
Title ルキソリチニブ局所投与による皮膚移植片対宿主病の新規治療法の開発と皮膚組織幹細胞の保護効果の検
討

Author(s) 高橋, 秀一郎

Description 配架番号：2390

Degree Grantor 北海道大学

Degree Name 博士(医学)

Dissertation Number 甲第13011号

Issue Date 2018-03-22

DOI https://doi.org/10.14943/doctoral.k13011

Doc URL https://hdl.handle.net/2115/70304

Type doctoral thesis

File Information Shuichiro_Takahashi.pdf

Hokkaido University Collection of Scholarly and Academic Papers : HUSCAP



	

学	 位	 論	 文	
	

	

ルキソリチニブ局所投与による皮膚移植片対宿主病の

新規治療法の開発と皮膚組織幹細胞の保護効果の検討	

	

	

(Topical ruxolitinib protects skin stem cells and ameliorates skin 

graft-versus-host disease) 
 

	

２０１８	年	 ３	月	

	

	

北	 海	 道	 大	 学	

	

	

高	 橋	 秀	 一	 郎	

Shuichiro	Takahashi	

	 	







	 	



	

	

学	 位	 論	 文	
	

	

ルキソリチニブ局所投与による皮膚移植片対宿主病の

新規治療法の開発と皮膚組織幹細胞の保護効果の検討	

	

	

(Topical ruxolitinib protects skin stem cells and ameliorates skin 

graft-versus-host disease) 
	

	

２０１８	年	 ３	月	

	

	

北	 海	 道	 大	 学	

	

	

高	 橋	 秀	 一	 郎	

Shuichiro	 Takahashi	 	



目	 次	

	

発表論文目録および学会発表目録・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・１頁	

	

緒言・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・２頁	

	

略語表・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・５頁	

	

実験方法・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・６頁	

	

実験結果・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・１５頁	

	

考察・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・３５頁	

	

総括および結論・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・３９頁	

	

謝辞・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・４１頁	

	

引用文献・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・４２頁	

	



 1 

	

発表論文目録および学会発表目録	

	

本研究の成果の一部は以下の論文として投稿中である。 

Shuichiro	Takahashi,	Daigo	Hashimoto,	Eiko	Hayase,	Reiki	Ogasawara,	Hiroyuki	

Ohigashi,	Takahide	Ara,	Emi	Yokoyama,	Ko	Ebata,	Satomi	Matsuoka,	Geoffrey	R.	Hill,	

Junichi	Sugita,	Masahiro	Onozawa,	and	Takanori	Teshima.		

	

Topical	ruxolitinib	protects	skin	stem	cells	and	maintain	skin	homeostasis	in	

murine	graft-versus-host	disease.		

	

雑誌名	 Blood	

Blood	2018:	blood-2017-06-792614;	doi:https://doi.org/10.1182/blood-2017-06-	

792614	(Epub	ahead	of	print)	

	

	

	

	

	

本研究の一部は以下の学会に発表した。	

	

1. Shuichiro	Takahashi,	Daigo	Hashimoto,	Eiko	Hayase,	and	Takanori	Teshima.	
Topical	ruxolitinib	protects	LGR5+	stem	cells	in	the	hair	follicles	and	

ameliorates	skin	graft-versus-host	disease.	

2016	BMT	Tandem	Meetings	(Best	abstract	award).	2016年2月20日.ハワイ.	

	

2. 高橋	 秀一郎、橋本	 大吾、早瀬	 英子、豊嶋	 崇徳	

LGR5+	skin	stem	cells	are	targeted	in	GVHD	and	topical	ruxolitinib	protects	

them	against	GVHD.	第78回日本血液学会学術集会	(プレナリーセッション),2016

年10月14日.横浜.		

	  



 2 

緒言	

	

移植片対宿主病(graft-versus-host	disease：GVHD)は同種造血幹細胞移植後の最

も重大な合併症の1つであり、移植成績および移植後のQOLの改善を得るためには、

その適切なマネジメントが重要と考えられる。GVHDは移植片由来のドナーT細胞がレ

シピエントのアロ抗原によって活性化され、レシピエントの臓器障害を引き起こす疾

患である。古典的な分類では、移植後100日以内に発症する急性GVHDと100日以降に

発症する慢性GVHDに分けられるが、近年、移植法の変化に伴いGVHDの臨床像は多様

化してきている。このため、GVHDの適切な管理には、その病態の理解が必須のものと

なってきている。	

マウスモデルを用いた基礎研究により、急性GVHDの病態の解明は飛躍的に進歩し

た。急性GVHDの分子病態は、移植前処置に伴う組織障害と自然免疫の活性化、ドナー

T細胞の活性化とクローン性増殖、エフェクター細胞による組織障害の3つのステッ

プによって構成されている1。移植前処置は主に全身放射線照射および大量抗癌剤に

よって施され、残存する腫瘍細胞への殺細胞効果および移植する細胞の生着を担保す

ることを目的とする。これによって傷害されたレシピエントの体細胞からは

adenosine	triphosphate(ATP)や尿酸などのダメージ関連分子パターン

(damage-associated	molecular	patterns:	DAMPs)が放出され、同時に腸管粘膜のバリ

ア機能の破綻によって、腸内細菌に由来するlipopolysaccharide	(LPS)などの病原体

関連分子パターン(pathogen-associated	molecular	patterns:	PAMPs)が全身循環へ流

入する。DAMPsやPAMPsはToll-like	receptorなどのパターン認識受容体などを介し

て自然免疫系を賦活化し、TNFαやIL-1βなどの炎症性サイトカインの産生を促すと

ともに、抗原提示細胞の活性化を介してドナーT細胞を活性化させる2,3。レシピエン

トに輸注されたドナーT細胞は脾臓やリンパ節などの二次リンパ組織で抗原提示細胞

上のアロ抗原を認識して活性化し、クローン性に増殖しながら、IL-2やIFNgを産生す

るTh1細胞やIL−17などを産生するTh17細胞および細胞傷害性T細胞などに分化する。

分化したドナーT細胞はケモカインレセプターや接着因子によって標的臓器へと遊走

し、炎症性サイトカインや細胞傷害性分子を介して組織傷害をもたらす。この際、全

身循環に入ったLPSなどによって活性化したマクロファージも炎症性サイトカインを

産生し、組織傷害に与っている。	

従来、GVHDの主な標的細胞は成熟上皮細胞と考えられてきたが、近年、腸管GVHD

のモデルを利用した研究で、組織幹細胞がGVHDの標的細胞であり、組織幹細胞の傷害

による組織修復機転の破綻がGVHDの難治性をもたらすと考えられている4,5。腸管上

皮の陰窩に存在するLgr5+腸幹細胞は、腸吸収上皮細胞や抗菌ペプチド産生細胞であ
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るPaneth細胞などすべての腸管上皮細胞に分化する。腸管GVHDにおいてはLgr5+腸

幹細胞が傷害されることにより、腸吸収上皮細胞やPaneth細胞の障害が修復されず、

バリア機能が破綻するとともに抗菌ペプチドの分泌不全による腸内細菌叢の異常	

(dysbiosis)を来し、腸内細菌由来のLPSなどが全身循環に入ることで、GVHDの増悪

をもたらすと考えられている。一方で、Lgr5のリガンドであるR−spondin1はLgr5+

腸幹細胞を刺激し、移植前処置やエフェクター細胞による腸管上皮の傷害を軽減させ、

またPaneth細胞を維持することによって、腸内細菌叢の異常を防ぎ、GVHDの改善を

もたらすと報告されている4,6。	

このようなGVHDによる組織幹細胞の傷害は、腸管以外の臓器でも生じている可能

性が考えられるが、これまでは研究が進んでいない。我々はGVHDの代表的な標的臓器

の1つである皮膚において組織幹細胞の傷害について検討することとした。皮膚にお

ける組織幹細胞は、1990年にCostsarelisらによって、マウス毛包のBulge領域に細

胞周期が遅いラベル保持細胞	(label-retaining	cell:	LRC)が存在することによって

発見された7。その後の研究により、Bulge領域にはcytokeratin	15(CK15)およびCD34

が特異的に発現していることが明らかになり8,9、それらを利用した系統追跡実験

(lineage-tracing	experiment)や免疫不全マウスへの移植実験により、Bulge領域の

細胞に多分化能が存在することが判明した10,11。さらに近年の研究により、毛包には

異なる分子マーカーを発現する複数の種類の幹細胞が存在することが報告され12-14、

皮膚の恒常性維持を担っていると考えられている。その中でもLgr5+幹細胞はBulge

領域の毛包幹細胞を構成し、一部はCK15やCD34を共発現しており、他の細胞と比較

して増殖能が高く、純化して無毛マウスに移植すると毛包を形成することから、毛包

幹細胞階層の上位を構成していると考えられる12。さらに、毛包のLgr5+細胞は定常状

態では周期的な毛髪の形成に寄与しているが、表皮を欠損するような傷害が生じた際

には、表皮のケラチノサイトへと分化し、損傷部位を修復する働きがあり15、皮膚の

恒常性維持において重要な役割を担っていると考えられる。	

一方で、皮膚GVHDに関する幹細胞の傷害に関しては、これまでに表皮乳頭間突起

（rete	ridge）および毛包に存在するCK15+細胞が標的となって傷害を受けるとの報

告が存在しているが16,17、Lgr5+幹細胞に関する報告はなされていない。そこで我々は

皮膚GVHDのマウスモデルを利用して、皮膚GVHDにおけるLgr5+組織幹細胞の傷害を

検討することとした。	

本研究により、皮膚GVHDによってLgr5+幹細胞が傷害されることが明らかになった。

Lgr5+幹細胞の減少は移植後の毛髪再生を阻害し、移植前処置による脱毛からの回復遅

延やGVHDによる脱毛をもたらすことが考えられる。また、Lgr5+幹細胞は創傷治癒の

際に再生上皮を供給する働きも担っており、GVHDによるLgr5+幹細胞の減少は創傷治

癒遅延をきたすものと考えられた。限局性の皮膚GVHDに対しては、ステロイド外用剤
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が広く用いられているが、ステロイド外用剤はドナーT細胞の浸潤を抑えるものの、

