA 
MT                 Masson trichrome 
NIH                National Institute of Health 
PBS	  phosphate buffered saline 
siRNA              small interfering RNA 
Syn syngeneic 
TGF-β             transforming growth factor-β 
VA-lip HSP47        vitamin A coupled liposome containing HSP47 siRNA 
VA-lip Scr           vitamin A coupled liposome containing scramble siRNA 
VA-lip Dy647        Dy647 labeled vitamin A coupled liposome containing HSP47 
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緒言 
 
近年、様々な分子標的薬や免疫療法の発展が著しいが、同種造血幹細胞移植は種々

の造血器悪性腫瘍及び非悪性疾患の根治療法として重要である。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)は最も重大
な合併症の一つである。GVHDは移植片由来のドナーT細胞がリンパ節やパウエル板
などの二次リンパ組織でレシピエント由来の抗原提示細胞からアロ抗原を提示される

ことで活性化され、レシピエントの臓器障害を引き起こす疾患である(Ferrara et al., 
2009; Shlomchik et al., 1999; Teshima et al., 2002)。近年の急性GVHDに対する予防およ
び治療法の進歩によって移植後長期に生存できる患者が増えているが(Wingard et al., 
2011)、一方で相対的に慢性GVHDの発生率は増えている(Arai et al., 2015)。以前、急
性GVHDと慢性GVHDは移植後 100日を境界線として発症時期の違いによって分類
されてきたが、急性GVHDが移植後100日を超えて発症することもあれば慢性GVHD
に特徴的な所見が移植後 100 日前に発症することがあるため、2005 年の National 
Institute of Health (NIH)基準から両者は臨床徴候によって区分され、2014年にその一部
が改定された(Filipovich et al., 2005; Jagasia et al., 2015)。急性GVHDは移植後 100日以
内に発症する場合を古典的急性 GVHDと 100日以降に発症する非古典的急性 GVHD
に分類され、さらに非古典的急性 GVHDは移植後 100日以内に発症した急性 GVHD
が 100日以降も持続する持続型、移植後 100日以内に発症した急性 GVHDが一旦軽
快したのちに再燃する再燃型、移植後 100日以降に新たに発症する遅発型の 3つの亜
型に分類された。一方で慢性GVHDは 2つの亜型に分類され、急性GVHDに特徴的
な所見を欠く場合を古典型とし、急性 GVHD の所見が混在する場合を重複型と分類
された。これは主に臨床的な特徴からの分類になるが、病態生理についても両者には

違いがある。急性GVHDは PhaseⅠで移植前処置によって宿主に炎症が起こり、抗原
提示細胞の活性化や腸管粘膜バリアの破綻によってエンドトキシンなどの細菌由来成

分が血中に流入し、アロ免疫応答が増強される。PhaseⅡで移植片由来のT細胞が宿主
の抗原提示細胞によって活性化され、type 1ヘルパーT細胞となり interferon-γなどを
産生し、マクロファージが活性化される。そしてPhaseⅢで細胞障害性T細胞や tumor 
necrosis factor-αなどの炎症性サイトカインによって腸や皮膚、肝臓などの組織が障害
され急性GVHDが発症する(Teshima et al., 2002;  Ferrara et al., 2003)。一方、慢性GVHD
は PhaseⅠでは damage-associated molecular patterns や pathogen-associated molecular 
patternsが放出され、T細胞の活性化が起こり、炎症が生じる(Zhao et al., 2011)。つま
り、移植前処置や感染症、急性GVHDの発症がPhaseⅠの引き金となる。PhaseⅡは免
疫再構築の段階で生じる。胸腺の傷害が移植前処置やカルシニューリン阻害薬の毒性、
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アロ反応性の T 細胞や免疫グロブリンの沈着などによって生じることで(Srinivasan et 
al., 2012; Wu et al., 2013)、胸腺でのT細胞の positive selectionや negative selectionに異常
が生じてアロ抗原反応性のT細胞やB細胞が増殖し、免疫寛容の破綻が生じる。具体
的には type 1、type 2、type 17ヘルパーT細胞の分化・増殖が生じ、自己およびアロ反
応性 CD4 陽性 T 細胞が interferon-γや interleukin-17 を産生し炎症を持続させる
(Dertschnig et al., 2015; Sakoda et al., 2007)。そしてPhaseⅢでは活性化したマクロファー
ジが transforming growth factor-β (TGF-β)や platelet-derived growth factor αを産生する
ことで線維芽細胞の活性化が生じる。活性化した線維芽細胞による異常な細胞外マト

リックスの産生や免疫グロブリンの沈着のために組織線維化が発症すると考えられて

いる(Yamakawa et al., 2018; Cooke et al., 2017; Zeiser and Blazar, 2017)。そしてこの一連の
慢性炎症は type 17 ヘルパーT 細胞によって維持されると考えられている(MacDonald 
et al., 2017; Forcade et al., 2017)。このように慢性GVHDの病態生理が徐々に明らかにな
っており、それぞれの分子、細胞を標的とした治療法の開発が進んでいる。 

 
慢性GVHDの発症率は一般的なGVHD予防法であるカルシニューリン阻害薬と代

謝拮抗薬を用いる方法で移植片のT細胞除去を行わなかった場合に30〜70%に発症す
ると報告されている(Zeiser and Blazar, 2017)。さらに、末梢血幹細胞が移植ソースとし
て使用される用いられることが多くなっているが、末梢血幹細胞移植は慢性GVHD発
症のリスクの一つであり慢性 GVHD の予防法および治療法の開発は重要性が増して
いる(Cutler et al., 2001; Kanda et al., 2014)。慢性GVHDは皮膚、肝臓、肺、口腔、眼及
び造血システムに至る種々の臓器に障害を引き起こす疾患であり、移植後長期生存者

の quality of lifeに多大な悪影響を与える(Arai et al., 2011; Fraser et al., 2006; Jagasia et al., 
2015; Pidala et al., 2011)。一方で、慢性GVHDは抗腫瘍性免疫にも関連しており、原疾
患の再発を抑制していると考えられている(Baron et al., 2012; Boyiadzis et al., 2015)。慢
性 GVHD 治療には主に副腎皮質ステロイドの全身投与が行われるが、高用量の副腎
皮質ステロイドを長期間使用することで副腎皮質ステロイドの副作用に関連した非再

発死亡率や抗腫瘍免疫の減弱に伴う再発率が増加し、予後が悪化することが知られて

いる(Stewart et al., 2004; Flowers and Martin, 2015)。従って副腎皮質ステロイドの投与量
を減らすことが移植後の長期生存に寄与すると考えられ、免疫抑制作用の少ない新規

