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要旨 
 

【背景と目的】 Myeloid differentiation factor 88(MyD88)は Toll-like 

receptor(TLR)および Interleukin-1 receptor(IL-1R)スーパーファミリーに属

する各受容体からのシグナルを受け、IL-1R-associated kinase 4(IRAK4)と分

子複合体を形成して、その下流の Nuclear factor kappa B(NF-κB)経路やイン

フラマソームへとシグナル伝達を行うアダプター分子である。MyD88/IRAK4 シ

グナル経路は自然免疫のみならず、T細胞を介した獲得免疫機構においても重

要な役割を担い、種々の病態に関与していると考えられている。Li らは同種造

血幹細胞移植後の移植片対宿主病(graft-versus-host disease: GvHD)の発症

にレシピエントの MyD88/IRAK4 シグナル経路が関与していないことを示したが

(Li et al., 2011)、ドナーT細胞の MyD88/IRAK4 シグナル経路が同種造血幹細

胞移植後の GvHD の発症や病態形成にどのように寄与しているかについてはい

まだ明らかになっていない。我々はマウスの同種造血幹細胞移植モデルにおい

て、MyD88欠損(MyD88-/-)ドナーマウスの T細胞と野生型ドナーマウスの骨髄細

胞をレシピエントマウスへ移植して、ドナーT細胞の MyD88/IRAK4 シグナル経

路が GvHD にどのような影響を与えるか検証した。 

【材料と方法】 マウスの同種造血幹細胞移植モデルでは、致死量の全身放射

線照射を受けたレシピエントマウスに、主要組織適合遺伝子複合体(major 

histocompatibility complex: MHC)半合致の MyD88-/-および TLR2欠損(TLR2-

/-)・TLR7欠損(TLR7-/-)ドナーマウスから純化した 1×106個の T細胞と、野生型

ドナーマウスから採取した 5×106個の T細胞除去骨髄(T cell-depleted bone 

marrow: TCD-BM)細胞を混合して静脈内投与した。コントロール群には野生型

ドナーマウスの T細胞と骨髄細胞を移植した。移植片対白血病(graft-versus-

leukemia: GvL)効果を検証する実験ではこれら移植片と同時にレシピエント由

来の白血病細胞である P815 細胞(H-2d) 1×103個を静脈内投与した。

MyD88/IRAK4阻害薬の投与実験では MyD88阻害薬(NBP2-29328) 1mg/kg の腹腔

内投与を、もしくは IRAK4阻害薬(PF-06650833) 12.0mg/kg の静脈内投与を連

日施行した。in vitro の細胞培養実験では、野生型マウスおよび MyD88-/-マウ

スから純化した T細胞を用いた。 

【結果】 刺激を受けていない定常状態の MyD88-/-マウスの脾臓において、T細

胞の絶対数やメモリーT細胞の分画構成、制御性 T 細胞(regulatory T cell: 

Treg)への分化等は野生型マウスと同等であり、MyD88 シグナル経路が定常状態

の T細胞の発達に必須のものではないことが示された。全身放射線照射を用い

て移植前処置を行ったマウスに野生型もしくは MyD88-/-ドナーマウスの脾細胞

と骨髄細胞を移植したところ、MyD88-/-ドナーマウスから移植を受けたレシピエ

ントマウスでは、野生型ドナーマウスから移植を受けたレシピエントマウスに

比較して有意に GvHDが軽減した。MyD88-/-ドナーT細胞を純化して野生型ドナ

ーマウスの TCD-BM 細胞とともに移植を受けたレシピエントマウスでも、野生

型ドナーマウスの T細胞を移植したコントロール群と比較して GvHD の重症度
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や死亡率が有意に改善しており、ドナーT細胞の MyD88 シグナル経路が GvHD の

重症化に大きく寄与していることが示された。一方、MyD88-/-ドナーマウスの

TCD-BM 細胞と野生型ドナーマウスの純化した T細胞を移植したレシピエントマ

ウスでは上記の GvHD軽減効果を確認できなかった。野生型ドナーT細胞と

MyD88-/-ドナーT細胞は移植後に同等の細胞分裂能を示したが、野生型ドナー

CD8陽性 T 細胞に比べて MyD88-/-ドナーCD8陽性 T 細胞のアポトーシスは有意に

亢進していた。また、野生型ドナーT細胞に比べて MyD88-/-ドナーT細胞は

Th1・Tc1・Th17 細胞への分化能が障害されており、これらの結果として MyD88-

/-ドナーT細胞を移植したレシピエントマウスでは GvHD の重症度と死亡率が低

下したと考えられた。このような Th1 および Tc1 細胞への分化障害は、in 
vitro で T 細胞を活性化させた際にも同様に観察された。刺激を受けていない

定常状態の CD4 および CD8陽性 T 細胞には TLR2、TLR7、IL-1R、IL-18R、IL-

33Rが発現しており、in vitro で抗 CD3/CD28抗体ビーズを用いて T細胞を刺

激する際に TLR2 リガンドおよび TLR7 リガンドを添加して培養したところ、T

細胞数が増加したため TLR2 や TLR7が T 細胞の生存を促進すると考えられた。

しかし TLR2-/-および TLR7-/-ドナーT細胞を移植したレシピエントマウスの GvHD

重症度と死亡率はコントロール群と同等であり、TLR/IL-1R スーパーファミリ

ーに属する受容体が単独で欠落しても GvHD の重症度には影響しないことが示

唆された。薬剤を用いて MyD88/IRAK4 シグナル経路を広範に遮断するため、野

生型ドナーマウスからの同種骨髄移植後に IRAK4阻害薬(PF-06650833)を 3週

間連日投与したところ、GvHD の重症度と死亡率が有意に抑制された。移植片対

白血病(graft-versus-leukemia: GvL)効果を検討するため、野生型もしくは

MyD88-/-ドナーT細胞を移植したレシピエントマウスに、レシピエント由来の白

血病細胞を移植片と同時に投与した。MyD88-/-ドナーT細胞を移植したレシピエ

ントマウスでは GvHDが有意に抑制されたにもかかわらず白血病による死亡率

も低く、同種骨髄移植後の GvL効果はドナーT細胞の MyD88 シグナルが欠損し

てもなお良好に保持されることが明らかとなった。 

【考察】ドナーT細胞の MyD88/IRAK4 シグナル経路は、同種造血幹細胞移植後

のドナーT 細胞の生存能や Th1・Tc1・Th17 細胞への分化に重要な役割を果た

し、GvHD の重症化に寄与していることが明らかとなった。TLR/IL-1R スーパー

ファミリーの各々は相補的に機能を重複させていると考えられ、単独の受容体

を阻害しても GvHD に影響がなかった。MyD88 と IRAK4 はこれら受容体の大半か

らシグナルを受け取って下流の炎症性シグナル経路へつなげる分子で、MyD88

と IRAK4 を阻害して複数の TLR/IL-1R シグナルをまとめて抑制すると、単独の

TLR/IL-1R シグナル経路を個別に阻害するよりも効果的に炎症性シグナルを抑

制できると考えられた。同種造血幹細胞移植後に IRAK4阻害薬を用いて

MyD88/IRAK4 経路を阻害すると、ドナーT細胞の MyD88/IRAK4 経路を阻害する

ことによりドナーT細胞の分化や生存を抑制して、GvL効果を保持しつつ GvHD

を軽減させることが可能となった。 

【結論】 ドナーT細胞の MyD88/IRAK4 シグナル経路は、同種造血幹細胞移植後

の GvHD の重症化に重要な役割を担い、GvHD の有望な治療標的である。 
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略語表 