Lgr5+幹細胞は減少し、毛包の現象や皮膚萎縮などの組織学的変化をきたした。これに

伴い、ステロイド外用剤による治療部位では毛髪再生や創傷治癒といった皮膚恒常性

の維持が障害されることが確認された。そこで我々はLgr5+幹細胞を保護し皮膚恒常

性を維持することができる、新規GVHD予防および治療薬を検討した。我々はJAK1/2

阻害剤のルキソリチニブに注目した。	

JAK-STAT経路はインターフェロンのシグナル伝達経路として初めて報告され18、そ

の後種々のサイトカイン受容体が共有するシグナル伝達経路であることが明らかにな

った。サイトカインが結合し受容体が重合することで、受容体に会合したJAKが近接

し、お互いをリン酸化し合って活性化する。活性化したJAKは細胞内情報伝達分子の

STATをリン酸化し、リン酸化STATは二量体となって核内に移行して種々の遺伝子の

転写を促進する。JAK阻害剤はこのJAK-STATのリン酸化経路を阻害することで、サイ

トカイン受容体からのシグナル伝達を抑制する。それぞれのサイトカイン受容体によ

り会合するJAKや細胞内情報伝達分子のSTATの種類は異なっており19、どの分子を阻

害するかによって、その効果は異なるものと考えられる。IFNγやIL-6に対するサイ

トカイン受容体にはJAK1およびJAK2が会合しているため、JAK1/2阻害剤であるルキ

ソリチニブによりそれらのシグナル伝達は強く抑制される。これらのサイトカインは

GHVDの病態形成に関わる重要なサイトカインであり、本研究で用いたマウスモデルで

も同様に血清IFNγの上昇、IFNγ産生T細胞の浸潤、IFNγ誘導性のケモカインの発

現上昇が確認された。これらの観点から、JAK1/2阻害剤が皮膚GVHDに有効であるも

のと考えられ、本研究ではルキソリチニブの外用剤での効果を検証した。その結果、

ルキソリチニブ外用剤は、ステロイド外用剤と同等の免疫抑制効果を有するだけでな

く、皮膚幹細胞を保護することで皮膚の恒常性を保ち、毛髪再生や創傷治癒を阻害し

ない新たな皮膚GVHD治療薬であることが明らかになった。ルキソリチニブ外用薬は皮

膚恒常性維持が可能な皮膚GVHD治療薬と考えられ、今後の臨床応用が期待される薬剤

と考えられた。	
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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	

BMV	 betamethasone	valerate	

CBA	 cytometric	Bead	Array	

CK15	 	 cytokeratin	15	

CP	 clobetasol	propionate	

DAPI		 4',6-Diamidino-2-phenylindole	

DMEM	 Dulbecco’s	modified	eagle	medium	

DMSO	 	 dimethyl	sulfoxide	

EDTA		 ethylenediaminetetraacetic	acid	

EGFP	 enhanced	green	fluorescent	protein	

FCS	 fetal	calf	serum	

G−CSF	 granulocyte-colony	stimulating	factor	

GVHD	 	 graft-versus-host	disease	

HFSC	 hair	follicle	stem	cell	

IFNγ	 interferonγ	

JAK	 janus	kinase	

Lgr5	 	 leucine-rich	repeat	containing	G-protein-coupled	receptor	5	

MHC	 major	histocompatibility	complex	

mRNA	 messenger	RNA	

PBS	 	 phosphate	buffered	saline	

RPMI	 Roswell	Park	memorial	institute	medium	

PMA	 phorbol	12-myristate	13-acetate	

RLP	 rete-like	prominence	

Ruxo	 ruxolitinib	phosphate	

STAT	 signal	transducers	and	activators	of	transcription	

Syn	 syngeneic	

tdTomato	 tandem	dimer	Tomato	
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実験方法 
 
1. 実験材料 
1） マウス 

移植実験などを行うため、7週齢、雌のC57BL/6	(B6,	H-2b),	B6D2F1	(BDF1,	

H-2b/d)	を日本クレア株式会社	(Tokyo,	Japan)	より、BALB/c	(H-2d)を日本チャー

ルス・リバー株式会社	(Yokohama,	Japan)	より購入し、本学の動物実験施設にて

1週間の安静期間を経た後、実験に使用した。	

これに加えて、下記の遺伝子組み換えマウスを使用した。 
 
B6-Lgr5-enhanced	green	fluorescent	protein	(EGFP)	-internal	ribosome	entry	

site	(IRES)-cre-estrogen	receptorT2	(ERT2)	(B6-Lgr5-EGFP-creERT2)20	

Lgr5陽性細胞にEGFPとタモキシフェンにのみに結合するように改変された変

異型エストロゲンレセプターであるERT2と Cre遺伝子組換え酵素の融合蛋白であ

るCreERT2を発現しているマウスである。タモキシフェンを投与すると、Lgr5陽

性細胞においてのみCreERT2が核内に移行し、Cre遺伝子組換え酵素によるloxP

認識配列を標的とした遺伝子再構成が生じる。Lgr5を発現している細胞がEGFP

で標識されるため、免疫染色にてシグナルを増強させ、Lgr5陽性細胞の定量の際

に使用した。Jackson	laboratory	(Bar	Harbor,	ME)	から購入した。	

 
B6.Cg-Gt(ROSA)26Sortm14(CAG-tdTOMATO)Hze/J	(B6-R26Tomato)21	

第6染色体に存在するROSA26領域のCAGプロモーターの下流に、loxP認識配

列で挟まれたSTOPコドンと蛍光タンパク質のtdTomatoの遺伝子を導入したマウ

スである。Cre遺伝子組換え酵素が作用するとloxPで挟まれたSTOP配列が消失

し、tdTomatoが発現する。Jackson	Laboratoryから購入した。	

	

B6.Cg-Tg[lymphocyte	protein	tyrosine	kinase	(Lck)-cre]548Jxm/J	

(B6-Lck-cre)22	

T細胞に特異的なLckのプロモーター領域下にCre遺伝子組換え酵素を導入し

たマウスである。特定の遺伝子のfloxマウスと交配することで、T細胞特異的に

遺伝子組換えを施すことができる。Jackson	laboratoryから購入した。	
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B6-Lgr5-EGFP-creERT2×B6-R26Tomato	

B6-Lgr5-EGFP-creERT2マウスの雄とB6-R26Tomatoマウスの雌を交配させて作成し

たマウスである。Lgr5陽性細胞にEGFPを発現し、タモキシフェンを投与すること

でB6-R26TomatoのSTOP配列が消失してred	fluorescent	protein	(RFP)	である

tdTomatoも発現する。Lgr5陽性細胞において一度上記の遺伝子組み換えが生じる

と、Lgr5陽性細胞から分化した細胞全てにおいてRFPが発現される。創傷治癒時の

Lgr5陽性細胞の系統追跡実験を行う際に使用した。	

	

B6-Lck-cre×B6-R26Tomato	

B6-Lck-creマウスの雄とB6-R26Tomatoマウスの雌を交配させて作成したマウスで

ある。T細胞特異的にRFPを発現するため、T細胞のレポーターマウスとして使用で

きる。移植後のT細胞浸潤を評価するために使用した。	

	

B6-IL17atm1.1(icre)Stck	×B6.129X1-Gt(ROSA)26Sortm1(EYFP)Cos		

(B6-IL-17a-cre×B6-R26EYFP)	

B6-IL-17a-creマウスとB6-R26EYFPマウスを交配して作成したマウスである。	

IL-17Aを発現したT細胞およびT前駆細胞において、蛍光タンパクのEYFPが発

現するレポーターマウスである。移植後のIL-17A産生細胞をフローサイトメト

リーで評価するために使用した。Queensland	Institute	of	Medical	Research	

(Brisbane,	Australia)	のHill教授から譲渡された。	

	

これらのマウスは本学の動物実験施設にて繁殖飼育し、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」

および「北海道大学遺伝子組換え実験等安全管理規定」に従って、動物実験(	

承認番号：17-0026)	と遺伝子組換え実験	(承認番号:	2012-030)	の承認を得て

行った。	

 
2） 薬剤 

遺伝子組換えヒト顆粒球コロニー形成刺激因子(recombinant	human	G-CSF;	

rhG-CSF):	協和発酵キリン株式会社から、rhG-CSFとしてfilgrastim	300μg	/	

0.7mL製剤の提供を受けた。filgrastimを1x	phosphate	buffered	saline	(PBS)	

(-)	を用いて10μg/100μLに希釈し、既報を参考にし、移植実験のドナーマウ

スに100μL	(10	µg/body)で皮下投与した23。	
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ステロイド軟膏：ベタメタゾン吉草酸エステル軟膏として、リンデロンV軟膏	

0.12%を塩野義製薬より購入し、移植後1日目より解析日の前日までマウス背部

皮膚に塗布した。clobetasol	propionateはSigma-Aldrich	社	(St.	Louis,	MO)

より購入し、DMSOにて2	mg	/	80μLの濃度に溶解し、ワセリンと混和して

clobetasol	propionate最終濃度が0.05%	(DMSO最終濃度	2%)	の軟膏を作成し、

移植後1日目解析日の前日までマウス背部皮膚に塗布した。	

	

タクロリムス軟膏：タクロリムス軟膏として、プロトピック軟膏	0.1%をマルホ

株式会社より購入し、移植後1日目より解析日の前日までマウス背部皮膚に塗布

した。	

	

ルキソリチニブ燐酸塩：LC	Laboratories社	(Woburn,	MA)	よりルキソリチニブ

燐酸塩を購入し、DMSOで溶解して	20mg	/	80μLの溶解液を作成した。溶解液を

ワセリンに混和して、ルキソリチニブ最終濃度が0.5%	(DMSO最終濃度	2%)	の軟

膏を作成し、外用剤として移植後1日目より解析日の前日までマウス背部皮膚に

塗布した。また、全身投与実験では、ルキソリチニブ燐酸塩をエタノールで100	

mg/mLに溶解し、溶解液を0.1%	tween	(Wako,	Osaka)	を含む1×PBS	(-)で希釈

して、マウス1匹あたり30	mg/kg/回を1日2回、移植後１日目より経口投与し

た。	

	

遺伝子組換えマウスインターフェロンγ：BioLegend社	(San	Diego,	CA)より

recombinant	mouse	IFNγ	(carrier-free)	を購入し、0.5%	FCSを含む1×PBS	(-)