慢性GVHD治療法の開発は重要な課題である。 
 
眼慢性GVHDにはNIH基準で診断的徴候とされる「他の検査所見や臓器病変がな

くても慢性 GVHDと診断できる徴候」が存在していないが、他の臓器に慢性 GVHD
の診断的徴候があれば、新たなドライアイの出現や乾燥性角結膜炎の出現により診断

できる疾患である(Jagasia et al., 2015)。眼慢性GVHDは同種移植後患者の 40〜60％に



 8 

発症する重要な疾患であり、涙液を分泌する涙腺と涙液の蒸発を防ぐ油分（マイバム）

を分泌するマイボーム腺が機能不全を起こすためにドライアイになる(Jack et al., 1983; 
Ogawa et al., 1999; Pathak et al., 2018)。GVHDによるドライアイは羞明や眼の異物感、
霧視や疼痛を引き起こし、quality of lifeの低下に大きく関わる(Jagasia et al., 2015)。眼
慢性 GVHD の病理組織学的な特徴として涙腺における導管周囲を中心とした線維化
と炎症細胞浸潤やマイボーム腺の線維化及び萎縮が知られており、新規抗線維化療法

の開発は眼慢性GVHD治療に寄与できる可能性がある(Engel et al., 2015; Ogawa et al., 
2001; Wang et al., 2010)。 

 
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重要な役割を担っている(Ito and 
Nagata, 2017)。HSP47 陽性線維芽細胞は活性化した線維芽細胞であり、多量のコラー
ゲンを産生し、肝硬変や全身性強皮症、慢性GVHDなど様々な疾患での線維化に関与
している(Sato et al., 2008; Kuroda et al., 1998; Yamakawa et al., 2018)。慢性GVHDにおい
てマウスの皮膚や唾液腺、ヒトの涙腺でHSP47の発現が亢進していることが報告され
ている(Yamakawa et al., 2018; Ogawa et al., 2007)。以前、我々は慢性GVHDモデルマウ
スを用いて、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)による、皮膚および
唾液腺線維化の新たな治療法を確立した。ビタミンA結合リポソーム (VA-lip)は、ビ
タミン A 受容体を介して標的細胞内に取り込まれる新規薬物送達システムであり、
HSP47に対する siRNAをビタミン A受容体を持つ筋線維芽細胞に特異的に送達する
ことが可能であった(Yamakawa et al., 2018)。本研究では、涙腺線維化を生じる眼慢性
GVHDモデルマウスを作成し、マウスモデルを用いて VA-lip HSP47の全身投与およ
び局所点眼投与がHSP47発現を抑制し、涙腺線維化およびドライアイを改善させるか
否かを検討した。 

 
本研究の結果、眼慢性GVHDでは、涙腺の間質にHSP47陽性線維芽細胞が集積し、

涙腺導管周囲を中心とした線維化を発症することを確認した。さらにこのマウスモデ

ルではヒトと同様に涙液分泌量の低下が認められドライアイが生じていることを確認

した。VA-lip HSP47を全身投与することで涙腺の線維化とドライアイが改善すること
を発見した。さらに、VA-lip HSP47は点眼投与で涙腺組織に分布し、眼慢性GVHDを
発症したマウスに点眼投与するとHSP47陽性線維芽細胞の集積を抑制し、有意に涙腺
の線維化を改善することを発見した。さらにVA-lip HSP47の点眼投与は涙液量の低下
を緩和することが可能であった。こうした結果より、VA-lip HSP47は眼慢性GVHDに



 9 

よる涙腺の線維化とそれに伴うドライアイを改善する新たな局所療法となり得ること

を発見した。 
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実験方法 
 
1） マウス 
移植実験などを行うため、7週齢、雌のBALB/cを日本クレア株式会社 (東京、日
本) より、7週齢、雌のB10.D2を日本エスエルシー（静岡、日本）より購入した。
これらのマウスは本学の動物実験施設にて飼育し、8週齢以上のマウスを実験に使用
した。いずれの実験においても、「北海道大学動物実験に関する規程」に従って、動

物実験(承認番号：17-0026)の承認を得て行った。 
 

2） マウス同種造血幹細胞移植 
ドナーとなるB10.D2もしくはBALB/cをイソフルラン吸入により安楽死させ 、
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を使用して

すりつぶし、70 µm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 µm
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
間溶血処理した後、顕微鏡にてトリパンブルー法により生細胞数を計測した。レシピ

エント 1匹あたり、脾臓細胞 2 × 107細胞と骨髄細胞 8 × 106細胞を、リン酸緩衝生理

食塩水 (phosphate buffer saline, PBS) 250 µlで希釈し、移植片として使用した。 
移植細胞を輸注するレシピエントには 8〜12週齢のBALB/cマウスを使用した。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、4時間
後に移植片を 1匹あたり 250 µlずつ静脈内に注射した。ドナーをB10.D2とした移植
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。 
移植後のマウスは、特定病原体未感染環境下にて、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。 
 

3） 涙腺および眼瞼の採取 
移植後のマウスをイソフルランの吸入により安楽死させ、涙腺を採取した。マウ

スの涙腺には眼窩外涙腺と眼窩内涙腺があり、眼窩外涙腺が大きく発達し涙液分泌に
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おける主要な役割を担っているため眼窩外涙腺を採取した。また、マイボーム腺の評

価のために眼瞼を採取した。眼瞼は上下でマイボーム腺の数と太さが異なるため、全

て統一して上眼瞼を採取して評価した。 
 
4） 組織標本作成 
組織固定に用いた 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、攪拌した。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、その後氷冷した。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、濾過した。 
①パラフィン標本の作成：採取した涙腺を、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) にパラフィンブロック作成およびヘマト
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、未染色標本の作成を依頼した。 
②凍結標本の作成：VA-lip Dy647の分布を観察するため凍結標本にて免疫染色を
行なった。移植後 day +33に採取した涙腺を 4 %パラフォルムアルデヒドで遮光した
状態で一晩固定し、その後スクロース置換した。水分を十分に除去した後、ティシュ

ー・テック O.C.T.コンパウンドを含むティシュー・テック クリオモルド 2号に包埋
し、液体窒素にて凍結した。凍結標本ブロックは-80 ℃で保存し、薄切前には-20 ℃で
一晩保存し、Microm HM550 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA) を用いて 7 µmの
厚さで薄切して凍結切片を作成した。薄切した切片は暗所で 60分間風乾した後、
1×PBS (-)で洗浄し、O.C.Tコンパウンドを洗い流した後に核染色を施行した。 
 
5） 蛍光免疫染色 
未染色パラフィン切片をキシレンとエタノールを用いて脱パラフィンした後に

Dako REAL 抗原賦活用クエン酸緩衝液またはヒストVTワン（ナカライテスク、京
都、日本）に切片を浸し、105 ℃、20分の設定でオートクレーブを用いた熱処理によ
る抗原賦活化を行った。賦活化後に 1×PBS (-)で賦活化液を洗浄し、10 %ヤギ血清を
用いて 30分間ブロッキング処理を行った。ブロッキング処理が終了したらHSP47抗
体、α-SMA抗体をそれぞれ 800:1, 200:1に希釈して各標本に加え、4 ℃、一晩静置し
た。一次抗体反応後に、蛍光標識された一次抗体の動物種に対する二次抗体を加え抗