 

本文および図中で用いた主な略語を以下に示す。 

 

BrdU Bromodeoxyuridine NF-kB Nuclear factor kappa B 

BSA Bovine serum albumin PAMPs 
Pathogen-associated 

molecular patterns 

DAMPs 
Damage-associated molecular 

patterns 
PBS Phosphate buffered saline 

EDTA 
Ethylenediaminetetraacetic 

acid 
PCR Polymerase chain reaction 

FCS Fetal calf serum PMA 
Phorbol 12-myristate 13-

acetate 

Foxp3 Forkhead box protein P3 RPMI 
Roswell park memorial 

institute 

GvHD Graft-versus-host disease TBI Total body irradiation 

GvL Graft-versus-leukemia Tc1 T cytotoxic type 1 

H&E Hematoxylin & Eosin TCD-BM T cell-depleted bone marrow 

IL-1R Interleukin-1 receptor Th1 T helper type 1 

IRAK4 IL-1R-associated kinase 4 Th17 T helper type 17 

MDSC 
Myeloid-derived suppressor 

cell 
TLR Toll-like receptor 

MFI Mean fluorescence intensity TNF-a Tumor necrosis factor-alpha 

MHC 
Major histocompatibility 

complex 
Treg Regulatory T cell 

MyD88 
Myeloid differentiation 

factor 88 
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緒言 

 

 Toll-like receptor(TLR)は主に骨髄系細胞で発現しており、病原微生物由

来の構造および産生物質である pathogen-associated molecular 

patterns(PAMPs)や、自己組織が侵襲を受けた際に放出される damage-

associated molecular patterns(DAMPs)などの danger signals を認識して自

然免疫を発動させるという重要な役割を担う(Schnare et al., 2001 ; Kono 

et al., 2008 ; Kawai et al., 2011)。自然免疫の発動は獲得免疫の誘導と活

性化へとつながるため、TLR は免疫機構全体をコントロールするという大きな

役割を担っている。 

 

 自然免疫を発動させるという観点からは、樹状細胞やマクロファージなどの

抗原提示細胞に発現している TLRがその機能に大きく寄与しており、抗原提示

細胞が自身の TLR を介してそのリガンドである danger signals を認識するこ

とで活性化し、炎症性サイトカインやケモカインなどの発現を亢進させること

で自然免疫機構の活性化を引き起こす一方、TLR は抗原提示細胞の共刺激分子

や MHC 分子の発現を増強させ、炎症性サイトカインの産生を誘導することで T

細胞の増殖や生存、機能分化を促進して獲得免疫の活性化も惹起する(Kaisho 

et al., 2001)。TLR は抗原提示細胞のみならず様々な免疫担当細胞や上皮組織

で発現しているが、T細胞にも発現がみられ(Komai-Koma et al., 2004 ; 

Kabelitz, 2007 ; Macleod et al., 2007)、T 細胞は抗原提示細胞の介入を受

けることなく直接 danger signals を認識してその機能応答に変化をもたらす

可能性が示唆されている。 

 

 Myeloid differentiation factor 88(MyD88)は TLR3を除くほぼ全てのTLRと、

炎症性サイトカインである Interleukin-1 receptor(IL-1R)スーパーファミリ

ーに属する受容体からのシグナルを受け、IL-1R-associated kinase 4(IRAK4)

を動員して下流の Nuclear factor kappa B(NF-κB)シグナル経路やインフラマ

ソームへとシグナル伝達を行う(Adachi et al., 1998 ; Garlanda et al., 

2013 ; Kawasaki et al., 2014)。骨髄系細胞の MyD88依存性シグナルは炎症性

サイトカイン産生能あるいは抗原提示能の増強により炎症反応を促進させる一

方で、制御性 T 細胞(regulatory T cell: Tregs)や myeloid-derived suppressor 

cells(MDSCs)にはたらきかけて過剰な免疫応答を抑制することで生体の恒常性

を維持する(Mortha et al., 2014 ; Lim et al., 2016)。これまでの報告から、

T細胞の MyD88 シグナルも T細胞受容体(T cell receptor: TCR)を介した T細
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胞活性化の修飾を行い、T細胞の増殖や生存、分化に重要な役割を持つことが証

明されている(Jin et al., 2012 ; Rahman et al., 2009)。 

 

 同種造血幹細胞移植は難治性の造血器悪性腫瘍に対して根治を期待し得る数

少ない有効な治療法の一つだが、その合併症である移植片対宿主病(graft-

versus-host disease: GvHD)は移植後の非再発死亡原因の多くを占める重篤な

病態である(Blazer et al., 2012 ; Holtan et al., 2014)。GvHD は移植片に含

まれるドナーT細胞が、レシピエントの抗原提示細胞を介してレシピエントの同

種抗原を「非自己」と認識することで活性化され、皮膚・腸管・肝臓などの標的

臓器を攻撃する疾患である(Shlomchik et al., 1999 ; Duffner et al., 2004 ; 

Teshima et al., 2002)。その発症は、移植前処置によるレシピエントの組織や

臓器の損傷あるいは炎症により上皮・粘膜バリアが破綻して(Shlomchik et al., 

1999 ; Koyama et al., 2011)、Heat shock protein 70、ATP、HMBG-1、NLRP3

などの DAMPs(Jarvis et al., 2003 ; Wilhelm et al., 2010 ; Jankovic, 2013)、

または病原微生物が産生する lipopolysaccaride、mannan などの PAMPs(Cooke 

et al., 1998 ; Cooke et al., 2001 ; Uryu et al., 2015)が全身の循環へ流

入して、TLR などの受容体を介して自然免疫応答が活性化され、その結果 tumor 

necrosis factor(TNF)-αや IL-1 ファミリーなどの炎症性サイトカイン産生が

誘導されることにより始まると考えられている(Hill et al., 1997 ; Ferrara 

et al., 2003)。このような移植前処置等による自然免疫応答の活性化は、ドナ

ーT 細胞のさらなる活性化を誘導し、GvHD の重症化につながると考えられる。

実際に臨床の同種造血幹細胞移植で、大量化学療法や全身放射線照射を含む移

植前処置の強度を減弱させることで GvHD が軽減できることが知られている

(Hill et al., 1997 ; Maeda, 2013)。 

 