にて0.1μg/100μLに希釈し、100μLずつマウス耳に皮内投与した。	

	

タモキシフェン：Sigma	Aldrich社より購入し、コーン油にて10	mg/mLに溶解し

て、100μLずつ	(1	mg/body)	経口投与した。	

	

 
2. 方法 

1） マウス同種造血幹細胞移植	

ドナーマウスの皮下に10	mg/bodyのrhG-CSFを6日間連続皮下投与し、ドナ

ーマウスをイソフルラン吸入で麻酔して安楽死させ、脾臓を摘出した。摘出した

脾臓を滅菌済みのスライドガラスにてすりつぶし、RPMI1640	(Sigma	Aldrich)	+	4%	

FCS	（Selborne,	Tasmania,	Australia）を用いて細胞浮遊液にし、BD	Pharm	Lyse	

Lysing	Buffer（BD	Bioscience,	San	Jose,	CA）にて溶血処理を行い、トリパン
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ブルー染色にて生細胞数をカウントした。細胞数をカウントした後に、細胞浮遊

液を遠心して上清を破棄し、1×PBS	(-)を用いて20×106	cells	/	250μLの細胞

濃度になるように調整した。	

移植細胞を輸注するレシピエントマウスには8〜10週齢の雌マウスを使用した。

移植前処置として、移植前日に放射線照射装置	MBR-1520R-4	(HITACHI,	Tokyo,	

Japan)を用いて、電圧	125	kV、電流	15	mA、照射距離	500	mm、遮蔽板	アルミニ

ウム	0.5	mm	+	銅	0.2	mmの条件で、総線量	10.5	Gyを4時間間隔の2分割照射

で施行した。照射翌日に調整した移植細胞を尾静脈より1匹あたり250μLずつ静

脈内投与した。	

移植後のマウスはspecific	pathogen-free環境下で、通常の飼料とオートク

レーブにて滅菌し、塩酸を加えてpH	2.5に調整した塩酸水で飼育した。移植後の

マウスのGVHDの重症度は、生存率とGVHD	scoreで評価した。GVHD	scoreは体重、

姿勢	(posture)、活動性	(activity)、毛並み	(fur	texture)、脱毛	(skin	

integrity)の5項目を各項目0〜2点で点数化し、合計したものとした24。	

	

2） マウスの除毛処理と外用剤の投与	

移植後のマウスに外用剤の投与を行う実験では、移植の2日前に除毛処理を行

った。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70μLを腹腔内投与して鎮

痛、鎮静させた。その後、シェーバーでマウス背部の体毛を剃毛し、エピラット

クリーム	(クラシエホームプロダクツ、東京、日本)を用いて除毛した。外用剤の

塗布は移植後投与開始日から1日1回除毛部位に解析日の前日まで行った。	

	

3） マウス皮膚、脾臓、胸腺からの細胞単離	

移植後のマウスをイソフルランの吸引によって安楽死させ、背部皮膚を採取し

た。採取した背部皮膚から皮下脂肪を、鑷子を用いて丁寧に剥離し、1μg/mLの

濃度のcollagenase	typeⅣ	(Sigma-Aldrich)を含むDMEM中で1−2	mm片に切り刻

み、37℃で1時間静置した。その後、細胞浮遊液をよく混和し、70μmのセルス

トレーナー	(日本BD、東京)を通して50	mLチューブに回収した。回収した細胞

浮遊液を4℃、1500回/分、5分間で遠心し、上清を破棄して細胞ペレットを得た。

脾臓や胸腺は臓器を1組のスライドガラスですりつぶし、2%	FCSを含む1×PBS(-)

で細胞浮遊液にした後、70μmのセルストレーナーを通して、50	mLチューブに回

収した。脾臓の細胞浮遊液は4℃、1500回/分、5分間で遠心し、上清を破棄して

細胞ペレットにした後、BD	Pharm	Lyse	Lysing	Bufferにて溶血処理を行った。	
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4） フローサイトメトリーによる解析	

細胞表面抗原の染色：フローサイトメトリー用の各種抗体はFlow	buffer	(1×

PBS	(-)	+	2%	FCS	+	2μmol	EDTA)で200倍に希釈し抗体カクテルを作成した。使

用した抗体の一覧は表	1に示す。各臓器から単離した細胞に抗体カクテルを加え、

4℃、30分間静置させることで反応させた。抗体反応後は十分量のflow	bufferで

余分な抗体を洗浄し、死細胞を除くために200μg/mLのDAPI溶液を加えて、FACS	

CantoII	(BD	Biosciences,	San	Jose,	CA	)にて解析した。	

	

細胞質内サイトカイン染色：皮膚から単離したT細胞のサイトカイン産生を評価す

るため、抽出したT細胞をex	vivoで刺激して、細胞質内のサイトカインを蛍光抗

体で染色しフローサイトメトリーで解析した。皮膚の細胞浮遊液は、40%と80%に

調整したPercoll	液（GE	Healthcare	Japan,	Tokyo,	Japan）を用いた遠心分離で

得られる中間層を回収して白血球を分離した。分離した細胞に50	ng/mLのPMA	

(Sigma-Aldrich)	と1μg/mLのイオノマイシン	(Sigma-Aldrich)	を含むRPMI+10%	

FCSを加え、5%CO2、37℃、6時間刺激し、刺激開始後1時間でGolgi-stop	(BD	

Pharmingen)を加えた。刺激後に細胞表面抗原を染色し、Cytofix/Cytoperm	kit	(BD	

Biosciences,	San	Jose,	CA)を用いて、細胞の固定と透過処理を行い、IFNγに対

する抗体にて細胞質内サイトカインを染色した。死細胞の除去には、Live/Dead	

Fixable	Viability	Dye	eFluor	450	(eBioscience,	San	Diego,	CA)	を用いた。	

	

Cytometric	beads	assay	(CBA)：	BD	CBA	Flex	sets	(BD	Pharmingen)	を用いて、

血清中のIFNγ,	TNFα,	IL-6濃度を定量した。マウスから採血し、遠心分離にて

血清を分離し、測定するサイトカインのcapture	beadsを加え反応させ、その後PE

標識抗体を加えて反応させた後、フローサイトメトリーで解析した。サイトカイ

ンの定量は既知のサイトカイン濃度から作成された標準曲線を用いて行った。	

	

表１	

抗原	 クローン	 標識	 販売元	 カタログ番号	

TCRβ	 H57-597	 FITC	 BD	 553171	

H-2Kd	 SF1-1.1	 FITC	 BD	 553565	

CXCR3	 CXCR3-173	 PE	 BD	 550633	

CD11b	 M1/70	 PerCP-Cy5.5	 BD	 561114	

CD4	 GK1.5	 PE-Cy7	 BioLegend	 100422	

IFNγ	 XMG1.2	 APC	 BioLegend	 505810	
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TCRβ	 H57-597	 APC	 BD	 553174	

CD45	 30-F11	 APC-Cy7	 BD	 557659	

CD8a	 53-6.7	 BV510	 BioLegend	 100752	

	

count	beadsを用いたセルカウント：皮膚から採取した細胞の細胞数測定には、

Count	Bright	absolute	counting	beads	(Invitrogen,	Carlsbad,	CA)	を用いた。

CD45陽性の血液細胞とカウントビーズの比率から皮膚に存在する血液細胞数を算

出した	(図	1)。	

	

	
図	1.	移植後のマウス皮膚から採取した血液細胞とカウントビー

ズのフローサイトメトリー。血液細胞はDAPI-CD45+の細胞集団と

し、カウントビーズはSSChighかつ任意のカラーにおいて高いシグナ

ルを示す集団とした。	

	

5） 組織標本作成、蛍光免疫染色	

パラフィン標本の作成：移植後のマウスから得た皮膚は短冊状にトリミングし

た後に、爪楊枝に巻きつけてのロール標本を作成し、4%	paraformaldehyde	(Merk	

Millipore,	Billerica,	MA)	にて4℃で一晩固定した	(図	2)。固定後の標本のパ

ラフィン包埋から切片の作成は札幌総合病理研究所に依頼した。腸管は周囲の結

合織を取り除いた後、内腔の便を4%	PFAで洗浄し、切り開いてロール標本を作成

して4%	PFAで固定した。肝臓はマウスから摘出する前に1×PBSで灌流処理を行

い、末梢血をできる限り除いた後に4%	PFAで固定した。腸管、肝臓も同様に包埋

以降の処理は札幌総合病理研究所に依頼し、hematoxylin	and	eosin	(HE)染色標

本と未染色標本を作成した。	
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凍結標本の作成：マウス舌は凍結標本にて免疫染色を行った。移植後のマウスを安

楽死させ、舌を摘出し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、未固定の状態で

液体窒素にて凍結保存した。凍結標本ブロックは薄切前に-20℃で保存し、Microm	

HM550	(Thermo	Fisher	Scientific,	Waltham,	MA)	を用いて8μmの厚さで薄切し

て凍結切片を作成した。薄切した切片は十分に風乾した後、1×PBS	(-)で洗浄し、

O.C.Tコンパウンドを洗い流し、4%	Paraformaldehydeで後固定した。固定後、標

本を再度1×PBS	(-)で洗浄し、0.1%	TritonX＋1×PBS	(-)を用いて透過処理を行

い、免疫染色を施行した。	

	

蛍光免疫染色：パラフィン切片はキシレンとエタノールを用いて脱パラフィンした

後、Dako	REAL	抗原賦活化用クエン酸緩衝液に切片を浸し、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、1×PBS	(-)

で賦活化液を洗浄して、10%ヤギ血清を含む1×PBS(-)を用いてブロッキング処理

を行った。ブロッキング処理が終了したら、各種一次抗体を1:400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体反応させた。その後、核染色としてはDAPIを1

×PBS(-)で0.2μg/	mLに希釈して用いた。使用した抗体は表	2に示す。	

染色後の画像撮影はFluoview	FV1000	confocal	microscopy	(Olympus,	Tokyo,	

Japan)を使用し、画像処理はAdobe	Photoshop	CC	2017を用いて行った。	

	

	

	

	

	

	