原抗体反応させた。その後、核染色としてDAPIを 1×PBS(-)で 0.2 µg/ mLに希釈して
用いた。使用した抗体は表 1に示す。 
染色後の画像撮影は Fluoview FV1000 confocal microscopy (Olympus, Tokyo, Japan)を
使用した。 
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表 1; 免疫染色で使用した抗体 
一次抗体 
抗原 クローン 販売元 カタログ番号 
HSP47 polyclonal abcam ab77609 
HSP47 EPR4217 abcam ab109117 
α-SMA 1A4 abcam ab125057 

 
二次抗体 
抗原 標識 販売元 カタログ番号 
rabbit IgG Alexa Fluor 488 Life Technologies A-11034 
rabbit IgG Alexa Fluor 555 Life Technologies A-21428 
streptavidin Alexa Fluor 555 Life Technologies S-32355 

 
6） マイボグラフィー 
移植後のマイボーム腺機能不全の評価としてマイボペン（JFCセールスプラン、東
京、日本）によるマイボグラフィーを行なった。マイボーム腺は通常光では観察でき

ないが赤外光で観察すると白色に描写されることを利用してマイボーム腺の構造を同

定できる。移植後 day +35のマウスを安楽死させた後に上眼瞼を採取し、暗室内で観
察し撮影した。 
 
7） 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。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。 
全身投与の実験ではVA-lip HSP47およびVA-lip scrambleは移植後 day +2から day 

+34まで 4.5 mg/kgを週 3回静脈内投与し day +35にマウスを安楽死させ、涙腺を採
取した。 
点眼実験ではVA-lip HSP47およびVA-lip scrambleは予防投与では移植後 day +2か
ら day +34まで、治療投与では day +21から day +34まで連日、0.4 mg/mlのVA-lip 
HSP47およびVA-lip scramble siRNAを 2 µlずつ両眼に点眼投与した。day +35に安楽
死させ、涙腺を採取した。VA-lip Dy647は移植後 day +29から day +33まで片側の眼
に点眼し、最終投与の 1時間後にマウスを安楽死させて涙腺を採取した。 
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8） 涙液量の測定 
移植後のマウスのドライアイを評価するために涙液量を測定した。10 %ケタミン 

(フジタ製薬、東京、日本)と 2 %キシラジン (バイエル薬品、大阪、日本) を 1×PBS 
(-)で希釈し、最終濃度がケタミン 20 mg/ml、キシラジン 2 mg/mlになる麻酔薬を作
成し、マウス 1匹あたり 70 µlを腹腔内投与して鎮痛、鎮静させた。麻酔後のマウス
の下眼瞼にフェノールレッド糸（商品名：ゾーンクイック、メニコン、名古屋、日

本）を 15秒間接着させ、左右の黄色から赤色に変色した糸の長さを測定し平均を求
めた（Figure 1）。 

 

 
Figure 1. フェノールレッド糸での涙液量測定 

 
9） コラーゲンアッセイ 
イソフルランで安楽死させたマウスの両側眼窩外涙腺を採取し、計量器のAE240（メ
トラー・トレド、アメリカ）を用いて重量を測定したのちに 1.5 mlエッペンチューブ
に入れた。0.1 mg/mlペプシン添加 0.5 M酢酸 2 mlを加えてバイオマッシャーⅡ（ニ
ッピ、東京、日本）を用いてホモジェナイズし、4 ̊ C・72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、7000 rpm、10分間遠心分離し、上清 100 µlを 1.5 mlチューブに
移した。検量線描出用の bovine tail collagenを 0、50、100、200、300、400 µg/mlで 100 
µl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 rpm、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 µlを加え、4 ̊ C、12,000 rpm、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 µlを加え、攪拌して溶液が均一になるようにし、96ウェルプレート
に 100 µl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
プルのコラーゲン濃度を算出した。 
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10） MT染色での線維化部位の定量 
移植後 day +35のMT染色標本を涙腺導管が含まれるように顕微鏡
（BX50,Olympus）で 20×/0.50 NA対物レンズの倍率で鏡検し、画像をデジタルカメ
ラ（DP20, Olympus）で撮影した。MT染色陽性領域の算出には Image J software (NIH, 
Bethesda, MD, http://imagej.nih.gov/ij/)を用い、同じ条件下で撮影したMT染色標本を
Image Jで開き、color splitを用いて赤、青、緑色に分けた。青色画像から赤色画像を
引き、作成した画像とオリジナル画像を比較して青色検出閾値を設定し、画像全体と

目的部位の面積比率を算出した（Figure 2）。 
 

 
Figure 2. MT staining positive areaの算出 

 
11） 統計処理 

2群比較はMann-Whitney U testを用い、3群以上の比較はOne-way ANOVAとポス
トホックテストとしてTukey’s testを用いて検定した。P値< 0.05をもって統計学的有
意差の有無を判断し、全てのデータは平均値±標準誤差にて表記した。全ての統計学
的検定は、GraphPad Prism 6 (La Jolla, CA) の統計プログラムを用いて行なった。 
 
  

Original 画像処理後
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実験結果 
 

1. 眼慢性GVHDモデルマウスの作成 
本研究では慢性GVHD疾患モデルとして使用されることの多い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、主要組織抗原一致、マイナー組織
適合性抗原不一致であるB10.D2 マウス(allogeneic群、Allo群) から採取した 8 × 106

個の骨髄細胞と 2 × 107個の脾臓細胞を静注するモデルを用いた。対照群として

GVHDが発症しない syngeneic（Syn）群をおき、BALB/cマウスから得られた同量の
骨髄細胞と脾臓細胞を静注した。まず初めにこのマウスモデルが眼慢性GVHDを発
症するか否かを検討した。 
 
① 移植後の眼の肉眼所見と病理組織所見 
移植後 day +35に眼慢性GVHDの評価を行った。Syn群と比較してAllo群では眼
周囲を含めた脱毛、眼瞼の肥厚、眼裂の狭小化を認めた（Figure 3）。眼窩外涙腺を
採取し、パラフィン切片を作成後にH&E染色及びMT染色を行ったところ、Allo群
において眼慢性GVHDに典型的な組織所見である涙腺間質及び導管周囲を中心とし
た線維化を認めた(Figure 4A, B)。一方で syn群ではこうした変化は認められなかっ
た。 
 

 
Figure 3. 移植後の眼の肉眼写真 
レシピエントマウス(BALB/c)に 6 Gyの全身放射線照射を行い、その後BALB/c
（Syn群）またはB10.D2（Allo群）ドナーから採取した 8 × 106個の骨髄細胞と 2 

Syn Allo
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× 107個の脾細胞を同日経静脈的に投与した。移植後 day +35の眼の肉眼写真を示
す。 

 

 
Figure 4. 移植後の眼のH&E染色およびMT染色 
骨髄移植は Figure 3と同様に施行し、day +35の涙腺を採取した。H&E染色（上）
とMT染色(下)を示す。倍率 20倍、Scale bar; 100 µm。 