 上記のように GvHD の発症と重篤化にはドナーT 細胞の活性化が必須であり

(Ferrara et al., 2003)、T 細胞の活性化をいかに制御するかが GvHD 発症およ

び重篤化を阻止するための鍵となる。現在、GvHD の発症を予防する目的で移植

後の T細胞活性化を広範に抑制する免疫抑制薬や、T細胞自体を移植片から除去

するための薬剤や手技が用いられているが(Blazer et al., 2012 ; Holtan et 

al., 2014)、その効果に関してはまだ満足できるものではなく、過剰な免疫抑制

による日和見感染症の発症や造血器悪性腫瘍の再発等をきたす可能性が危惧さ

れる。このため、T細胞の活性化を全般的に抑制するのではなく特定の炎症性反

応のみを抑制することが、次世代の有効かつ安全性の高い GvHD予防および治療

法として理想的であり、MyD88/IRAK4 シグナル経路も有望な治療標的のひとつで

あると考えられる。これまでの研究では移植片に含まれる骨髄系細胞成分に発

現している TLR/MyD88 シグナル経路と GvHD の関連性に焦点があてられていたが

(Jarvis et al., 2003 ; Wilhelm et al., 2010 ; Jankovic, 2013 ; Li et 

al., 2011 ; Matte et al., 2004)、T 細胞の TLR/MyD88 シグナル経路が GvHD に

もたらす影響は依然として研究が進められていない。 
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 本研究ではマウスの同種骨髄移植モデルを用い、致死量の放射線照射を受け

たレシピエントマウスに MyD88欠損(MyD88-/-)T 細胞と野生型マウスから採取し

た T細胞除去骨髄(T cell-depleted bone marrow: TCD-BM)細胞を移植するこ

とで、ドナーT細胞の MyD88 シグナルが GvHD に与える影響を検討した。その結

果、ドナーT細胞の MyD88 シグナルが欠損するとドナー由来の Th1・Tc1・Th17

細胞への分化が障害され、その結果として GvHD の重症化が抑制されることが

明らかとなった。また、MyD88-/-T 細胞を移植しても移植片による抗腫瘍免疫反

応である graft-versus-leukemia(GvL)効果が観察され、ドナーT細胞の MyD88

シグナルは GvL効果に必要不可欠なものではないことも証明された。さらに、

同種骨髄移植後にレシピエントマウスへ IRAK4阻害薬を投与すると GvHD の重

症度と死亡率が有意に抑制されることも明らかとなり、ドナーT細胞の

MyD88/IRAK4 シグナル経路は GvL効果を保持しつつ GvHD を抑制することが可能

な、理想的な治療標的となり得ることが示唆された。 
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実験材料および方法 
 

1) マウス 

雌の C57BL/6(B6, H-2b)および B6D2F1(BDF1, H-2b/d)マウスを、日本チャール

ス・リバー株式会社(Yokohama, Japan)から購入した。B6を遺伝的背景とした

TLR2欠損(TLR2-/-)および TLR7欠損(TLR7-/-)、MyD88欠損(MyD88-/-)マウスは株

式会社オリエンタルバイオサービス(Chiba, Japan)から購入した。 

購入したマウスは本学の動物実験施設で安静期間として 1週間飼育した後、

8-10週齢のマウスを実験に使用した。また、これらのマウスは本学の動物実

験施設で繁殖飼育を行い、過去に記載された論文の方法に従って種の保持に

努めた(Yamamoto et al, 2003)。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」に従い、動物実験(承認番号：12-0106および 17-0026)の

承認を得て行った。 

 

2) マウスの同種骨髄移植 

過去に発表された論文と同様の方法を用いて、マウスへ同種骨髄移植を施行

した(Uryu et al., 2015)。概略を以下に示す。 

放射線照射装置 MBR-1520R-4(HITACHI, Tokyo, Japan)を用い、移植当日

(day 0)にレシピエントの BDF1 マウスへ致死量となる総線量 12Gy の全身放射

線照射(total body irradiation: TBI)を、3時間間隔で 2分割して行った。 

ドナーとなる B6 野生型および TLR2-/-・TLR7-/-・MyD88-/-マウスにイソフルラ

ン吸入麻酔を用い安楽死させた後、それぞれから脾臓と両大腿骨・脛骨・骨

盤骨を採取した。脾臓はスライドガラス 2 枚を用いてすりつぶし、RPMI-

1640(Sigma Aldrich) + 4% fetal calf serum(FCS)(Sigma Aldrich)で希釈し

て細胞懸濁液とした後、70µmセルストレイナー(BD Biosciences, Tokyo, 

Japan)を通して 50mLチューブへと移した。大腿骨・脛骨・骨盤骨は、23ゲー

ジ注射針と 1mL注射器を用いて骨髄腔内に RPMI-1640 + 4%FCS を注入するこ

とで骨髄液を髄外へ出し、18ゲージ注射針と 10mL注射器を用い吸引・吐出を

繰り返して攪拌し細胞懸濁液とした後、70µmセルストレイナーを通して 50mL

チューブへと移した。これら細胞懸濁液に含まれる赤血球を、2mL の red 

blood cell lysis buffer(BD Biosciences)で 2 分間溶血させた後、トリパン

ブルー法で染色して顕微鏡を用い細胞数を計測した。 

それぞれの実験に応じて、レシピエントマウス 1匹あたり 5×106個の脾細胞

と 5×106個の骨髄細胞、もしくは 1×106個の T細胞と 5×106個の T細胞除去

骨髄(T cell-depleted bone marrow: TCD-BM)細胞を、250µL の 1×phosphate 

buffered saline(PBS)(-)(Sigma Aldrich)に混合希釈して眼窩静脈叢から静

脈内投与した。T細胞と TCD-BM 細胞の調整はそれぞれ Pan T cell Isolation 

kit Ⅱおよび anti-CD90-MicroBeads を用い、T細胞以外の細胞または T細胞

を磁気ビーズで標識した後、autoMACS Pro system(Miltenyi Biotec, 
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Bergisch Gladbach, Germany)を用い同製品の取扱説明書に記載されたプロト

コールどおりの方法で各細胞を分離した。 

GvL効果を評価する実験では、day 0 に上述の同種骨髄移植のレシピエント

マウスへ移植片と同時に、レシピエント由来の白血病細胞である P815 細胞

(H-2d) 1×103個を眼窩静脈叢から静脈内投与した。 

いずれの移植実験も同種骨髄移植後のレシピエントマウスは specific 

pathogen-free(SPF)環境下で、空気清浄装置つきの清潔なケージと通常の飼

料を用い個別に飼育した。骨髄移植後 3週間は、高圧蒸気滅菌処理され塩酸

で pH 2.5 に調整された酸性飲料水を、その後の期間はフィルター処理された

飲料水を与えた。 

 

3) GvHD および GvL効果の評価 

同種骨髄移植後のレシピエントマウスを連日観察して、生存率と clinical 

GvHD score を用い GvHD の重症度を評価した。Clinical 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(Cooke 

et al., 1996)。 

GvL 実験では、同種骨髄移植後のレシピエントマウスが死亡した際に死後解

剖を行い、その結果得られた所見から死因を同定した。腫瘍(白血病)死は肉

眼的に肝および脾の腫瘍結節や肝脾腫を確認した場合、もしくは生前に後足

の麻痺を認めた場合と定義した。また GvHD による死亡は、上記の腫瘍(白血

病)死の所見が認められないことに加え、clinical GvHD score の評価項目と

して挙げられた GvHD徴候がみられることと定義した。 

 