図 2. 皮膚のロール標本 
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表	2	

	 一次抗体	

抗原	 クローン	 販売元	 カタログ番号	

GFP	 polyclonal	 abcam	 ab13970	

cytokeratin	15	 ERP1614Y	 abcam	 ab52816	

RFP	 polyclonal	 abcam	 ab34771	

SOX9	 polyclonal	 Thermo	Fisher	Scientific	 PA5-23383	

Ki-67	 SP6	 Thermo	Fisher	Scientific	 MA5-14520	

二次抗体	

抗原	 標識	 販売元	 カタログ番号	

chicken	IgG	 Alexa	Fluor	488	 Life	Technologies	 A-11039	

rabbit	IgG	 Alexa	Fluor	555	 Life	Technologies	 A-21428	

	

6） 定量リアルタイムPCR	

移植後のマウスの背部皮膚を5	mm2程度採取し、RNA抽出用のISOGENⅡ	(Nippon	

Gene,	Tokyo,	Japan)の中で、Tissue	Ruptor	(QUIAGEN,	Hilden,	Germany)	を用

いて粉砕した。組織を粉砕したあとはISOGENⅡのプロトコールに準じてRNAの抽

出を行った。抽出したRNAをジエチルポロカーボネート処理水で溶解し、NanoDrop	

Lite	(Thermo	Fisher	Scientific)	を用いてRNA濃度を測定し、1000	ngのRNA

をテンプレートとして鋳型DNAを作成した。鋳型DNA作成のための逆転写反応は

ReverTra	Ace®	qPCR	RT	Master	Mix（TOYOBO	LIFE	SCIENCE,	Osaka,	Japan）を用

いて行った。Sigma-Aldrich	Japan	Genosisにて、各種標的遺伝子に対するprimer	

/	probeセットの作成を依頼し、作成した鋳型DNAとTaqMan	Fast	Advanced	Master	

Mix	(Thermo	Fisher	Scientific)	を用いてリアルタイムPCRを行った。リアルタ

イムPCRはStepOne	Plus	real	time	PCR	system	(Thermo	Fisher	Scientific)を

用いて施行し、18S	ribosomal	RNAを内在性コントロールとして、標的遺伝子の

mRNA発現レベルをdelta	Ct法にて定量的に評価した。使用したprimer/probeの

塩基配列は表	3に示す。	

	

表	3	

遺伝子	
	

塩基配列	

18S	rRNA	 Forward	 5’-GCTCTTTCTCGATTCCGTGGG-3’	

	
Reverse	 5’-ATGCCAGAGTCTCGTTCGTTATC-3’	

	
Probe	 5’-CTCCACCAACTAAGAACGGCCATGCACC-3’	
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Cxcl9	 Forward	 5’-TCGAGGAACCCTAGTGATAAGGA-3’	

	
Reverse	 5’-CGTTCTTCAGTGTAGCAATGATTTCA-3’	

	
Probe	 5’-AGCACCAGCCGAGGCACGATCCA-3’	

Cxcl10	 Forward	 5’-TGACGGGCCAGTGAGAATGA-3’	

	
Reverse	 5’-CATCGTGGCAATGATCTCAACAC-3’	

	
Probe	 5’-ATCATCCCTGCGAGCCTATCCTGCCC-3’	

Cxcl11	 Forward	 5’-TGCTCAAGGCTTCCTTATGTTCA-3’	

	
Reverse	 5’-GCCTTCATAGTAACAATCACTTCAAC-3’	

	
Probe	 5’-CGCTGTCTTTGCATCGGCCCCGG-3’	

	

7） 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。	
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実験結果 
 
１．皮膚GVHDのマウスモデルの作製	

本研究では主にG-CSFを投与したドナーマウスの脾臓をレシピエントマウスに移

植する同種造血幹細胞モデルを使用した。これは、臨床で多用されているG-CSFを

用いた末梢血幹細胞移植を、動物モデルにしたものである。まず初めに、このマウ

スモデルが皮膚GVHDを発症するか否かを検討した。	

	

1) 移植後のGVHD	重症度の推移と生存率	

GVHDが発症しないsyngeneic	(Syn)	群とGVHDが発症するallogeneic	(Allo)	群

を比較すると、GVHD	scoreは移植後1週間以降から有意差を持ってAllo群で高い

値を示した	(図	3A)	。移植後4週間での生存率はSyn群では100%、Allo群では

70%であり、有意差をもってAllo群で低下していた	(図	3B)。		

	

	
図	3.	レシピエントマウス(C57BL/6)に致死量の放射線照射で前処置を行

い，G−CSF投与後のBALB/c（Allo）またはC57BL/6（Syn）ドナーから採取し

た20×106脾細胞をday	0に経静脈的に輸注した。GVHD	score	(A;	平均±標

準誤差,	N	=	11	/group)と,	生存率	(B;	N	=	20	/group)を示す。**p	<	0.01,	
***p	<0.005。	

	

次に、全身性の炎症反応の存在を証明するため、移植後14日目の血清サイトカ

インをCytometric	Bead	Array	(CBA)を用いて解析したところ、Allo群でIFNγ、

TNFα、IL-6の有意な上昇を認めた	(図	4)。	
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図	4.	移植後 14 日目の血清サイトカイン	(平均±標準誤差,	N	=9-10	

/group)	。*p	<0.05,	**p	<	0.01,	***p	<0.005。	

	

2) 皮膚GVHDの組織学的評価	

この移植モデルにおける皮膚GVHDの発症を確認するため、移植後14日と28日

に背部皮膚のロール標本を作成し、HE標本にて組織学的検討を行った。移植後14

日の時点ではAllo群においてリンパ球などの単核球の浸潤、表皮細胞のアポトー

シス、表皮真皮境界部の離開を認めた	(図	5A)	。移植後28日の時点ではリンパ球

浸潤、真皮の肥厚、脂肪層の菲薄化を認めた。一方でSyn群ではこれらの所見は認

められなかった	(図	5B)	。さらに皮膚GVHDの重症度を定量評価するため、表皮の

炎症所見、真皮の炎症所見、真皮の線維化、脂肪層の線維化、脂肪層の菲薄化の5

つの項目を0-4点で点数化し、皮膚病理学的GVHDスコアを算出した。移植後28日

目の組織標本で、Allo群においてSyn群に比較して、有意にスコアが上昇してお

り、本モデルで皮膚GVHDが発症することが組織学的に確認された	(図	5C)	。	
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図	5.	移植は図	3と同様に施行。移植後のマウスから背部皮膚を採取し、HE標本を

作成して病理学的評価を行った。移植後14日目(A,	scale	bar:	50μm)と28日目(B,	

scale	bar:	100μm)の病理像を示す。矢頭:	表皮真皮間裂隙。(C)	それぞれの標本

を表皮の炎症細胞浸潤、真皮の炎症細胞浸潤、真皮の線維化、皮下組織の線維化、

脂肪層の厚さの5項目に関して0-4点でスコアリングし、皮膚病理学的GVHDスコア

として定量的に評価した	(平均±標準誤差,	N=8-9	/group)	。***p	<0.005	。	

 
3) 皮膚に浸潤するドナーT細胞の経時的変化と表現型	

次にGVHDの病態形成において中心的な役割を担うドナーT細胞の解析を行った。

初めに皮膚に浸潤するドナーT細胞数の経時的変化を把握するために、移植後7日、

14日、21日のマウス背部皮膚を採取し、血液細胞を回収してFlow	cytometryにて

解析した。Syn群では一貫してT細胞数は少ないのに対して、Allo群では経時的に

T細胞数が増加していくことを確認できた（図	6A）。Allo群では、これらのT細

胞のキメリズムは95%以上がドナータイプであった	(図	6B)	。次に、浸潤するド

ナーT細胞の表現型を解析した。Syn群と比較すると、Allo群において、CD4+	T細

胞およびCD8+	T細胞がともに有意差をもって増加しており	(図	6C)	、	IFNγ産生

するTh1およびTc1細胞（図	6D）が有意に増加していることが分かった。IL-17A

産生T細胞の評価に関しては、IL-17Aを発現した細胞が蛍光タンパクのeYFPを発

現する遺伝子組換えマウスをドナーとして用い移植実験を行って評価した。その結

果、IL-17Aを産生するTh17およびTc17細胞が有意に増加していることが分かっ
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た	(図	6E)	。また、これらのT細胞にはケモカインレセプターのCXCR3が有意差

をもって高発現しており	(図	6F)	、Allo群の皮膚ではCXCR3のリガンドである

CXCL9の発現がSyn群に比較して有意に高く発現していた	(図	6G)	。	

	

	
図	6.	移植は前述の図3と同様に施行。背部皮膚に浸潤したT細胞数の(A)	経時的変

化と(B)	T 細胞キメリズム	(平均±標準誤差,	N=	4-6	/group)	。移植後 14 日目の背

部皮膚に浸潤したCD4/8	T細胞数	(C)、IFNγ産生T細胞数	(D)	およびIL-17A産生T

細胞	(E)、浸潤した T 細胞の CXCR3 発現レベル	(F)	(平均±標準誤差,	N=8-10	

/group)	。eYFP陽性細胞はIL-17A産生T前駆細胞およびT細胞と考えられる。	(G)	移

植後14日目の背部皮膚におけるCxcl9のmRNA発現レベル	(平均±標準誤差,	N=8-10	

/group)	。定量PCRの内因性コントロールとして18S	rRNAを使用した。*p	<0.05,	**p	
<0.01,	***p	<0.005	。	

	

4) 皮膚および舌に浸潤するドナーT細胞の局在の検討	

さらに皮膚に浸潤するT細胞の局在を詳細に検討するため、ドナーマウスとし

てT細胞が特異的に蛍光色素	(tdTomato)で標識される、Lck-cre/tdTomatoマウス

をドナーマウスとして使用し、BDF1マウスをレシピエントとした。移植後10日目

のマウス背部皮膚切片の蛍光免疫染色を行ったところ、Allo群において表皮-真皮

境界部と毛包周囲にドナーT細胞の浸潤が認められた	(図	7A)。なお、毛包は組織

幹細胞が存在することが知られている。	

毛包に加えて、ヒトの皮膚には表皮が真皮側に突出したrete	ridgeという構造が

存在し、その部位にも皮膚幹細胞が存在しているが、マウスの皮膚にはrete	ridge

は存在しない。そこで我々は、ヒトのrete	ridgeに類似した構造がみられる17,25、
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マウスの舌のrete-like	prominence	(RLP)	への、ドナーT細胞浸潤の有無を評価