 
② 涙腺コラーゲン量と涙液量の測定 
涙腺線維化およびドライアイの定量的な評価のために移植後 day +35に涙腺のコラ
ーゲンアッセイと涙液量の測定を行なった。Syn群とAllo群のコラーゲン量の比較
は涙腺の重量あたりのコラーゲン量で比較することとした。涙腺重量あたりのコラー

ゲン量を比較するとAllo群では Syn群と比較して有意にコラーゲン量が増加してい
た（Figure 5A）。また、変色したフェノールレッド糸の長さはAllo群で有意に短縮
しており、Allo群では Syn群に比較して涙液量が減少していることが示された
（Figure 5B）。以上より、このモデルマウスではドライアイと涙腺線維化が生じるこ
とが確認できた。 
 

Syn Allo

H
&
E

M
T
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Figure 5. 移植後のコラーゲン沈着量と涙液量 
移植は Figure 3と同様に施行。(A)移植後 day +35の涙腺を採取し、コラーゲンアッ
セイを行い、涙腺重量あたりのコラーゲン量を算出した（平均±標準誤差、N=7 
/group）。(B)移植後 day +35にマウスを麻酔し、フェノールレッド糸で両眼の涙液
量を測定し、各個体の平均値を求めた（平均±標準誤差、N=8-9 /group）。*P <0.05, 
**P <0.01。 

 
③ マイボーム腺の病理組織とマイボグラフィー 
マイボーム腺は眼瞼に位置し、脂質（マイバム）を分泌することで眼球表面に油

膜を張り、涙液の蒸発を抑制する働きを持つ。そのため、マイボーム腺の機能低下は

ドライアイを悪化させる。移植後のマイボーム腺機能不全の評価のために移植後 day 
+35にマウスを安楽死させ、眼瞼の病理標本作成とマイボグラフィーを行なった。眼
瞼のH&E病理標本ではAllo群において導管の拡張と導管内への角化物の脱落、腺内
でのマイバムの充満を認めた。一方で Syn群ではこれらの所見は認められなかった
(Figure 6)。マイボグラフィーではマイボーム腺は赤外光で観察し白色に描出される。
Syn群ではマイボーム腺の形態が白色に観察できたが、Allo群では眼瞼全体が白色に
描出されてしまいマイボーム腺を同定できなかった(Figure 7)。病理組織学的に移植後
のマイボーム腺の構造の変化は認められたが、マイボグラフィーによるマイボーム腺

の萎縮の有無については評価が困難であった。原因として一つ目に今回使用したマイ

ボペンは卓上タイプの製品であり、ヒトよりも小さいマウスのマイボーム腺の観察に

はカメラの性能が及ばなかったものと考えた。二つ目にAllo群ではマイボーム腺内
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にマイバムが充満している所見が得られていたことから内圧の上昇が生じていた可能

性がある。マイボーム腺の萎縮は内圧によるストレスが長期間加わった後に生じるた

め、マイボグラフィーでの評価をするには評価日が早すぎた可能性がある。本研究で

は移植後 day +35での涙腺線維化の評価を行なっていたため、本研究ではマイボグラ
フィーによるマイボーム腺の評価は行わないこととした。 

 

 

Figure 6. 移植後の上眼瞼のH&E染色 
骨髄移植は Figure 3と同様に施行し、移植後 day +35の眼瞼を採取した。H&E染色
を示す。マイボーム腺の導管を黒矢印で示す。倍率 20倍。Scale bar; 50 µm。 

 

 
Figure 7. 移植後の上眼瞼のマイボグラフィー 
骨髄移植は Figure 3と同様に施行し day +35に眼瞼を採取し、暗室内でマイボグラ
フィーによる観察および撮像を行なった。白色に描出されたマイボーム腺の一部

を矢印で示した。 
 

Syn Allo

Syn Allo
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以上の結果から、マイボーム腺機能不全の評価はできなかったが、本マウスモデ

ルはヒトの眼慢性GVHDで涙腺の線維化とドライアイが生じる現象をよく反映して
いることが確認された。 
 
2. 移植後の涙腺にはHSP47陽性の線維芽細胞が集積している 
次に、眼慢性GVHDモデルマウスにおいてコラーゲン特異的分子シャペロンであ
り、活性化した線維芽細胞のマーカーでもあるHSP47の発現が亢進しているかに関
して蛍光免疫染色を用いて検討した。Allo群においてHSP47陽性の線維芽細胞は導
管周囲を中心として集積しているが、GVHDを発症しない Syn群では導管周囲に
HSP47陽性細胞をほとんど認めなかった（Figure 8A）。さらに、肝臓や皮膚では α-
SMA陽性の筋線維芽細胞が組織線維化の中心的な役割を担うことが知られている
が、涙腺においてHSP47陽性細胞が α-SMAを発現するか否かを確認するために多重
蛍光免疫染色を行なった。Allo群でHSP47陽性線維芽細胞が導管周囲の間質に集積
していたが、α-SMAは同細胞には染色されなかった。Syn群ではHSP47陽性線維芽
細胞の集積を認めず、一方で、Syn, Alloの両群で血管や腺房周囲の筋上皮細胞には
α-SMAが染色された（Figure 8B）。 
以上から、眼慢性GVHDモデルマウスの涙腺には導管周囲を中心としたHSP47陽
性線維芽細胞の集積が認められることが確認できた。つまり、眼慢性GVHDモデル
マウスではHSP47陽性線維芽細胞の集積し、導管周囲を中心とした涙腺の線維化を
発症することが確認できたので、HSP47が眼慢性GVHDの治療標的となり得ると考
えた。 



 20 

 

Figure 8. 移植後の涙腺線維芽細胞の蛍光免疫染色 
移植は Figure 3と同様に施行した。移植後 day +35に採取した涙腺からパラフィン
標本を作成した。(A)連続切片を作成してMT染色（上）と蛍光免疫染色（下）を
行なった。蛍光免疫染色ではHSP47(赤)を染色し、DAPI（青）で核染色を行なっ
た。Allo群では白または黒の長方形の部分を拡大し、それぞれの右に示した。十
字は腺房を示している。倍率 60倍。Scale Bar 50 µm。(B)α-SMA（赤）とHSP47
（緑）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た。倍率
60倍。Scale Bar 50 µm。Du; ductal lumen。白矢印はHSP47陽性線維芽細胞を示し
た。 

 
3. VA-lip HSP47全身投与は慢性GVHDの涙腺線維化を抑制する 
次に本モデルマウスに移植後 day +2から day +34まで 4.5 mg/kgのVA-lip HSP47を
週 3回全身投与することで涙腺の線維化に影響を与えるかどうかを検証した。対照群
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にはVA-lip 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) を投与し、day +35にマウスを安楽死させて涙腺を採取した。
HSP47の蛍光免疫染色を施行したところ、VA-lip Scrを投与した群ではHSP47陽性
の細胞が集積しているのに対して、VA-lip HSP47を投与した群ではHSP47がノック
ダウンされていた(Figure 9)。 