4) GvHD の病理組織学的評価 

同種骨髄移植後のレシピエントマウスをイソフルラン吸入麻酔で安楽死させ

た後、腹壁を正中切開して肝臓および腸管を採取した。腸管検体は胃から直

腸まで一塊にして腹腔内から取り出し、結合組織や脂肪組織を外して上・

中・下部に三等分した。この場合、上部が胃から十二指腸、中部が空腸から

回腸末端、下部が回盲部から直腸に相当する。腸管内腔にホルマリンを注入

して糞便を洗浄した後、縦に切開して口側が内側かつ腸管内腔が外側となる

よう、爪楊枝に腸管を巻きつけて Swiss role標本を作成した。各検体はホル

マリンで一晩固定した後、100%エタノールに置換してパラフィン包埋、切片

作製、ヘマトキシリン-エオジン(hematoxylin and eosin: H&E)染色を行っ

た。このうちパラフィン包埋、切片作製、H&E染色は札幌総合病理研究所へ外

注依頼した。 

組織標本切片の画像は室温環境下で、光学顕微鏡(BX50; Olympus, Tokyo, 

Japan)に装着したデジタルカメラ(DP20; Olympus)を用い撮影した。画像は 10

×/0.40開口数(numeric aperture: NA)もしくは 40×/0.90 NA で、適切な倍

率に合わせて撮影した。 

GvHD の病理組織学的評価には、過去に発表された論文と同様の

pathological GvHD score を用いた(Cooke et al., 1996)。 
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5) フローサイトメトリーを用いた解析 

過去に発表された論文と同様の方法を用い、マウスの脾臓もしくは胸腺から

分離した細胞をフローサイトメトリーで解析した(Uryu et al., 2015)。概略

を以下に示す。 

サンプルを 4℃で 1500rpm、5 分間遠心分離した後、上清を破棄して 1×

PBS(-) + 0.5% bovine serum albumin(BSA)(Sigma Aldrich) + 0.5M 

EDTA(Promega, Madison, Wisconsin, US)を用い細胞懸濁液とした。Table 1

にリストアップした抗体のうち各々の実験に必要なものを細胞懸濁液へ添加

したうえで、4℃で 30 分間暗所に静置して染色した。 

細胞内サイトカイン染色を行う際は、細胞懸濁液に Phorbol 12-myristate 

13-acetate(PMA)および Ionomycin、BD GolgiPlug(BD Biosciences, San 

Jose, CA)を添加して、37℃で 4時間暗所に静置した。その後 BD 

CytoFix/CytoPerm solution(BD Biosciences) 100µL を 30 分間反応させて細

胞に透過処理を施し、Table 1 にリストアップした細胞内サイトカインに対す

るモノクローナル抗体で染色した。 

 

Table 1. フローサイトメトリーで用いた一次抗体 

Target Ag Clone Fluorochrome Supplier Catalog# 

TCRb H57-597 FITC BD Biosciences 553171 

TCRb H57-597 APC BD Biosciences 554413 

H-2Kd SF1-1.1 FITC BD Biosciences 553565 

H-2Kd SF1-1.1 Biotin BD Biosciences 553564 

CD4 GK1.5 PE-Cy7 BioLegend 100422 

CD8a 53-6.7 BV510 BioLegend 100752 

CD11b M1/70 PerCP-Cy5.5 BD Biosciences 561114 

CD44 PE IM7 BD Biosciences 561860 

CD62L FITC MEL-14 BD Biosciences 553150 

TLR1 eBioTR23 PE eBioscience 12-9011-80 

TLR2 T2.5 PE eBioscience 12-9024-80 

TLR6 418601 PE R&D Systems FAB1533P 

TLR7 polyclonal PE Imgenex IMG-665D 

IFN-g XMG1.2 APC BioLegend 505810 

IL-4 11B11 Alexa Fluor 647 BioLegend 504110 

IL-17A TC11-18H10 PE BD Biosciences 559502 

BrdU Bu20a APC BioLegend 339808 

Foxp3 FJK-16s PE eBioscience 12-5773-82 
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Treg を評価するための Foxp3染色は Foxp3 transcription factor staining 

buffer set(eBioscience, San Diego, CA)を用い、同製品の取扱説明書に記

載されたプロトコールどおりの方法で細胞に透過処理を施した後、PE標識抗

Foxp3モノクローナル抗体(eBioscience)を添加して 4℃で一晩暗所に静置し

て染色した。 

死細胞の同定には 4’6-diamidino-2-phenylindole(DAPI)(Molecular 

Probes, Eugene, OR)もしくは LIVE/DEAD Fixable Dead Cell Strain Sampler 

Kit(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA)を用い、解析から除外した。

また細胞のアポトーシスを評価するために施行した Annexin-Ⅴ染色は、

Annexin-Ⅴ binding buffer(BioLegend, San Diego, CA)と FITC標識

Annexin-Ⅴを用い、同製品の取扱説明書に記載されたプロトコールどおりの

方法で行った。 

これらの染色を施して細胞を解析する際は、全ての実験で FACSCantoⅡ flow 

cytometer(BD Biosciences)を用いた。また細胞をソーティングする際は

FACSAriaⅡ cell sorter(BD Biosciences)を用いた。フローサイトメトリー

で得られたデータは FlowJo v9.0 software(Tree Star, San Diego, CA)を用

いて解析した。 

 

6) RNA の抽出・定量リアルタイム PCR 

マウスの脾臓から CD4 もしくは CD8陽性 T 細胞を、また腹水から腹腔内マク

ロファージをソーティングして純化した後、ISOGEN Ⅱ(Nippon Gene, Tokyo, 

Japan)を用いて同製品の取扱説明書に記載されたプロトコールどおりの方法で

RNA を抽出した。 

抽出した RNA を滅菌水で溶解して、NanoDrop Lite(Thermo Fisher 

Scientific)を用い RNA濃度を測定した後、300 ng の RNA をテンプレートとし

て相補的 DNA(complementary DNA: cDNA)を作成した。cDNA を作成する際は

ReverTra Ace qPCR RT Master Mix with gDNA Remover(Toyobo life science, 

Osaka, Japan)を用い、同製品の取扱説明書に記載されたプロトコールどおり

の方法で逆転写反応を行った。 

定量リアルタイム PCR を行う際は各標的遺伝子に対する特異的プライマー・

標識プローブセットの作成を Sigma-Aldrich Japan Genosis へ依頼して、これ

らと上記の cDNA を用い TaqMan Fast Advanced Master Mix(Thermo Fisher 

Scientific)を同製品の取扱説明書に記載されたプロトコールに基づき、96-

well プレートに 1個のプライマーあたり 3well ずつ反応させた。リアルタイム

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

を用いて行い、18S ribosomal RNA(18S rRNA)を内在性コントロールとして、

mRNA の発現レベルを delta Ct 法で relative expression として定量的に評価

した。使用した各標的遺伝子のプライマー・標識プローブ塩基配列を Table 2

に示す。 
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Table 2. 定量リアルタイム PCR で用いたプライマーとプローブの塩基配列 

7) 細胞の培養 

過去に発表された論文と同様の方法を用いて、マウスの脾臓から分離および

純化した T細胞の培養実験を行った (Uryu et al., 2015)。 

RPMI-1640(Sigma Aldrich) + 2% penicillin/streptomycin(PS)(Sigma 

Aldrich) + 4%FCS(Sigma Aldrich) + 0.1mM 2-mercaptoethanol(2ME)を細胞

培地として用い、96-well プレートに T細胞(5×104個/well)を播種して、

DynaBeads Mouse T-Activator CD3/CD28 for T-Cell Expansion and 

Gene 
 

Sequence 

18S rRNA Forward 5’- GCTCTTTCTCGATTCCGTGGG-3’ 