した。移植後7日後の舌HE標本においてRLPに単核球の浸潤をみとめ	(図	7B)	、

Lck-cre/tdTomatoマウスをドナーにした移植では、同部位にtdTomato陽性のドナ

ーT細胞の浸潤が確認された	(図	7C)	。これらの結果より、移植後14日前後より

組織幹細胞の存在する毛包や、舌RLPにドナーT細胞浸潤を認めることが明らかに

なった。	

	

	
図	7.	(A)	レシピエントマウス(BDF1)に致死量の放射線照射で前処置を行

い、G−CSF 投与後の Lck-cre/tdTomato（B6）ドナーから採取した 20×106

脾細胞をDay	0に経静脈的に輸注した。移植後10日目の背部皮膚蛍光免疫

染色画像。点線は表皮真皮境界部を示す	(赤:	ドナーT細胞,	青:	核染色,	

scale	bar:	50μm)	。(B,C)	Figure	1と同様に移植を行い、移植後7日目

に舌を採取し、HE 標本	(B)と蛍光免疫染色標本	(C)	を作成した。点線は

粘膜上皮と粘膜固有層の境界部	(赤:	ドナーT細胞,	青:	DAPI,	scale	bar:	

50μm)	。	
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２．皮膚GVHDによる皮膚組織幹細胞の傷害とそれに伴う皮膚恒常性への影響	

	

前章で確認したように、本マウスモデルではAllo群で皮膚GVHDが発症し、表皮

真皮境界部および毛包周囲、RLP等にドナーT細胞が浸潤する。毛包やRLPは皮膚幹

細胞が存在している部位であり、皮膚GVHDでは皮膚幹細胞が傷害されている可能性

が考えられたため、検証した。皮膚組織幹細胞は数種類が報告されているが、今回

我々は毛包のBulge領域に存在する皮膚組織幹細胞である、Lgr5+	hair	follicle	stem	

cell	(HFSC)	に注目し、ヒトのrete	ridgeに存在する皮膚組織幹細胞に相当する幹

細胞分画として、舌のRLPのCK15+細胞についても評価した。	

	

1) 皮膚GVHDによりLgr5+	HFSCは減少する	

Lgr5+	HFSCがGVHDにより傷害されるか否かを検討するために、Lgr5プロモータ

ー下にEGFPを発現する、B6-Lgr5EGFP-cre/ERをレシピエントとして使用し、移植実験を

行った。Lgr5+HFSCはBulge領域下部のCK15陽性細胞分画に含まれているが、移植

後14日目における背部皮膚標本の蛍光免疫染色では、NaïveマウスやSyn群では

Lgr5-EGFPとCK15の両方が陽性のHFSCがBulge領域に認められたが、Allo群では

Lgr5-EGFP陽性細胞は減少していたものの、EGFP陰性のCK15陽性細胞は保たれて

いた	(図	8A)	。EGFP+CK15+細胞とEGFP-CK15+細胞の数を数えると、EGFP+CK15+細胞

はAllo群において著明に減少している一方で、EGFP-CK15+細胞はSyn群と有意差を

認めなかった	(図	8B)	。移植後のLgr5+CK15+HFSCの経時的変化を評価するため、

移植後7日目、14日目、21日目に背部皮膚の標本を作成し、同様にEGFP+CK15+細

胞数をカウントした。移植後7日目では、前処置の放射線照射の影響で、両群で

EGFP+CK15+細胞が減少していた。Syn群では移植後14日目までに回復し、Naïveマ

ウスと同等のレベルとなったが、一方でAllo群では回復は認められず、Syn群に

比較して有意にEGFP+CK15+細胞が少数であった	(図	8C)	。以上の結果より、Allo

群でGVHDが発症すると、Lgr5+CK15+HFSCが選択的に傷害されることが判明した。	
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図	8.		B6-Lgr5EGFP-cre/ERに致死量の全身放射線照射で前処置を行い，G−CSF投与後

の BALB/c（Allo）または C57BL/6（Syn）ドナーから採取した 20	×	106脾細胞

をDay	0に経静脈的に輸注した。(A)	 Naïveマウスおよび移植後14日目のレシ

ピエントマウスの背部皮膚蛍光免疫染色標本	(緑:	Lgr5-EGFP,	赤:	CK15,	青:	

DAPI,	矢頭:	Lgr5+HFSC,	scale	bar:	25μm)	。(B)	 背部皮膚毛包のLgr5+CK15+

細胞と	Lgr5-CK15+細胞の細胞数	(平均±標準誤差,	N=	6-8	/group)	。(C)	 移

植後の Lgr5+CK15+細胞の経時的変化	(平均±標準誤差,	N=5-6	/group)	。**p	
<0.01,	***p	<0.005	。	

	

2) 皮膚GVHDにより移植後の毛髪再生が有意に遅延する	

次に我々は、皮膚GVHDによるHFSCの傷害が、皮膚の組織恒常性にもたらす影

響を評価するため、移植後の毛髪再生を検討した。移植後35日において、Syn群

ではHFSCのマーカーでもあり毛周期を休止期から成長期に移行させる調節因子で

もあるSOX9の発現レベルが上昇し、毛包が真皮内に進展しているのに対して、Allo

群ではSOX9の発現レベルの上昇はなく、毛包の発育も認められなかった	(図	9A)	。

また、Ki-67にて細胞増殖を評価したところ、Syn群では真皮内に進展した毛包に

Ki-67陽性の細胞を認めたが、Allo群では認められなかった	(図	9B)	。Allo群で

は皮膚HE標本において有意に毛包数の減少を認め	(図9C)、外面上も体毛が疎で

あった	(図	9D)。これらの結果から、皮膚GVHDによりHFSCが減少し、毛周期が抑

制されることで、Allo群では毛包数が減少して脱毛が生じかつ毛髪の回復も遅延

するものと考えられた。	
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図	9.	移植後は図3と同様に施行した。移植後35日目の背部皮膚蛍光免疫染色

標本	(A-赤:	SOX9,	B-赤:	Ki-67,	青:	DAPI,	scale	bar:	100μm)	。(C)	移植

後35日目の背部皮膚HE標本における毛包数	(平均±標準誤差,	N=	8-9	

/group)	。(D)	移植後35日目のマウス体表面の写真。***p	<0.005	。	

	

3) 創傷治癒時のLgr5+HFSCおよびそのHFSCの系統追跡実験	

Lgr5+HFSCは毛髪再生だけでなく、創傷治癒において再生上皮を産生して表皮の

欠損部を再生する能力を有している15。GVHDによるLgr5+HFSCの減少が創傷治癒に

対してもたらす影響を検討するため、まずNaïveマウスにて創傷治癒時にLgr5+HFSC

から生じる子孫細胞が再生上皮の形成に寄与しているかどうかを確認した。

Lgr5EGFP-cre/ER	/	R26tdTomatoマウスを使用する系統追跡システムを用い、タモキシフェン

投与でLgr5+HFSCでtdTomato発現を誘導した後、直径5	mmの傷を作成してから10

日後に創傷治癒部と非創部の皮膚を採取し、パラフィン切片を作成して蛍光免疫染
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色を行った。その結果、創部周辺の毛包および再生上皮にRFP陽性細胞を認めたが	

(図	10A)、非創部皮膚のRFP陽性細胞はBulge領域に認めるのみだった	(図	10B)。

RFP陽性細胞はLgr5+HFSCおよびLgr5+HFSCを起源とする子孫細胞を意味するため、

創傷治癒初期においてLgr5+HFSCは再生上皮を構成する表皮細胞を供給しているこ

とが確認された。	

	

	
図	10.	(A)	創部およびその周囲のHE標本および蛍光免疫染色標本。HE標本の

四角で囲った領域の蛍光免疫染色標本を作成した。二重矢印は再生上皮を、点

線は表皮真皮境界部。	(B)	傷を作成していない正常皮膚の蛍光免疫染色。(赤:	

Lgr5+HFSCまたはその娘細胞,	青:	DAPI,	scale	bar:	100μm)	

	

4) 皮膚GVHDによるHFSCの傷害は創傷治癒遅延に関連する	

次に、皮膚GVHDによるLgr5+HFSCの傷害がもたらす創傷治癒への影響を検討し

た。移植後のLgr5EGFP-cre/ER	/	R26tdTomatoマウスにタモキシフェンを内服させ、傷を作

成してから12日後に創部皮膚を採取し蛍光免疫染色をおこなったところ、Syn群

ではtdTomato陽性細胞を毛包および再生上皮に認めたが、Allo群ではその数は減

少していた	(図	11A)。また、創部の面積を経時的に測定したところ、Allo群では

有意差をもって創部の治癒遅延が認められた	(図	11B,	C)	。	

この結果から、創傷治癒においてLgr5+HFSCから生じる娘細胞は創傷治癒に寄与し

ており、皮膚GVHDによるLgr5+HFSCの減少は創傷治癒においても負の影響を与え

ることが考えられた。		

	

A B創縁部 非創部皮膚
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図	11.	図8と同様に移植を施行し、移植後14日目に傷を作成した。(A)	創作成

後12日目の創部蛍光免疫染色。二重矢印は表皮真皮境界部。（赤:	Lgr5+HFSC,	青:	

DAPI,	scale	bar:	100μm）。移植後 14 日目に作成した傷の肉眼所見	(B)	と経

時的総面積の変化	(C;	平均±標準誤差,	n	=	6	/group)	。dpw:	days	post	

wounding	。**p	<0.01,	***p	<0.005	。	

  
 
３．ステロイド局所投与の皮膚GVHDに対する予防効果およびLgr5+HFSCに対する影響

の検討	

	

限局性の皮膚GVHDに対する治療はステロイド外用が標準的な治療法である26。

そこで、ステロイド外用の皮膚GVHDおよびLgr5+HFSCに対する効果を検討した。	

	