 
さらに、移植後 day +35のMT染色ではVA-lip Scr投与群に比べてVA-lip HSP47
投与群で線維化が改善しており(Figure 10)、涙液分泌量も保たれていた(Figure 11)。
我々は、以前の研究でVA-lip HSP47を静脈内投与することで皮膚の筋線維芽細胞へ
特異的に薬剤が分布し、HSP47をノックダウンさせることで慢性GVHDによる皮膚
線維化を改善させることを報告している。今回の結果も同様の機序で慢性GVHDに
よる涙腺の線維化が改善したものと考えた。 
以上の結果から、VA-lip HSP47の全身投与は慢性GVHDによる涙腺の線維化およ
びドライアイを改善する可能性が示唆された。 
 

 
Figure 9. VA-lip HSP47全身投与後の涙腺HSP47免疫染色 
移植は Figure 3と同様に施行し、移植後 day +2から day +34まで週 3回、4.5 mg/kg
のVA-lip HSP47またはVA-lip Scrを静脈内投与した。移植後 day +35に涙腺を採
取しパラフィンブロックを作成し、蛍光免疫染色を行った。HSP47（赤）を染色
し、DAPI（青）で核染色を行なった。倍率 40倍。Scale Bar; 50µm。 

Syn Allo + Scr Allo + VA-lip HSP47

Red: HSP47, Blue: DAPI

Du
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Figure 10. VA-lip HSP47全身投与後の涙腺MT染色 
移植および薬剤の投与は Figure 9と同様に施行した。移植後 day +35の涙腺MT染
色を示した。倍率 20倍。Scale Bar; 100 µm。 
 

 
Figure 11. VA-lip HSP47全身投与後の涙液分泌量 
移植および薬剤の投与は Figure 9と同様に施行した。移植後 day +35にマウスを麻
酔し、フェノールレッド糸で測定した涙液量を示した（平均±標準誤差、N=5 
/group）。**P <0.01。 

 
4. VA-lip HSP47は点眼投与で涙腺組織に到達する 
次に、我々はVA-lip HSP47による局所療法の可能性について検討した。VA-lip 

HSP47全身投与でも免疫系への影響が少ないことを以前の研究で報告しているが、
さらに全身に対する安全性を高めつつ、頻度の高い眼慢性GVHD患者の治療へのコ
ストダウンに寄与できると考えて局所療法の開発に取り組んだ。 
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まず、VA-lip HSP47点眼によって移植後の涙腺線維化病変にVA-lip HSP47が分布
するか否かを検討するために、Dy647で蛍光標識したVA-lip HSP47 (VA-lip Dy647)を
移植後 day +29から+33まで片側の眼に点眼し涙腺を採取した。対照群として同一マ
ウスの反対側の涙腺を採取した。蛍光顕微鏡で観察したところ、VA-lip Dy647点眼
側では涙腺組織に蛍光色素が分布していたが対照群では蛍光色素の分布がなく、VA-
lip HSP47点眼は涙腺組織まで到達することが確認された(Figure 12)。 
 

 
Figure 12. 移植後の涙腺線維化病変へのVA-lip Dy647点眼の分布 
移植は Figure 3と同様に施行し、移植後 day +29から+33まで連日 0.4 mg/ml の
VA-lip Dy647を 2 µl点眼投与した。最終投与の 1時間後に涙腺を採取し、凍結切
片を作成し、DAPI（青）による核染色後、VA-lip Dy647（赤）の分布を観察し
た。Control side; 同一マウスの非点眼側の涙腺、Treated side; VA-lip Dy647点眼側の
涙腺。倍率 40倍（左、中）、右は中の白点線部位を拡大したもの。Scale bar; 20 
µm。 

 
5. VA-lip HSP47点眼は涙腺線維化とドライアイの発症を抑制する 
次に、Allo群に対して移植後 day +2から day +34まで 0.4 mg/ml のVA-lip HSP47
またはVA-lip Scrを両眼に 2 µlずつ点眼投与することで涙腺線維化およびドライアイ
に影響を与えるかを検討した。移植後 day +35にマウスから涙腺を採取し、蛍光免疫
染色を行なったところ、VA-lip HSP47点眼群ではHSP47がノックダウンされていた
がVA-lip Scr点眼群ではHSP47がノックダウンされなかった(Figure 13A)。VA-lip 
HSP47点眼によるHSP47陽性線維芽細胞の減少が線維化改善効果に寄与しているか
否かを検討するためにH&E染色とMT染色による検討を行なった。移植後 day +35
のMT染色の画像からVA-lip Scr点眼群では導管周囲を中心とした線維化が発症して
いるが、VA-lip HSP47点眼の投与によって線維化が改善していることが確認された
(Figure 13B)。 

 

Red: VA-lip Dy647, Blue: DAPI

Control side Treated side
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Figure 13. 眼慢性GVHDに対するVA-lip HSP47点眼予防投与の涙腺HSP47蛍光
免疫染色とH&E染色、MT染色 
骨髄移植は Figure 3と同様に施行した。移植後のマウスにVA-lip HSP47もしくは
VA-lip scramble siRNAを day +2から day +34まで連日点眼投与し day +35に涙腺を
採取した。(A)MT染色標本（上）との連続切片で未染色標本を作成し、HSP47
（赤）の蛍光免疫染色を行い、DAPI（青）で行なった核染色とともに示してい
る。MT染色の黒い点線、免疫染色の白い点線は腺房と間質の境界を示し、十字は
涙腺腺房領域を示している。白矢印はHSP47陽性線維芽細胞を示した。導管
（Duct; Du）、倍率 60倍、Scale bar; 50 µm。(B) H&E染色（上）とMT染色(下)を
示す。倍率 20倍、Scale bar; 100 µm。 
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MT染色でコラーゲンの沈着している領域の改善の程度を定量的に判断するため
に、それぞれのMT染色標本を同条件で撮影し、Image Jによる画像解析を行い、MT
染色陽性領域の比率を算出し比較した。するとVA-lip HSP47点眼群ではVA-lip Scr
点眼群と比較して有意にMT染色陽性領域の比率が低下していた(Figure 14A)。さら
に、コラーゲンアッセイでもVA-lip Scr点眼群と比較してVA-lip HSP47点眼群では
コラーゲンの沈着が減少しており、フェノールレッド糸で測定した涙液分泌量も保た

れていた(Figure 14B, C)。以上の結果から、VA-lip HSP47点眼は慢性GVHDによる涙
腺線維化とドライアイの発症を抑制する効果があることが示された。さらにVA-lip 
Scr点眼では涙腺線維化とドライアイ発症の抑制効果がないことから、本研究におけ
る涙腺線維化とドライアイの改善効果は薬剤の表面を覆うビタミンA誘導体による
効果ではなく、生体内でのHSP47ノックダウンによる効果であることが示された。 

 