 Reverse 5’-ATGCCAGAGTCTCGTTCGTTATC-3’ 

 Probe 5’-CTCCACCAACTAAGAACGGCCATGCACC-3’ 

Tlr2 Forward 5’- GCTTCACTTCTCTGCTTTTCGTTC-3’ 

 Reverse 5’- CATCCTCTGAGATTTGACGCTTTG-3’ 

 Probe 5’- TCTCTGGAGCATCCGAATTGCATCACCG-3’ 

Tlr4 Forward 5’- ATGGCACTGTTCTTCTCCTGC-3’ 

 Reverse 5’- CTGAGTTTCTGATCCATGCATTGG-3’ 

 Probe 5’- TGACACCAGGAAGCTTGAATCCCTGCAT-3’ 

Tlr5 Forward 5’- CGAGTGAGGTCAGTCCTGGA-3’ 

 
Reverse 5’- GTCTGGAGAGGCTCATGCTAAG-3’ 

 Probe 5’- CGGCAAGCATTGTTCTCCCAAGCGG-3’ 

Tlr7 Forward 5’- CTGTCTCAGAGGACTCCATCTATAG-3’ 

 Reverse 5’- GTCAGAGATAGGCCAGGATCATC-3’ 

 Probe 5’- TGCCTTCAAGAAAGATGTCCTTGGCTCC-3’ 

Tlr9 Forward 5’- CTCTGAGAGACCCTGGTGTGG-3’ 

 Reverse 5’- GTCCTTCGACGGAGAACCATG-3’ 

 Probe 5’- ACATCATTCTCTGCCGCCCAGTTTGTCA-3’ 

IL-1R1 Forward 5’- AGGGACAGACCTGTTATCCTGAG-3’ 

 Reverse 5’- GACGTTGCAGATCAGTTGTATCATT-3’ 

 Probe 5’- CTGGGTCAGCTTCGATCGTCTCATTCCG-3’ 

IL-18R1 Forward 5’- GCCAACGAAGAAGCCATAGACA-3’ 

 Reverse 5’- GAGGCGAGAACAAGCACAGT-3’ 

 Probe 5’- ACTCCTCCTGTAAAGACATGGCCTGGGA-3’ 

IL-33R Forward 5’- CCAAGAGCAAGACCAGGTGC-3’ 

 Reverse 5’- GACTCATGTTCACCATCAGCTTC-3’ 

 Probe 5’- ATCCACACCGTCGCCTGATTGACTTGC-3’ 
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Activation(Thermo Fisher Scientific)を 5×104個/well ずつ添加した。さら

に各種の TLR リガンドを添加して(もしくはコントロールとして TLR リガンド

を添加しない状態で)、37℃の CO2 インキュベーターで最長 96 時間刺激し

た。使用した TLR リガンドを Table 3 に示す。 

 

Table 3. 細胞培養実験で用いた合成 TLR リガンド 

 

 

8) T 細胞の増殖 

マウスの脾臓から純化した T細胞の細胞分裂能を評価するため、CellTrace 

Violet Cell Proliferation Kit(Thermo Fisher Scientific)を用いた。野生

型 B6および MyD88-/-ドナーマウスの脾臓から純化した T細胞を上記の

CellTrace Violet で製品の取扱説明書に記載されたプロトコールに準拠して

標識した後、実験方法 2)に記載した手順で同種骨髄移植を施行した。移植後

のレシピエントマウスをイソフルラン吸入麻酔で安楽死させ、脾臓を採取し

て T細胞を分離した後、細胞内の CellTrace Violet の希釈度をフローサイト

メトリーで解析した。 

また、T 細胞の細胞分裂および増殖能を観察するほかの方法として T細胞内

への BrdUの取り込みを評価した。同種骨髄移植のレシピエントマウスに 1mg

の BrdUを腹腔内投与した後、2時間空けてイソフルラン吸入で安楽死させ脾

臓を採取して、T細胞を分離した。Foxp3 transcription factor staining 

buffer set(eBioscience)を用いて、同製品の取扱説明書に記載されたプロト

コールどおりの方法で細胞に透過処理を施し、細胞懸濁液に DNase を添加し

て 37℃で 1時間暗所に静置した。その後 APC標識 BrdU モノクローナル抗体を

反応させてフローサイトメトリーを用い解析した。 

 

9) 統計学的解析 

 細胞数やサイトカイン産生細胞分画、GvHD スコアの二群比較の方法として

Mann-Whitney U test を用いた。レシピエントマウスの生存曲線は Kaplan-

Meier 法を用いて作成し、またその生存曲線の群間比較に log-rank test を用

いた。P値 < 0.05 の場合を統計学的有意差ありと定義して、全てのデータを

平均値±標準誤差で記載した。 

TLR ligands Corresponding TLR Final concentration Supplier Catalog# 

Pam3CSK4 TLR1/2 1 µg/ml InvivoGen tlrl-kit1mw 

LPS TLR4 1 µg/ml InvivoGen tlrl-kit1mw 

Flagellin TLR5 1 µg/ml InvivoGen tlrl-kit1mw 

ssRNA40 TLR7 5 µg/ml InvivoGen tlrl-kit1mw 

R848 TLR7/8 2 µg/ml InvivoGen tlrl-r848-5 

ODN1826 TLR9 5 µM InvivoGen tlrl-kit1mw 
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これらの統計学的検定には GraphPad Prism 6(La Jolla, CA)の統計プログラ

ムを用いた。 
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実験結果 
 

1. MyD88 シグナルは、定常状態の T 細胞の発生や分化に必須のものではない 

 

はじめに、T細胞の MyD88 シグナル経路が欠損することで、定常状態にある T

細胞の分画構成や分化・発達段階にどのような変化がもたらされるか検証し

た。生後 8週齢の野生型および MyD88-/-B6マウス各々の脾臓を採取して、CD4

および CD8陽性 T 細胞(Figure 1A,B)、メモリーT細胞分画(Figure 2A,B)、

FoxP3陽性 Treg の絶対数と CD4陽性 T 細胞に占める比率(Figure 3A-C)を検討

した。その結果、CD4陽性 T 細胞数と CD8陽性 T 細胞数、CD62L陽性 CD44陽性

セントラルメモリーT細胞比率と CD62L陰性 CD44陽性エフェクターメモリーT

細胞比率および CD62L陽性 CD44陰性ナイーブ T 細胞比率、Treg の絶対数およ

び CD4陽性 T 細胞に占める割合の全てが、野生型 B6マウスと MyD88-/-B6マウス

で同等であった。 

以上の結果より、MyD88 シグナルは定常状態において T細胞の発生や分化に必

須のものではないことが判明した。 

 

 
 

 

Figure 1:(A,B)野生型あるいは MyD88-/-B6マウスの脾臓を採取して、フロー

サイトメトリー法により CD4 および CD8陽性 T 細胞を定量した。代表的なフ

ローサイトメトリーのドットプロット(A)と絶対数(B)を、平均値±標準誤差

で示した。計 2回の実験結果を合わせて示す。(n=12匹/群) 
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Figure 2:(A,B)野生型あるいは MyD88-/-B6マウスの脾臓から分離した T細胞