1) ステロイド外用による皮膚GVHDの予防効果	

移植後より外用剤を塗布するため、移植の2日前にレシピエントマウスをケタ

ミンとキシラジンにて鎮静し、背部皮膚の体毛を除毛した。ステロイド外用剤は

0.12%	betamethasone	valerate	(BMV)	と0.05%	clobetasol	propionate	(CP)	を

使用し、移植翌日より１日1回除毛部位の背部皮膚に外用剤を塗布した。移植後

14日目の治療部位の皮膚を採取し、フローサイトメトリーにて皮膚に浸潤するT

細胞数を解析したところ、Allo群に比べて、Allo+BMV群、Allo+CP群では有意差
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をもって浸潤するT細胞数が減少しており、両ステロイド剤の皮膚GVHD抑制効果

が認められた	(図	12)	。	

	

	
図	12.	図3と同様に移植を施行。移植後14日目の薬剤投与部位にお

けるT細胞数	(平均±標準誤差,	N=	8	/group)	。BMV:	betamethasone	

valerate,	CP:	Clobetasol	propionate.	***p	<0.005	。	

	

2) 移植後の長期的なステロイド外用は皮膚萎縮とLgr5+HFSCの減少をきたす	

ステロイド外用は、GVHDによるドナーT細胞の浸潤を著明に抑制することが分

かったが、一方で移植後50日目でも毛髪の再生は認められず、Allo群で見られる

毛包数の減少や皮下脂肪織の高度な菲薄化は抑制できなかった	(図	13A-D)	。それ

に加えて、移植後14日目の治療部位の皮膚ではEGFP陽性細胞がAllo群と同程度

まで減少していた(図	13E)。これらの所見は、ドナーT細胞浸潤が十分抑制されて

いることを考慮すると、皮膚GVHD以外の要因で生じるものと考えられた。	
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図	13.	図3および8と同様に移植を施行した。移植後50日目のマウス皮膚肉

眼所見	(A)、HE標本像	(B)	(scale	bar:	100	μm)	。各群のHE標本像および

蛍光免疫染色像から、毛包数	(C)、脂肪層の厚さ	(D)、EGFP 陽性細胞数	(E)

を評価し比較した	(平均±標準誤差,	N=6-7	/group)	。BMV:	betamethasone	

valerate,	CP:	Clobetasol	propionate.	***p	<0.005	。	

	

3) 長期的なステロイド外用により局所的な皮膚毒性をきたす	

ドナーT細胞の抑制と皮膚組織所見の乖離は、ステロイド外用を継続することで

生じる有害事象と推測された。これを検証するため、GVHDの生じないSyngeneic	の

移植群において、BMV外用とコントロールとしてのワセリン外用を比較することと

した。移植後のレシピエントマウスに各種外用剤を3週間連日投与し、その後治療
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部位の皮膚を採取し、組織所見とEGFPの免疫染色を行った。その結果、BMV投与

群において毛包数の減少、脂肪層の菲薄化、EGFP陽性HFSC数の減少を認めた	(図	

14A,	B)	。一方で、BMV投与マウスでも、未治療部位の皮膚においては、EGFP陽性

HFSC数は保たれていた	(図	14C,	D)	。以上の結果より、ステロイド外用はドナー

T細胞の浸潤を抑制し皮膚GVHDの悪化を防ぐが、長期的な使用により脂肪層の消

失やHFSCの傷害などの毒性が生じるものと考えられた。	

	

	

図	14.	C57BL/6およびB6-Lgr5EGFP-cre/ERに致死量の放射線照射で前処置を行い，

G−CSF投与後のC57BL/6ドナーから採取した20×106脾細胞をDay0に経静脈的

に投与した。移植後21日目の薬剤投与部位のHE標本像、蛍光免疫染色像から、

毛包数	(A)、脂肪層の厚さ	(B)、毛包幹細胞数	(C)	を評価し、比較した	(平

均±標準誤差,	N=10	/group)	。(D)	BMV 投与マウスにおける薬剤投与部位皮

膚と非投与部位皮膚の蛍光免疫染色像	(緑:	EGFP,	赤:	CK15,	青:	DAPI,	scale	

bar:	50μm)	。矢頭:	Lgr5+CK15+	HFSC	。BMV:	betamethasone	valerate,	CP:	

Clobetasol	propionate.	**p	<0.01,	***p	<0.005	。	
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４．皮膚の恒常性を維持できる皮膚GVHDの新規局所療法の開発	

次に、皮膚GVHDを抑制しつつ、皮膚幹細胞を含む皮膚組織に有害な影響の少な

い治療法の開発を行った。このモデルでは前述のように血清IFNγの上昇、皮膚に

浸潤したドナーT細胞におけるCXCR3の発現上昇、皮膚におけるCXCR3リガンドの

CXCL9-11の発現上昇が認められた。IFNγは炎症組織でのケモカイン発現を促進し、

CXCR3陽性T細胞の浸潤に重要であると報告されており27,28、GVHDの病態において

も関与が示されている29,30。それに加えて、扁平毛孔性苔癬ではIFNγによって

Bulge領域の免疫逃避機構が破綻し、限局性に脱毛をきたすことが報告されている
31。JAK1/2阻害薬であるルキソリチニブ	(Ruxo)	はIFNγ受容体のシグナルを阻害

し、ドナーT細胞の増殖や浸潤を抑制しかつIFNγによるBulge領域の免疫逃避機

構の破綻を防ぎ、Lgr5+HFSCを保護できると考えられるが、ルキソリチニブの全身

投与は造血抑制など様々な副作用を生じることが知られている32-35。そこで本研究

では、ルキソリチニブの局所投与により皮膚GVHD予防・治療を検討することにし

た。	

	

1) 	 ルキソリチニブ外用剤はIFNγ投与部位のケモカイン産生を抑制する	

移植実験を行う前に、ルキソリチニブ外用剤が経皮的投与にてJAK1/2阻害効果

を示すかどうかについて検討した。Naïveマウスの耳介に0.1μgのIFNγまたは

PBSを、Day1とDay3の2日間投与し、基剤のみのコントロール外用剤または0.5%	

ルキソリチニブ外用剤をDay1から4まで耳介に塗布し、Day5に耳介を採取してRNA

を抽出し、RT-PCRにてCxcl9の発現レベルを解析した。IFNγの皮内注射後に、投

与部位でCxcl9発現が亢進していたが、ルキソリチニブ外用群では有意にCXCL9発

現の亢進を抑制した	(図		15)	。本実験により、0.5%	ルキソリチニブ外用剤の

JAK1/2抑制効果が確認されたため、本製剤の皮膚GVHDにおける効果を検討するこ

ととした。	

	

	
図15.	PBS投与、IFNγ+Ctrl外用剤、IFNγ+Ruxo外用剤の各群におけるCxcl9	
mRNA 発現レベル	(平均±標準誤差,	N=4-6	/group)	。内因性コントロール

として18SrRNAを使用した。Ruxo:	ruxolitinib.	**p	<0.01,	***p	<0.005	。	
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2) ルキソリチニブ外用剤は移植後のドナーT 細胞の浸潤および皮膚におけるケモカ

インの発現を抑制し、病理所見の改善をもたらす 
皮膚GVHDに対しての効果を検証するため、移植後のマウスの背部皮膚に移植翌

日より0.5%	ルキソリチニブ外用剤を連日投与し、移植後14日目の治療部位のド

ナーT細胞浸潤について、フローサイトメトリーを用いて解析した。治療部位のド

ナーT細胞数はAllo+Ruxo群で有意に減少していた	(図	16A)	。また、Allo群で有

意に増加していたIFNγ産生T細胞数やIL-17A産生T細胞数、ドナーT細胞におけ

るCXCR3の発現レベルも有意に減少していた	(図	16B-D)	。	

	

	
図	16.	図3と同様に移植を施行した。移植後14日目の薬剤投与部位におけ

る T 細胞数	(A)、IFNγ+	T 細胞数	(B)、IL-17A+	T 細胞数	(C)、T 細胞にお

ける CXCR3 発現レベル	(D)（平均±標準誤差,	N=6-10	/group）	。Ruxo:	

ruxolitinib.	*p	<0.05,	**p	<0.01,	***p	<0.005	。	

	

皮膚組織全体からmRNAを抽出しCXCL	familyの発現レベルを検討したところ、	

Allo+Ruxo群ではAllo+Ctrl群と比較して、Cxcl9-11全ての発現レベルが有意に低

下していた	(図	17A)	。移植後28日目に治療部位皮膚のHE標本を作成し、ルキソ

リチニブ外用剤による皮膚GVHDの病理学的評価を行ったところ、Allo+Ctrl群で

炎症細胞の浸潤と真皮の肥厚、脂肪織の菲薄化を認め、病理スコアでもAllo+Ruxo

群で有意に低い値を示していた	(図	17B,	C)	。以上の結果から、ルキソリチニブ

外用剤はドナーT細胞の浸潤および皮膚におけるCXCL	familyのケモカインの発現

を抑制し、皮膚GVHDの抑制効果をもたらすことが明らかになった。	

	

A B

 N
o.

 o
f T

 ce
lls

 (×
10

3 
/ c

m2 )

Syn

Allo+
Ctrl

Allo+
Ruxo Syn

Allo+
Ctrl

Allo+
RuxoSyn

Allo+
Ctrl

Allo+
Ruxo Syn

Allo+
Ctrl

Allo+
Ruxo

0

2

4

6

0

C
∗∗∗∗∗

2

1

3

CX
CR

3 
MF

I (
×1

03 )

0

0.5

1

1.5

No
. o

f e
YF

P+  T
 ce

lls
 (x

10
2 /c

m2 )

No
. o

f I
FN

γ+
 T

 ce
lls

  (
x1

03 /c
m2 ) D

0

1

2

3
∗∗∗∗∗

∗∗∗∗∗∗
∗∗∗∗



 30 

	
図	17.	(A)	移植後14日目の皮膚におけるCxcl9-11のmRNA発現レベル（平均±

標準誤差,	N=6-10	/group）	。内因性コントロールとして18SrRNAを使用した。

移植後 28 日目の薬剤投与部位の HE 標本像	(B,	scale	bar:	100μm)と skin	

pathology	score	(C)	(平均±標準誤差,	N=7-8	/group)	。Ruxo:	ruxolitinib,	*p	
<0.05,	**p	<0.01,	***p	<0.005	。	

	