 
Figure 14. 移植後点眼療法後のMT染色陽性領域率とコラーゲン沈着量、涙液量 
骨髄移植は Figure 3と同様に施行し、day +2から+34まで点眼療法を施行した。
(A) 移植後 day +35の涙腺を採取しMT染色切片を作成し、MT染色で青色に染ま
る部位の割合を算出した(平均±標準誤差、N=3-9 /group)。(B)移植後 day +35の涙腺
を採取し、コラーゲンアッセイを行い、涙腺重量あたりのコラーゲン量を算出し

た（平均±標準誤差、N=8-9 /group）。(C)移植後 day +35にマウスを麻酔し、フェ
ノールレッド糸で両眼の涙液量を測定し、各個体の平均値を求めた（平均±標準誤
差、N=3-9 /group）。**P <0.01。 

 
6. VA-lip HSP47点眼は完成した涙腺線維化を改善させる 
最後に、すでに生じた涙腺線維化病変にもVA-lip HSP47点眼が有効であるか否か
を確認することとした。実臨床ではVA-lip HSP47を予防的に投与することは困難で
あるため、すでに発症した慢性GVHDの治療としてVA-lip HSP47点眼の効果がある
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かが重要になるため治療効果を評価した。まず、移植後 day +21のマウスで涙腺線維
化が発症しているか確認するためにMT染色標本を作成して組織学的に評価した。
画像的に、Syn群では涙腺線維化が生じていなかったが、Allo群では移植後 day +21
の時点ですでに線維化が生じていることが確認できた(Figure 15)。 

 

 
Figure 15. 移植後 day +21の涙腺MT染色 
骨髄移植は Figure 3と同様に施行した。Day +21にマウスから涙腺を採取し、MT
染色を行った。倍率 20倍。Scale Bar 50 µm。 

 
そこで移植後 day +21から day +34まで 0.4 mg/ml のVA-lip HSP47もしくはVA-lip 

Scrを 2 µlずつ両眼に点眼し、day +35に解析する実験を行なった。蛍光免疫染色で
VA-lip Scr点眼群ではHSP47陽性細胞の集積を認めていたが、VA-lip HSP47点眼群
ではHSP47陽性細胞の集積は抑制されていた(Figure 16A)。さらにMT染色でコラー
ゲンが沈着している青色部位を確認すると、VA-lip Scr点眼群に比較して明らかに
VA-lip HSP47点眼群で線維化部位が少なく、涙腺線維化が改善していた(Figure 
16B)。 

Day +21
AlloSyn
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移植後 day +35に採取した涙腺のコラーゲンアッセイを行ってコラーゲン量を測定
したところ、眼慢性GVHDによるコラーゲン沈着量の増加がVA-lip HSP47点眼で有
意に減少していた(Figure 17A)。さらにフェノールレッド糸での涙液量の測定でも眼
慢性GVHDに伴う涙液量の減少がVA-lip HSP47点眼群で有意に保たれている結果だ
った(Figure 17B)。 
 

 
Figure 16. VA-lip HSP47点眼の治療投与後の涙腺HSP47免疫染色とMT染色 
骨髄移植は Figure 3と同様に施行した。薬剤は day +22から day +34まで点眼投与
し、day +35に涙腺を採取した。(A)HSP47（赤）の蛍光免疫染色を行い、DAPI
（青）で核染色した。倍率 60倍。Scale Bar 50 µm。Du; ductal lumen。白矢印は
HSP47陽性線維芽細胞を示した。(B)MT染色。倍率 40倍。Scale Bar 50 µm。 
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Figure 17. VA-lip HSP47点眼治療投与後のコラーゲン沈着量と涙液量 
骨髄移植は Figure 3と同様に施行した。薬剤は day +22から day +34まで点眼投与
し、day +35に(A)コラーゲン沈着量、(B)涙液量の測定を行った（平均±標準誤差、
N=9 /group）。**P <0.01。 

 
以上よりVA-lip HSP47は全身投与で眼慢性GVHDによる涙腺の線維化と涙液量の
分泌を改善させるだけではなく、点眼投与によっても眼慢性GVHDによる涙腺の線
維化およびドライアイを予防かつ治療できる可能性があることが示された。 
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考察 

 
慢性GVHDは多臓器が標的となる移植後の合併症であり、臓器線維化と機能不全
を特徴とする疾患である。移植の支持療法や急性GVHDの予防法が発展し、移植後
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くなっている。実
際、造血幹細胞移植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(Solomon et al., 2017)。GRFSを達成するため
には、治療が必要となる慢性GVHDを発症させないこと、過大な免疫抑制によって再発
が増加しないことが条件であり、急性 GVHDだけでなく慢性 GVHDの予防も移植の成
功に重要であることを示している。造血幹細胞移植後に大量シクロフォスファミドを投与

し、アロ反応性 T細胞を除去するGVHD予防法や抗胸腺グロブリンを用いたGVHD予
防法は慢性GVHDの発症が抑えられると報告されており、急性GVHDだけでなく慢性
GVHDにも期待できるGVHD予防法である(Kanakry et al., 2014; Sugita et al., 2015; Finke 
et al., 2009)。 

 
慢性GVHDの治療には一次治療として副腎皮質ステロイドの全身投与が行われる
が、二次治療については標準的治療法がないのが現状である(Wolff et al., 2011)。欧米
ではミコフェノール酸モフェチルやシロリムス、ヒドロキシクロロキン、体外循環式

光化学療法，リツキシマブ、ペントスタチン、イマチニブ、ステロイドパルス療法な

どが使用されるが、明らかに優れている治療法は確立していない(Wolff et al., 2011)。
そのため、慢性GVHDの新たな治療法の開発が精力的に行われている。慢性GVHD
の病態の一端としてB細胞の異常な活性化がある。そこで、B細胞シグナル伝達に
関連するBruton’s tyrosine kinaseとT細胞のシグナル伝達に関連する interleukin-2 
inducible T-cell kinaseの阻害薬であるイブルチニブはマウスモデルにおいてT細胞と
B細胞の機能を抑制することで慢性GVHDを改善させることが報告された(Dubovsky 
et al., 2014; Schutt et al., 2015)。さらに第Ⅱ相試験でイブルチニブは副腎皮質ステロイ
ド治療に抵抗性であった慢性GVHD患者に対して、67%の奏効率を認め(Miklos et al., 
2017)、イブルチニブは米国食品医薬品局で初めて、副腎皮質ステロイド抵抗性慢性
GVHDに対する治療薬として認可された。また、ヒトおよびマウス慢性GVHDのB
細胞では細胞内キナーゼである spleen tyrosine kinaseの発現が亢進しており、spleen 
tyrosine kinase阻害薬を用いることで慢性GVHDが改善することが報告されている
(Le Huu et al., 2014; Flynn et al., 2014; Allen et al., 2014; Flynn et al., 2015)。Spleen tyrosine 
kinase阻害薬が慢性GVHDを改善させる機序として、慢性GVHDによって活性化し
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た胚中心の機能と樹状細胞の働きを抑えるということがマウスモデルで報告されてい