の分画をフローサイトメトリー法で検討した。代表的なフローサイトメトリ

ーのドットプロット(A)と、ナイーブ T 細胞[赤]・セントラルメモリーT細

胞[白]・エフェクターメモリーT細胞[青]の比率(B)を平均値±標準誤差で

示した。計 2回の実験結果を合わせて示す。(n=12匹/群) 
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て絶対数(C)を平均値±標準誤差で示した。計 2回の実験結果を合わせて示
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2. ドナーT 細胞の MyD88 シグナル経路は、GvHD の重症化に必要である 

 

マウスの MHC半合致骨髄移植モデルを用い、ドナー細胞の MyD88 シグナルが

欠損することで GvHD にどのような影響をもたらすか検証した。はじめに、移

植片となるドナー細胞全般で MyD88 シグナル経路が担う役割を検討するため、

致死量の放射線照射を受けたレシピエントの BDF1 マウスに、野生型 B6もしく

は MyD88-/-B6ドナーマウスから採取した 5×106個の骨髄細胞と 5×106個の脾細

胞を経静脈的に投与した。野生型 B6ドナー細胞を移植された MHC半合致骨髄

移植のコントロール群では重症の GvHDがみられ、移植後 50日までの死亡率が

80%だったのに対して、MyD88-/-B6ドナー細胞を移植されたレシピエントマウス

群は同時期の死亡率が 23%であり、有意に生存率が改善した(Figure 4A)。GvHD

スコアも同様の傾向を示し、MyD88-/-B6ドナー細胞を移植されたレシピエント

マウスの方が野生型 B6ドナー細胞を移植されたレシピエントマウスよりも有

意に低かった(Figure 4B)。 

 

 
 

続いて、ドナー細胞の MyD88 シグナルが欠損することで生じた上記の GvHD抑

制効果が、移植片を構成する細胞分画のうち T 細胞の MyD88 シグナルに由来す

るものかどうかを検証した。致死量の放射線照射を受けたレシピエントの

B6D2F1 マウスに、野生型 B6ドナーマウスから採取した 5×106個の TCD-BM 細

胞と、野生型もしくは MyD88-/-B6ドナーマウスの脾臓を採取して純化した 1×

106個の T細胞を経静脈的に投与した。ドナーT細胞のみ MyD88 シグナルが欠損

している場合も、GvHD による死亡率と重症度が有意に抑制された(Figure 

5A,B)。 

 

 
Figure 4:(A,B)致死量の放射線照射を受けた BDF1レシピエントマウスへ、

野生型 B6(n=21匹)もしくは MyD88-/-(n=21匹)B6ドナーマウスから採取した

5×106個の骨髄細胞と 5×106個の脾細胞を経静脈的に投与した。実験はそれ

ぞれ別個に計 4回繰り返し施行した。それらの実験結果を統合した生存曲線

(A)と GvHD スコア(B)を示す。* P<0.05, ** P<0.01。 
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一方、ドナーTCD-BM 細胞の MyD88 シグナルが欠落しても、GvHD による死亡率

と重症度は変化しなかった(Figure 6A,B)。 

 

 
 

 

Figure 5:(A,B)致死量の放射線照射を受けた BDF1レシピエントマウスへ、

B6 野生型ドナーマウスから採取した 5×106個の TCD-BM 細胞と、野生型 B6

もしくは MyD88-/-B6ドナーマウスから脾臓を採取して純化処理を施した 1×

106個の T細胞を輸注した。実験はそれぞれ別個に計 5回繰り返し施行し

た。その実験結果を合わせ、生存曲線(A)と GvHD スコア(B)を示す(n=25-26

匹/群)。* P<0.05, *** P<0.005。 
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Figure 6:(A,B)致死量の放射線照射を受けた BDF1レシピエントマウスへ、

野生型 B6もしくは MyD88-/-B6ドナーマウスから採取した 5×106個の TCD-BM

細胞と、野生型 B6ドナーマウスの脾臓を採取して純化処理を施した 1×106

個の T細胞を輸注した。実験はそれぞれ別個に計 2回繰り返し施行した。そ

の実験結果を合わせ、生存曲線(A)と GvHD スコア(B)を示す(n= 9匹/群)。 
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さらに、ドナーT細胞のみ MyD88 シグナルが欠落する前述の移植モデルを用

い、同種骨髄移植を施行した 6-8週間後にレシピエントマウスの腸管を病理組

織学的に評価した。腸管 GvHD では病理組織学的に腸管粘膜への炎症細胞の浸

潤や絨毛の平坦化、腸上皮細胞のアポトーシス、Paneth 細胞の脱落などの所見

を認めるが、MyD88-/-B6ドナーT細胞のレシピエントマウスはこれらの病理組織

学的所見が有意に軽減しており、病理組織学的 GvHD スコアも有意に低下して

いた(Figure 7A,B)。一方、肝臓 GvHD に関しては野生型 B6ドナーマウスの T

細胞を移植されたコントロール群と MyD88-/-B6ドナーT細胞のレシピエントマ

ウスで有意差を認めなかった(Figure 7A,C)。 

 

 
 

 
Figure 7:(A,B,C)Figure 5 と同様の手順でマウス同種骨髄移植を施行し

た。(A)同種骨髄移植後 6-8週間目にレシピエントマウスから採取した小

腸、大腸、肝臓の代表的な病理組織像を H&E染色で示す(scale bar:50um)。

また、(B)小腸と大腸を合わせた全腸管の病理学的 GvHD スコア、(C)肝臓の

病理学的 GvHD スコアをそれぞれ示す。病理学的 GvHD スコアはそれぞれ別個

に計 3回繰り返し施行した実験の結果を合わせて、平均値±標準誤差で示し

た(n=8-14匹/群)。*** P<0.005。 
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また、同様の移植モデルを用いて同種骨髄移植後早期のレシピエントマウス

の腸管も病理組織学的に評価した。Paneth 細胞は小腸の陰窩底で胞体に好酸性

の粗大な顆粒を有する細胞として認められるが、野生型 B6ドナーT細胞を移植

したレシピエントマウスでは Paneth 細胞が有意に減少していた。一方、MyD88-

/-B6ドナーT細胞のレシピエントマウスではこれら Paneth 細胞が有意に多く保

持されていた(Figure 8A,B)。我々は Paneth 細胞が抗菌ペプチドを産生して腸

内細菌叢の異常(dysbiosis)を防ぎ、GvHD の重症化を抑制していることを示し

ており(Hayase et al., 2017)、ドナーT細胞の MyD88 シグナルが欠落すると

Paneth 細胞の障害が軽減され、連続する GvHD の重症化を抑制していると考え

られた。 

 

 
 

 
Figure 8:(A,B)Figure 5 と同様の手順でマウス同種骨髄移植を施行した。 

(A)同種骨髄移植後 7日目にレシピエントマウスから採取した小腸の代表的

な病理組織像を H&E染色で示す(scale bar:50um)。Paneth 細胞を黒色の矢

頭で示した。また、(B) Paneth 細胞の絶対数を、計 2回施行した実験結果

を合わせて平均値±標準誤差で示した(n=12匹/群)。*** P<0.005。 
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胸腺は GvHD による障害を受けやすい臓器のひとつであり、胸腺 GvHD は CD4