3) ルキソリチニブ外用剤は投与部位局所で作用し、全身の免疫反応を変化させない	

ルキソリチニブ外用剤が経皮的に吸収され、全身の免疫抑制作用をもたらして

いるか否かについて確認したところ、移植後14日目の脾臓におけるT細胞数	(図	
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図18.	図3と同様に移植を施行した。(A)	移植後14日目の脾臓におけるT細胞数	(平

均±標準誤差,	N=6-7	/group,	*p	<0.05)、(B)	28 日目の胸腺 CD4+CD8+細胞数	(平均

±標準誤差,	N=5	/group)	。(C)	移植後28日目までのGVHDスコアを示す。（平均±

標準誤差,	N=5	/group）。	(D)	移植後28日の未治療部位皮膚、肝臓、小腸、大腸の

pathology	score	(平均±標準誤差,	N=6-7	/group)	。Ruxo:	ruxolitinib.	*p	<0.05,	
**p	<0.01,	***p	<0.005	。	

	

4) ルキソリチニブ外用剤は皮膚GVHDにおいてLgr5+HFSCを保護し、毛髪再生および

創傷治癒を促進させる	

ルキソリチニブ外用剤のGVHD抑制効果を確認したので、次にLgr5+HFSCに対す

る影響を検討した。移植後14日目に外用剤投与部位の皮膚を採取し蛍光免疫染色

を行ったところ、Allo群では減少しているLgr5+HFSCがAllo+Ruxo群では保たれ

ており	(図	19A,	B)、ステロイド外用の際に認められたような毒性認められなか

った。	

ルキソリチニブ外用剤の皮膚GVHDに対するLgr5+HFSC保護効果は、移植後の毛

髪の再生も促進した	(図	19C)	。創傷治癒に関しては、移植後21日間の外用剤投

与後に傷を作成し経時的な創部面積を計測したが、Allo群やBMV群では創部の縮

小が遅れていたのに対して、Allo+Ruxo群ではSyn群と同等の治癒経過を示した	

(図	19D)	。他の組織幹細胞への効果として、ルキソリチニブを移植後翌日から内

服させ、RLPのCK15+細胞に対する効果も検討したが、同様に幹細胞の保護効果が
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確認できた	(図	19E)	。以上の結果より、ルキソリチニブ外用剤は皮膚GVHDに対

して、Lgr5+HFSCの保護効果を有し、毛髪再生や創傷治癒などの皮膚の組織恒常性

維持機構に負の影響を与えない、理想的な薬剤であることが示された。	

	

	
図	19.	Figure1およびFigure5と同様に移植を施行した。移植後14日目の薬剤

投与部位の蛍光免疫染色像	(A)	(緑:	EGFP,	赤:	CK15,	青:	DAPI核染色,	Scale	

bar:	50μm)と毛包幹細胞数	(B)	(平均±標準誤差,	N=	6-7	/group)	。矢頭:	

Lgr5+CK15+細胞。(C)	移植後 35 日目のマウス背部皮膚の肉眼像。点線で囲まれ

た領域は外用薬投与部位を示す。	(D)	外用薬投与部位に作成した創部の面積の

経時的変化	(平均±標準誤差,	N=7-9	/group)	。	(E)移植後10日目の舌蛍光免

疫染色像（赤:	CK15,	青:	DAPI,	Scale	bar:	50μm）。Ruxo:	ruxolitinib.	*p	
<0.05,	**p	<0.01,	***p	<0.005	。	

	

	

５．ルキソリチニブ外用剤の皮膚GVHDに対する治療モデルでの効果	

	

実臨床で皮膚GVHDに対して外用剤を使用する場合は、ほとんどのケースでGVHD

が発症してからの治療介入になる。そこで我々は、皮膚GVHDが発症してからルキ

ソリチニブ外用剤を投与した場合の効果を検討することにした。	
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1) ルキソリチニブ外用剤は発症後の皮膚GVHDに対しても効果を示す	

Allo群では移植後10日頃よりドナーT細胞の浸潤が生じることを確認しており、

マウス皮膚外観も発赤などの炎症所見を認めるようになるため、治療モデルとして

移植後10日からルキソリチニブ外用を開始し、移植後21日目の治療部位の皮膚を

採取し、その効果を検証した。T細胞数をフローサイトメトリーで解析したところ、

Allo+Ruxo群で有意にT細胞数が減少していた	(図	20A)	。それに伴い病理スコア

も改善し	(図	20B)、Lgr5+HFSC数もAllo群に比較して増加していた	(図	20C)	。	

	

	
図	20.	図3と同様に移植を行った。(A)	 移植後21日目の薬剤投与部位におけ

るT細胞数	(平均±標準誤差,	N=7-9	/group)。移植後21日目のHE標本および

蛍光免疫染色標本を用いた、Pathology	score	(B;	平均±標準誤差,	N=7-9	

/group)	と毛包幹細胞数	(C；平均±標準誤差,	N=6	/group)。	Ruxo:	ruxolitinib.	

**p	<0.01,	***p	<0.005	。		

	

2) ルキソリチニブ外用剤は浸潤したT細胞の増殖抑制により治療効果をもたらす	

治療モデルにおいてルキソリチニブ外用剤が効果を示す機序を検討するために、

皮膚に浸潤したドナーT細胞の増殖能を解析した。移植後10日目からルキソリチ

ニブ外用剤を5日間投与し、その後治療部位の皮膚からT細胞を回収して、フロー

サイトメトリーにてKi-67の発現を評価したところ、Allo+Ruxo群では有意にKi-67

陽性率および陽性細胞数が減少しており、ルキソリチニブ外用剤が浸潤したT細胞

の増殖抑制をもたらしていることが示された	(図	21A,B)	。	
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図	21.	図 3 と同様に移植を施行した。(A,	B)	薬剤投与部位における Ki-67+細

胞の割合と細胞数	(平均±標準誤差,	N=10	/group)	。Ruxo:	ruxolitinib.	**p	
<0.01	。	
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考察	

	

近年の報告により、GVHDによって腸幹細胞が傷害されることが明らかになってき

た4,5。腸幹細胞の傷害は、腸管上皮の再生遅延による腸管バリア機能の低下や、	抗

菌ペプチドを分泌するパネト細胞の減少による腸内細菌叢の乱れをきたし、難治性

GVHDの病態を形成する要因と考えられており、腸幹細胞を保護する治療法がGVHDの

新たな治療戦略として注目されてきている6,36。腸管とともにGVHDの代表的な標的臓

器である皮膚では、2000年以降に幹細胞や前駆細胞のマーカーが明らかになり、それ

らの細胞は毛包や毛包間表皮に存在し、定常状態ではそれぞれの細胞分画が皮膚のそ

れぞれの構造や機能を保ち、恒常性を維持していることが分かってきた12,15,37-39。その

中でも毛包に存在する幹細胞は、その特徴や機能がよく調べられており、Lgr5+HFSC

は周期的な毛髪の再生や皮膚損傷時の表皮の再生において重要な役割を担う幹細胞と

して報告されている12,15,38,39。一方で、1990年代頃から、皮膚GVHDにおける表皮細胞

のアポトーシスやドナーT細胞の浸潤は、皮膚幹細胞が存在すると言われている、毛

包のBulge領域やヒトのepidermal	rete	ridgeにおいてより頻繁に認められるという

報告が複数なされた16,17,25,40-43。そこで我々は、皮膚においても幹細胞がGVHDの標的

になっているのではないかという長年の疑問に答えを出すべく本研究を行った。	

	

本研究の結果より、Lgr5+HFSCやRLPのCK15+細胞はGVHDにより傷害され、その数

が減少することが明らかになった。定常状態において毛包は成長期、退行期、休止期

の3つの周期的に繰り返すことで正常な毛髪を維持しているが44、毛髪の再生には毛

包の休止期から成長期への以降が必要であり、毛包幹細胞はその際に必要不可欠な細

胞であることが分かっている45。また、化学療法や放射線療法により毛包細胞が傷害

され脱毛をきたすことはよく知られているが、脱毛は慢性GVHDの臨床所見の1つでも

あることも広く認められていることから46,47、皮膚GVHDによる毛包幹細胞の減少は、

同種移植後の脱毛、毛髪再生不全の原因となり得るものと考えられた。さらに、本研

究ではGVHDによる創傷治癒遅延も確認された。毛包幹細胞は創傷治癒においても重要

な役割を担っており、治癒過程早期の再生上皮の形成において、表皮細胞の供給源に

なる38,48。マウス実験においては、毛包幹細胞を欠如している毛髪のない皮膚は毛髪

のある皮膚に比較して創傷治癒が遅延することが報告されている49。また、皮膚GVHD

においては創傷治癒遅延が臨床的所見としてしばしば認められており46、	皮膚GVHD

による毛包幹細胞の減少は治癒過程の早期における再生上皮の形成を遅らせ、創傷治

癒遅延をもたらす可能性が考えられた。	
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本研究では、Lgr5+CK15+HFSCはLgr5-CK15+細胞より皮膚GVHDによる傷害を受けやす

いことが明らかになった。幹細胞と成熟細胞の細胞周期や細胞傷害性T細胞および炎

症性サイトカインに対する感受性の違いにより生じるものと推測される。	

Bulge領域の毛包幹細胞は、Bcl-2の高発現およびp53の一過性安定化により、放

射線照射によるDNA損傷に誘発される細胞死に対して抵抗性を示すと報告されている
50。我々の研究でもGVHDの生じないSyn群では全身放射線照射による一過性のHFSC