る(Flynn et al., 2015)。さらに、制御性T細胞の生存と増殖に関わる interleukin-2を用
いる低用量 interleukin-2療法は第Ⅰ/Ⅱ相試験で慢性GVHD患者の制御性T細胞を増
やし、慢性GVHDを改善すると報告されており、期待される治療法である(Matsuoka 
et al., 2013)。一方で臓器線維化に着目した治療としては特発性肺線維症に対して認可
されている抗線維化薬の pirfenidoneがある(Noble et al., 2011)。Pirfenidone は TGF-β受
容体のシグナリングを阻害することでコラーゲン産生を抑制する薬剤であるが、マウスの

慢性 GVHDによる肺線維化病変においてマクロファージの浸潤を抑制し、TGF-βの産
生を抑えることで肺慢性GVHDを改善させることが報告されている(Du et al., 2017)。さら
に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-bや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ている
(Wu et al., 2014)。 

 
本研究では慢性GVHD病態の最終段階に当たる線維化病態に着目しHSP47を標的
とした治療開発を行った。HSP47はプロコラーゲンをコラーゲンへと成熟させるの
に重要な役割を担っている。そのため、HSP47の機能を阻害することでプロコラー
ゲンのフォールディングが阻害され、小胞体内にフォールディングされない異常なコ

ラーゲンが蓄積し小胞体ストレスによって線維芽細胞はアポトーシスを起こす(Ito 
and Nagata, 2017)。このことはHSP47が慢性GVHDによる線維化病変において治療
標的となり得ることを示唆しており、本研究の標的としてHSP47に着目した。本研
究では慢性GVHDによる涙腺線維化病変でHSP47の発現が亢進しており、HSP47が
眼慢性GVHDの治療標的となり得ることを示した。 
 
HSP47陽性線維芽細胞が涙腺間質の線維化部位に集積することが慢性GVHDモデ
ルマウスのみではなく、慢性GVHDを発症したヒトでも生じることが知られている
(Ogawa et al., 2007; Ogawa et al., 2017)。肝硬変をはじめとする臓器線維化病変では α-
SMA陽性の筋線維芽細胞が線維化病変形成の重要な役割を担っていることが知られ
ており、我々は以前、皮膚慢性GVHDでの線維化でも筋線維芽細胞がマクロファー
ジ依存的に集積することを発見した(Yamakawa et al., 2018; Hinz et al., 2007; Wynn and 
Ramalingam, 2012; Zhang et al., 2014)。しかし、涙腺のHSP47陽性線維芽細胞は α-
SMAを発現しておらず、このことは眼慢性GVHDの涙腺線維化では α-SMAが陰性
であることを報告した過去の報告と一致していた(Ogawa et al., 2007; Yamane et al., 
2018)。これは例えば皮膚では真皮乳頭層、真皮網状層、皮下組織と解剖学的な部位
の違いによって、それぞれ異なる線維芽細胞が存在するという報告にあるように、臓
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器線維化に関わる線維芽細胞の表現型はその前駆細胞や組織、微小環境によって変化

するためと考えられる(Lynch and Watt, 2018)。 
 
眼慢性GVHDはNIH基準 2015の段階では「他の検査所見や臓器病変がなくても慢
性GVHDと診断できる徴候」とされる診断的徴候が存在していないが、他の臓器に
慢性GVHDの診断的徴候があれば、新たなドライアイの出現や乾燥性角結膜炎の出
現により診断できる疾患である(Jagasia et al., 2015)。一方で、眼慢性GVHDが他の慢
性GVHDの診断的徴候よりも先に出現するという報告も多く、慢性GVHD診断にお
ける眼の重要性が示唆されている(Jacobs et al., 2012)。さらに重症なドライアイは移植
後平均 6.8ヶ月で発症し、ほぼ全例が他臓器の慢性GVHDを合併するのに対して軽
度のドライアイは移植後平均 13.2ヶ月で発症し、他の慢性GVHDの徴候を有してい
ないことが多いとする報告があり、他の慢性GVHDの診断的徴候がない状況でもド
ライアイについての評価が重要であることが示唆される(Wang et al., 2010)。また、結
膜炎を生じる慢性GVHDは重症GVHDの徴候であるとする報告があり、結膜炎を有
する場合は生存率が低下すると報告されている(Jabs et al., 1989)。この報告に関しては
現在のGVHDについてのNIH基準に照らし合わせると急性GVHDも含まれている
可能性があり、検証が必要と考えられる。眼慢性GVHDの重要性は高まっており、
診断的徴候となりうる徴候であるため、International Chronic Ocular GVHD Consensus 
Groupから眼慢性GVHDの新たな診断基準が示された(Ogawa et al., 2013)。今後はこ
の基準をもとに眼慢性GVHDを正確に診断、評価することで眼慢性GVHDが全身の
慢性GVHDの診断的徴候となり得るのか、慢性GVHD早期治療への指標となり得る
のかが評価されてくると考えられる。 
 
ドライアイは慢性GVHDだけではなく炎症や加齢、さらには特発性にも発症するこ
とが知られている(Conrady et al., 2016)。涙腺の線維化は他のドライアイでも生じてい
ることがあり、VA-lip HSP47はドライアイ全般に有効である可能性がある。ヒトと
は異なり、マウスでは主要な涙腺が眼窩外にあるが、我々はDy647で蛍光標識した
VA-lip HSP47を移植後のマウスに点眼することで薬剤が涙腺組織に分布することを
示した。臨床研究での検証が必要だが、ヒトでは涙腺が眼球近傍にあり、マウスより

も薬剤が分布しやすい可能性があり、ヒトでの臨床研究へ期待できる要素であると考

えている。 
 
さらに、近年の報告では眼慢性GVHDでドライアイを発症したものは同時にマイボ
ーム腺機能不全を合併することが高いことが報告されている(Ogawa et al., 1999)。マ
イボーム腺機能不全とは涙液蒸発の抑制や瞬目時の摩擦抑制などの役割を担う脂質
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（マイバム）の分泌が様々な原因により障害される病態であり、ドライアイとの強い

関連が言われている。慢性GVHDにおいては分泌減少型のマイボーム腺機能不全が
生じると報告されており、慢性炎症をきっかけに導管内上皮の角化や腺内脂質の性状

変化が生じてマイバムの分泌が低下すると考えられている(Obata, 2002)。本研究でも
導管の角化を確認しており、過角化を抑えることが出来ればマイボーム腺機能不全を

改善する可能性があると考えた。我々は皮膚慢性GVHDに対してVA-lip HSP47を全
身投与することで皮膚線維化を改善すると同時に過角化を抑えることを確認してお