陽性かつ CD8陽性の二重陽性胸腺細胞が消失するという特徴を持つ(Krenger 

et al, 2000 ; Krenger et al, 2008)。同種骨髄細胞移植後のレシピエントマ

ウスで上記の二重陽性胸腺細胞を評価したところ、これら細胞の絶対数と胸腺

細胞に占める比率ともに、コントロール群と比較して MyD88-/-B6ドナーT細胞

のレシピエントマウスで有意に保持されていた。この結果も、ドナーT細胞の

MyD88 シグナル経路が欠落すると GvHDが軽減することを示す傍証となっている

(Figure 9A-C)。 

 

 
 

以上の結果より、ドナーT細胞の MyD88 シグナル経路は GvHD の重症化に大き

な役割を担うが、その一方でドナー骨髄細胞の MyD88 シグナル経路は GvHD の

重症度に関連しないことが示された。 

 

  

 
Figure 9:(A,B,C)Figure 5 と同様の手順でマウス同種骨髄移植を施行し

た。同種骨髄移植後 6-8週間目にレシピエントマウスから胸腺を採取して、

フローサイトメトリー法を用い CD4/CD8二重陽性胸腺細胞を評価した。

CD4/CD8二重陽性胸腺細胞の代表的なフローサイトメトリーのドットプロッ

ト(A)、比率(B, 平均値±標準誤差)、絶対数(C, 平均値±標準誤差)を、計

2回施行した実験結果のうち 1つのみ示した(n=5匹/群)。** P<0.01。 
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3. MyD88 シグナル経路はドナーT 細胞の Th1/Tc1/Th17 への分化に必須である 

 

GvHD の発症は、主としてレシピエント固有のアロ抗原に反応を示すドナーT

細胞により誘導される(Shlomchik et al., 1999)。MyD88 シグナル経路が同種

造血幹細胞移植後早期のドナーT 細胞の活性化や増殖に及ぼす影響を in vivo
で検討した。同種骨髄移植後 7日目の CD8陽性 T 細胞の絶対数は野生型 B6ド

ナーマウスの T細胞を移植されたコントロール群に比べて、MyD88-/- B6ドナー

T細胞のレシピエントマウスで有意に減少していた。ただし両群とも T細胞の

キメリズムは完全なドナータイプであり、ドナーT細胞の絶対数が減少した原

因として混合キメリズムは関与しないと考えられた(Figure 10A-C)。 

 

 
 

ドナーT細胞の絶対数が減少した原因を検証するため、CellTrace-Violet で T

細胞を標識してマウス同種骨髄移植を行い、移植後早期のドナーT細胞の分裂

能を解析した。同種骨髄移植後 3日目、4日目ともに、野生型 B6および MyD88-

/-B6ドナーT細胞の細胞分裂能は同等だった(Figure 11A,B)。 

 

 
Figure 10:(A,B,C)Figure 5 と同様の手順でマウス同種骨髄移植を施行し

た。移植後 7日目のレシピエントマウスから脾臓を採取して、ドナーCD4 お

よび CD8陽性 T 細胞の絶対数(A)と脾細胞に占める比率(B)、キメリズム(C)

を示す。それぞれ別個に計 4回施行した実験の結果を合わせて、平均値±標

準誤差で示した(n=17-18匹/群)。* P<0.05, *** P<0.005。 
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また BrdUを用いて同種骨髄移植後 6 日目のドナーT細胞の増殖能を解析した

が、やはり上記の両群で同等であり(Figure 12A-C)、移植後早期に MyD88-/-B6

ドナーT細胞の絶対数が減少した原因としてドナーT細胞の増殖不良も関与し

ていないと考えられた。 

 

 

 
Figure 11:(A,B)野生型 B6もしくは MyD88-/-B6ドナーマウスの脾臓から分離

した T細胞を CellTrace-Violet で標識して、Figure 5 と同様の手順で同種

骨髄移植を施行した。移植後 3日目と 4日目にレシピエントマウスから脾臓

を採取して、ドナーCD4 および CD8陽性 T 細胞内の CellTrace Violet の希

釈度をフローサイトメトリー法で解析した。代表的なヒストグラム(A)と、

CellTrace Violet の MFI(B, 平均値±標準誤差)を示す。それぞれ別個に計

2回施行した実験の結果を合わせて示した(n=4-6匹/群)。 
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一方、同種骨髄移植後 6 日目に生存能の指標としてアポトーシスを解析した

結果、CD4陽性 T 細胞では野生型 B6および MyD88-/-B6ドナーT細胞の生存能が

同等だったが、CD8陽性 T 細胞では MyD88-/-B6ドナーT細胞の Annexin-V陽性率

が有意に上昇しており、アポトーシスが亢進していた (Figure 13A-C)。この

ため、MyD88 は同種骨髄移植後のドナーT細胞において細胞分裂能には関与し

ないが、生存能を増強する機能を有することが示唆された。 

 

 
 

続いて、同種骨髄移植後のドナーT細胞の分化へ MyD88がどのように関与して

いるかを評価するため、同種骨髄移植後 7日目にレシピエントマウスの脾臓を

用いてドナーT細胞のサイトカイン産生を解析した。MyD88-/-B6ドナーの CD4陽

性 T 細胞では IFN-γと IL-17 の産生が、また MyD88-/-B6ドナーの CD8陽性 T 細

胞では IFN-γの産生が野生型 B6ドナーT細胞に比べて有意に低下しており、

MyD88 シグナル経路がドナーT細胞の Th1 や Th17、Tc1 への分化に重要な因子

であることが示唆された(Figure 14A-F)。 

 

Figure 12:(A,B,C)Figure 5 と同様の手順でマウス同種骨髄移植を施行し

て、移植後 6 日目にレシピエントマウスへ 1mg の BrdUを腹腔内投与した。

その 2時間後にレシピエントマウスから脾臓を採取して、ドナーT細胞の

DNA に取り込まれた BrdUをフローサイトメトリー法で解析した。BrdU 陽性

細胞の代表的なドットプロット(A)、またドナーT細胞に占める比率(B, 平

均値±標準誤差)と MFI(C, 平均値±標準誤差)を示す。計 2回施行した実験

結果を合わせて示した(n=10匹/群)。 

 
Figure 13:(A,B)Figure 5 と同様の手順でマウスに同種骨髄移植を施行し

た。移植後 6 日目にレシピエントマウスから脾臓を採取して、T細胞を分離

した。ドナーT細胞をフローサイトメトリーで解析した際の、Annexin-V陽

性細胞の代表的なフローサイトメトリーのドットプロット(A)、またドナーT

細胞に占める比率(B, 平均値±標準誤差)を示す。計 2回施行した実験結果

を合わせて示した(n=9-11匹/群)。* P<0.05。 
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これに対して、MyD88-/-B6ドナーの CD4陽性 T 細胞では IL-4 の産生が野生型

B6ドナーの CD4陽性 T 細胞に比べて多い傾向にあり(Figure 15A-C)、MyD88 シ

グナル経路はドナーT細胞の Th2 への分化に必須のものではないことが示唆さ

れた。 

 

 
 