減少はあっても、移植後7日目以降に回復しており、GVHDにおけるドナーT細胞によ

る細胞障害や炎症性サイトカンが Lgr5+HFSC の減少に寄与しているものと考えられる。

GVHDにおける炎症性サイトカインがRLPにおけるCK15+幹細胞のアポトーシス関連分

子の発現を誘導し、幹細胞の選択的な細胞死誘導をもたらすとの報告もあり51、毛包

幹細胞においても同様の機序により、GVHDによる細胞傷害の感受性が高まっている可

能性がある。	

また、毛包幹細胞にゲノムストレスが蓄積すると、毛包幹細胞の維持に必要なコラ

ーゲ17A1が分解され、幹細胞としての自己複製能や多分化能が失われ、最終的には毛

包幹細胞数が減少するとの報告もあり52、幹細胞維持に必要な機構の破綻により毛包

幹細胞の傷害が生じている可能性も考えられる。近年、種々の炎症環境において、各

臓器の恒常性維持能の違いが疾患における組織の感受性の違いをもたらすという概念

が提唱され53、GVHDにおける炎症環境に対する腸管や皮膚の高い感受性が、急性GVHD

で標的となりやすい臓器である要因と考えられる。	

皮膚移植の研究により、毛包幹細胞が存在している毛包Bulge領域は、MHCクラス

Ⅰの発現レベルが低い、TGFβやIL-10などの免疫抑制性サイトカインを産生している、

抑制性副刺激因子のCD200が発現しているなどの複数の免疫逃避機構を有しており、

正常皮膚ではでは他の表皮細胞と比較して相対的に免疫反応による傷害を受けにくい

ことが分かっている54,55。一方で、円形脱毛症や扁平毛孔性苔癬では病変部位の皮膚

におけるIFNγがBulge領域のMHCの発現亢進、CD200の発現低下などをもたらし、

Bulge領域の免疫学的逃避機構を傷害しているとの報告もある31,56。本研究でもAllo

群のマウスでは血清IFNγの上昇および、皮膚に多数浸潤したIFNγ産生T細胞を認め

ており、それに伴うBulge領域の免疫逃避機構の破綻が生じている可能性が考えられ

る。	

	

現在、ステロイド外用剤は皮膚GVHDを含む様々な皮膚炎症性疾患に対する標準的

な治療となっている26,57。しかし、病原性のT細胞はしばしばステロイド誘導性のア

ポトーシスに抵抗性であり58、かつ長期間のストロイド投与は表皮細胞の増殖抑制を

もたらし、皮膚萎縮や創傷治癒遅延をきたすことが問題となっている59-62。本研究で

は、それらに加えて、ステロイドの長期的な局所投与がLgr5+HFSCの減少をきたし、
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毛包幹細胞の喪失に関連する皮膚有害事象の可能性を示した。JAK-STAT経路は種々の

サイトカイン受容体の細胞内シグナル伝達に関与しており、抗原特異的T細胞の活性

化および遊走に重要な役割を担っている63,64。JAK1/2阻害剤のルキソリチニブの全身

投与は、治療法が確立していないステロイド抵抗性の急性および慢性GVHDに対して著

明な有効性を示し65,66、現在第Ⅲ相ランダム化非盲検多施設共同試験が進行中である。

しかし、JAK-STAT経路は顆粒球コロニー刺激因子、エリスロポエチン、トロンボポエ

チンなどの血球増殖刺激因子の受容体の細胞質内シグナル伝達にも関与しており、

JAK2変異を有する原発性骨髄線維症においては投与量依存性に血球減少が認められ

る32,33。また、ルキソリチニブの急激な減量や中断は高サイトカイン血症から全身性

毛細血管漏出症候群様の病態を呈し、重症の呼吸不全および循環不全を来すことがあ

るため、注意喚起がなされている67,68。このように、ルキソリチニブはその著明な有

効性の背景に有害事象に関する慎重なモニタリングを要する薬剤と考えられている。	

	

本研究では、ルキソリチニブ外用剤が皮膚GVHDに対して投与部位局所での効果を

呈することを示した。0.5%外用剤では全身性の免疫抑制効果は呈していなかったため、

全身投与で問題となる有害事象の発生は少ないものと予想される。ルキソリチニブ外

用剤により皮膚GVHDに対する治療効果は、Th1およびTh17型のT細胞の浸潤および

増殖を抑制する機序が考えられ、これまでの全身投与での報告でも同様の機序が示さ

れている63,69,70。最近の円形脱毛症のマウスモデルにおける報告では、ルキソリチニブ

局所投与が皮膚のIFNγシグナリングを阻害し、T細胞の浸潤を抑制して病状を改善さ

せることが示されている56。本研究でも、Allo群において皮膚の血液細胞以外の細胞

でCXCLケモカイン、特にCXCL9が高く発現していた。CXCL9はその発現レベルがIFN

γに強く依存しており27、ルキソリチニブ外用剤はケラチノサイトのIFNγ受容体の

細胞内シグナル伝達を阻害することで、活性化T細胞の遊走に関わるケモカインの発

現を抑制している可能性が考えられた。JAK阻害剤の局所投与は汎発型円形脱毛症や

乾癬においてパイロット研究71や臨床試験が進んでおり、その有効性と安全性につい

ての検討がなされている72。皮膚GVHDにおいても、ルキソリチニブ外用剤を他の免疫

抑制剤と併用することで、より速やかにステロイドやカリシニューリン阻害剤の内服

量を減量できる可能性があり、再発のリスクや日和見感染症の発症率を軽減できる可

能性があるかもしれない。	

	

最近の報告では、ルキソリチニブは毛乳頭細胞の間葉系細胞を活性化することで、

毛周期を成長期に移行させ発毛を促進させる効果があることが示されているが73、本

研究ではルキソリチニブ外用剤は皮膚GVHDに対してLgr5+HFSCを保護するだけでなく、

毛包幹細胞のニッチとして推測されている脂肪組織を維持することが明らかになった。
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幹細胞ニッチは幹細胞の性質を維持するために必要とされる微小環境であるが、脂肪

細胞は毛包幹細胞のニッチを構成する細胞の1つとして認識されており74,75、毛乳頭

間葉系細胞や毛包幹細胞に作用し、毛周期の制御に関与していると考えられている。

ステロイド外用剤では毛包幹細胞の喪失や脂肪組織の著明な萎縮が認められるため、

ルキソリチニブ外用剤はステロイド外用とは異なり、皮膚幹細胞とニッチシステムを

維持しつつ免疫抑制効果を発揮する薬剤である可能性が示唆される。	

	 	

今回我々は,	皮膚GVHDが腸管のみならず皮膚の組織幹細胞も標的とし,	毛髪再生

や創傷治癒などの遅延を招いていることを明らかにした。さらに,	現在の標準的な皮

膚GVHD治療薬であるステロイド剤の局所投与は,	組織幹細胞もしくはそのニッチシ

ステムに毒性を持つことが示された。ルキソリチニブの局所投与は,	組織幹細胞およ

び皮膚の組織恒常性維持に最適化された新規治療法となりうることが示され、今後の

臨床応用が期待される。	
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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。	

	

• 皮膚GVHDによって皮膚幹細胞が傷害される	

	

• 皮膚GVHDによるLgr5+HFSCの傷害は、毛髪再生や創傷治癒において悪影響を与え

る	

	

• ステロイド外用剤はドナーT細胞の浸潤は抑制するが、Lgr5+HFSCを保護すること

ができず、長期使用により皮膚萎縮などの有害事象をもたらす	

	

• ルキソリチニブ外用剤はステロイド外用剤と同等の免疫抑制作用を有し、かつ

Lgr5+HFSCを保護することができ、皮膚恒常性を維持することができる	

	

以上の結果より、ルキソリチニブ外用剤は皮膚GVHDの治療薬として皮膚幹細胞の

保護効果と免疫抑制効果を有する新しい治療薬であることが明らかになった。	

	

2.	新知見の意義	

本研究により長年の疑問であった皮膚GVHDにおける皮膚幹細胞の傷害が明らかに

なった。皮膚幹細胞は皮膚恒常性の維持において重要な細胞であり、その傷害は脱毛

や創傷治癒遅延などの皮膚の機能障害につながり、移植後患者のQOLを低下させる原

因になり得るものと考えられる。また、本研究によって腸管以外の臓器でもGVHDによ

って組織幹細胞が傷害を受けることが明らかになり、GVHDによる臓器障害の共通した

病態である可能性が考えられた。ルキソリチニブ外用剤は、皮膚GVHDの局所療法とし

て標準的であるステロイド外用剤と同様の効果を示しかつ皮膚恒常性を損なわない治

療薬と考えられ、臨床応用が期待される薬剤と考えられる。	

	

3.	今後の研究展開	

GVHDに対するルキソリチニブの臨床応用については、現在ステロイド抵抗性GVHD

に対する内服薬での第Ⅲ相無作為化非盲検多施設共同研究が進行中であるが、この領

域における外用剤での臨床研究は進んでいない。一方で、JAK1/3阻害剤である

tofacitinibの外用剤については、皮膚科疾患において臨床研究が進行しており、乾

癬やアトピー性皮膚炎において有効性と安全性が確認されている76,77。本研究の結果
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から、ルキソリチニブ外用剤は皮膚GVHDに対しても効果が期待できる薬剤と考えられ

るため、ヒトでの治療効果と安全性を検討する臨床研究の計画を進めていく必要があ

る。	

本研究により、GVHDでは皮膚幹細胞が傷害を受けていることが明らかになったが、

その詳細な機序については不明であった。Lgr5+HFSC数と皮膚に浸潤したT細胞数の

経時的な変化から、同種抗原に反応する活性化T細胞が関与している可能性が考えら

れる。Perforin	KOマウスやFas	ligand	KOマウスをドナーにした移植実験にて、細

胞傷害性T細胞によるアポトーシスの誘導の関与を検討する。また、このマウスモデ

ルではIFNγシグナリングが皮膚GVHDの病態の中心を担っており、ルキソリチニブに

よるIFNγシグナリングの阻害が有意な治療効果を示していた。IFNγ	receptor	1	

floxマウスをB6-Lgr5EGFP-cre/ER	と交配させ、タモキシフェン投与によりLgr5+細胞特異

的にIFNγ	receptorをノックアウトさせることができる。このマウスをレシピエント

として同様の実験を行い、Lgr5+HFSCにおけるIFNγの影響を検討する。	

これまでに我々はLgr5のリガンドであるR-spondin	1が、GVHDによる腸幹細胞の

傷害を軽減させ、腸上皮バリアおよび腸内細菌叢を維持することでGVHDの改善をもた

らすことを示してきた4,6。毛包幹細胞においては、これまでに外因性R-spondin	1を

投与することで、毛周期における休止期中期から成長期への移行を促進し、毛髪再生

を促すことが報告されているが、同種移植に伴うR−spondin	1投与によって、毛包幹

細胞の活性化や保護が可能かどうか78、またルキソリチニブ外用との併用による相乗

効果が見られるかどうかについて検討する。	
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