り、VA-lip HSP47点眼はマイボーム腺機能不全を改善する可能性があると考えられ
る。本研究ではマイボーム腺機能不全の評価が十分に行えなかったためVA-lip 
HSP47点眼の効果については不明だが、今後はマイボーム腺機能不全を評価する方
法を導入して研究を行いたい。 
 
siRNAは特定の遺伝子の翻訳を阻害するため、様々な疾患で臨床応用が期待されて
いるが生体内では急速に分解されてしまうことが臨床応用への障害の一つとなってい

る。VA-lip構造は siRNAを生体内での分解から保護するのみではなく、活性化した
線維芽細胞や筋線維芽細胞へビタミンAを介して siRNAを輸送することを可能にし
ている(Sato et al., 2008; Takagawa and Hirosawa, 1989; Kurashima et al., 2014)。VA-lip 
HSP47の全身投与は肝臓や肺、膵臓の線維化モデル動物で有効であることが報告さ
れており(Sato et al., 2008; Otsuka et al., 2017; Ishiwatari et al., 2013)、現在、肝硬変患者で
抗線維化効果についての臨床試験が行われている（NCT02227459）。我々は以前、
慢性GVHDモデルマウスを用いてVA-lip HSP47の全身投与が慢性GVHDによる皮
膚および唾液腺の線維化を改善することを報告している(Yamakawa et al., 2018)。本研
究では、眼慢性GVHDモデルマウスを用いてVA-lip HSP47点眼が慢性GVHDによ
る涙腺線維化を改善することを発見した。ドライアイは慢性GVHDが生じる他の標
的臓器の病変に先行して生じうることが報告されており、VA-lip HSP47点眼はその
ような患者の早期治療に有用である(Ogawa et al., 2013)。加えて、全身治療と比較し
て治療費用を抑えることが可能であり、全身的な有害事象が生じる可能性も低いと考

えられる。 
 
眼に限らず、慢性GVHDの治療には症状に応じて全身ステロイド投与などの免疫抑
制療法が行われる。一方で免疫抑制療法は感染症や原疾患の再発などのリスクがある

ため、眼慢性GVHDに対してはステロイド点眼、シクロスポリン点眼、人工涙液や
自家血清点眼といった局所療法が開発されている(Ahmad et al., 2002; Espana et al., 
2013)。これらの治療法はいずれも明確な優劣はないが、初期治療として局所の炎症
を抑制するためにステロイド点眼が用いられることが多い(Nassiri et al., 2013)。しか
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し、ステロイド点眼は緑内障や白内障、感染性結膜炎の発症に繋がるため長期使用は

勧められない。一方でシクロスポリン点眼はステロイド点眼よりも副作用が少なく、

T cellの活性化を抑えて眼慢性GVHDによる症状を抑制するとされ、有効という報告
がある(Wang et al., 2008)。また、羊膜抽出液が角膜の修復作用や炎症細胞の抑制、線
維芽細胞の活性化抑制に有効であるとされることから、眼慢性GVHDの治療に羊膜
抽出液点眼を用いる臨床研究が行われている(Murri et al., 2018) (NCT03298815)。さら
にヒト羊膜から作成したHeavy Chain-Hyaluronan/Pentraxin 3を眼慢性GVHDモデルマ
ウスの結膜下および皮下に投与することで、HSP47陽性線維芽細胞の減少と涙腺の
線維化およびドライアイが改善したとする報告もある(Ogawa et al., 2017)。Heavy 
Chain-Hyaluronan/Pentraxin 3も免疫抑制作用があることが知られており(He et al., 2013; 
Zhang et al., 2012; He et al., 2014)、VA-lip HSP47は線維化カスケードのより下層を標的
している点が異なっていると考える。一方で、眼慢性GVHDの重要性から全身治療
においても眼慢性GVHDを評価する研究が近年報告されている。前述している
spleen tyrosine kinase阻害薬の一種である entospletinibはGVHDモデルマウスで皮膚の
線維化およびマウス眼瞼の過角化を改善させ、GVHDによる眼および皮膚の症状を
改善させることを報告している(Poe et al., 2018)。このように眼慢性GVHDの治療法
の開発は近年盛んに研究されている分野である。 
 
今回の研究で我々はVA-lip HSP47が全身投与でも点眼投与でも慢性GVHDによる
涙腺線維化およびドライアイに対する新たな治療選択肢となることを発見した。移植

後のQOLを向上させるためにも眼慢性GVHDの治療の位置付けは重要となってお
り、治療選択肢の少ない中で新規治療法を提示することができたことは意義のあるも

のと考えられる。 
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総括および結論 
 
本研究にて以下の知見が得られた。 
 
l VA-lip HSP47 は眼慢性 GVHD モデルマウスへの全身投与で涙腺線維化と涙液量
の低下を軽減する。 

l VA-lip HSP47 は眼慢性 GVHD モデルマウスへの点眼投与後に涙腺組織に分布す
る。 

l VA-lip HSP47点眼は慢性GVHDによる涙腺線維化と涙液量の低下を軽減する。 
l VA-lip HSP47点眼は発症した涙腺線維化を改善し、涙液量の低下を改善する。 
 
 

 
 
2. 新知見の意義 

HSP47は眼慢性GVHDによる涙腺線維化に関与することは報告されていたが、直
接の治療標的となるかは不明であった。肝硬変や肺線維症、慢性GVHDによる皮膚
及び唾液腺の線維化に有効であることが報告されているVA-lip HSP47を全身投与だ
けではなく、局所投与することでも涙腺線維化に有効であることを初めて証明した。

さらにVA-lip HSP47点眼は眼慢性GVHDの予防効果だけではなく、治療効果がある
ことが証明された。眼慢性GVHDは他の慢性GVHDの症状に先駆けて自覚されるこ
ともあり、VA-lip HSP47点眼療法は全身性の免疫抑制を起こす治療を避けることで

VA-lip HSP47

HSP47+ fibroblasts

Depletion of HSP47+ fibroblasts

Accumulation of

unfolded procollagen

Knockdown HSP47

Lacrimal Gland

Ocular instillation
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免疫抑制に伴う副作用やGVHD治療に伴う原疾患の再発リスクを軽減できる可能性
があり、大きな意義がある。加えて、VA-lip HSP47点眼はVA-lip HSP47の全身投与
と比較して使用する薬剤の量が少なく済むため経済的な面でも大きな意義がある。 

 
3. 今後の研究展開 
これまでの我々の研究でVA-lip HSP47は全身投与で皮膚および唾液腺の慢性

GVHDに効果があること、局所投与での眼慢性GVHDに効果があることを示してき
た。これら研究の限界は動物モデルでの検証ということであり、ヒトでの臨床研究へ

と発展させたい。現在、肝硬変患者に対するVA-lip HSP47の全身投与の臨床試験が
行われており（NCT02227459）、安全性を確認する。更に、眼慢性GVHDでは涙腺
の線維化だけではなくマイボーム腺の線維化に伴うマイボーム腺機能不全が合併して

いることが多く、VA-lip HSP47による治療効果が期待できる。本研究ではマイボー
ム腺の評価ができなかったが、ヒトでは非侵襲的な検査で評価が可能なため、ヒトで

の臨床研究が可能となった場合にはマイボーム腺についても評価すべきである。 
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