 
Figure 14:(A,B,C,D,E,F)Figure 5 と同様の手順でマウス同種骨髄移植を施

行した。同種骨髄移植後 7日目にレシピエントマウスから脾臓を採取して T

細胞を分離した後、PMA/ionomycin を用い T細胞を刺激してドナーT細胞の

細胞内 IFN-γ(A-C)、細胞内 IL-17(D-F)をそれぞれフローサイトメトリー法

で解析した。代表的なドットプロット(A,D)と、ドナーT細胞に占める各細

胞内サイトカイン陽性細胞の比率(B,E, 平均値±標準誤差)、そしてその絶

対数(C,F, 平均値±標準誤差)を示す。計 2回繰り返し施行した実験結果を

合わせて示した(n=10匹/群)。* P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.005。 
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上記に示した MyD88-/-T 細胞の Th1 および Tc1 への分化障害が in vitro でも観

察されるかどうかを検証するため、定常状態の MyD88-/- B6マウスと野生型 B6

マウスの脾臓から純化した T細胞を抗 CD3/CD28抗体でコーティングしたビー

ズを用いて刺激した。MyD88-/- T 細胞の Th1 および Tc1 への分化障害は in 
vitro でも確認され、また同種骨髄移植後と同様に Th2 への分化には影響がな

かった(Figure 16A-E)。以上の結果から、MyD88-/-T 細胞の分化障害は T細胞自

身の内因性の MyD88 シグナル経路の欠落によって生じるものであり、抗原提示

細胞との関連性はないと考えられた。 

 

 

Figure 15:(A,B,C)Figure 5 と同様の手順でマウス同種骨髄移植を施行し

た。同種骨髄移植後 7日目にレシピエントマウスから脾臓を採取して T細胞

を分離した後、PMA/ionomycin を用い T細胞を刺激してドナーT細胞の細胞

内 IL-4 をフローサイトメトリー法で解析した。代表的なドットプロット(A)

と、ドナーT細胞に占める細胞内 IL-4陽性細胞の比率(B, 平均値±標準誤

差)、そしてその絶対数(C, 平均値±標準誤差)を示す。計 2回繰り返し施行

した実験結果を合わせて示した(n=10匹/群)。 

 
Figure 16:(A,B,C,D,E)野生型 B6および MyD88-/-B6マウスの脾臓から純化し

た 5×104個の T細胞を抗 CD3/CD28抗体ビーズで 96 時間刺激した後、その

細胞内 IFN-γ(A,B,C)と細胞内 IL-4(D,E)をフローサイトメトリー法で解析

した。代表的なドットプロット(A,D)と各々のサイトカイン陽性細胞が T 細

胞に占める比率(B,C,E, 平均値±標準誤差)を示す。計 2回施行した実験結

果を合わせて示した(n=6 個/群)。*P<0.05。 
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さらに、同種骨髄移植後 7日目にレシピエントマウスの脾臓を採取してドナ

ーT細胞のフローサイトメトリー解析を行ったところ、MyD88-/-B6ドナーT細胞

のレシピエントマウスは野生型 B6ドナーの T細胞を移植されたコントロール

群に比べて、CD4陽性 Foxp3陽性を示すドナーTreg の絶対数と、ドナーCD4陽

性 T 細胞に占める Treg の比率が有意に多かった(Figure 17A-C)。これらの結

果をまとめると、同種造血幹細胞移植後にドナーT細胞が Th1・Th17・Tc1 へと

分化する際には MyD88 シグナル経路が必要となるものの、Th2 や Treg への分化

に必須のものではなく、むしろ Treg に関してはその分化を抑制している可能

性が示唆された。 

 

 
 

  

 
Figure 17:(A,B,C)Figure 5 と同様の手順でマウス同種骨髄移植を施行し

た。同種骨髄移植後 7日目にレシピエントマウスから脾臓を採取して、ドナ

ー由来の CD4陽性 Foxp3陽性 Treg をフローサイトメトリー法で解析した。

代表的なドットプロット(A)と、ドナーT細胞に占める比率(B, 平均値±標

準誤差)、その絶対数(C, 平均値±標準誤差)を示す。計 3回の実験結果を合

わせて示した(n=15匹/群)。** P<0.01。 
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4. ドナーT 細胞の TLRが単独で欠落しても重症 GvHD の発症は抑制されない 

 

MyD88 は TLR の大部分と、IL-1 や IL-18・IL-33 など IL-1 ファミリーに属す

るサイトカインからのシグナルを伝達する。上記のサイトカインが GvHD に果

たす役割を検討した研究は過去にいくつも発表されているが、T細胞に発現し

ている TLR に関してはまだ明らかにされていない。そこで最初に、MyD88依存

性の TLR と IL-1 ファミリーに属するサイトカインの受容体が CD4 および CD8

陽性 T 細胞に発現しているかどうかを解析した。qPCR では刺激を受けていない

CD4 および CD8陽性 T 細胞に、マクロファージほど高発現ではないものの TLR2

と TLR7が発現していることが明らかとなり(Figure 18A)、フローサイトメト

リーでも CD4 および CD8陽性 T 細胞に TLR2 と TLR7が発現していることを確認

した(Figure 18B)。また、CD4陽性 T 細胞には IL-1R と IL-18R、IL-33Rが、

CD8陽性 T 細胞には IL-18Rが発現していた(Figure 18A)。 

 

 
 

これらの T細胞に発現している TLR2 や TLR7が実際に機能しているかどうか

を検証するため、in vitro で抗 CD3/CD28抗体ビーズを用いて T細胞を刺激し

た際、TLR2 のリガンドである Pam3CSK4 や TLR7 のリガンドである ssRNA40 およ

び R848 を添加した。その結果、培養 3日目の T細胞数はこれらリガンドの添

加により有意に増加を示し、T細胞に発現している TLR2 および TLR7 は T 細胞

の増殖応答もしくは生存を共刺激因子として促進することが示唆された

 
Figure 18:(A,B) 

(A)刺激を受けていない野生型 B6マウスの脾臓を採取して CD4 および CD8陽

性 T 細胞を、また同じマウスの腹腔内からマクロファージをソーティングで

分離して、各細胞群から抽出した mRNA を用いて MyD88依存性 TLR とサイト

カイン受容体の qPCR を施行した。計 3回繰り返し施行した実験結果を合わ

せて、平均値±標準誤差で示す。 

(B)刺激を受けていない野生型 B6マウスから脾臓を採取して、CD4 および

CD8陽性 T 細胞表面の TLR2(上段)と TLR7(下段)の発現をフローサイトメト

リー法で解析した。計 3回繰り返し施行した実験結果のうち、代表的なヒス

トグラムの 1つを示す。なお灰色に塗りつぶしたヒストグラムは非染色コン

トロールである。 
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(Figure 19)。なお TLR4・TLR5・TLR9 のリガンドである lipopolysaccaride や

flagellin、CpG-ODN を添加しても T細胞の増殖能は増強されなかった。 

 

 
 

続いて、ドナーT細胞に発現している TLR2 と TLR7が GvHD に及ぼす影響を評

価するため、TLR2-/-あるいは TLR7-/-B6ドナーT細胞と野生型 B6ドナーマウス

の TCD-BM 細胞をレシピエントマウスへ移植した。TLR2-/-もしくは TLR7-/-B6ド

ナーT細胞を移植されたレシピエントマウスの死亡率と GvHD 重症度は、野生型

B6ドナーT 細胞を移植されたレシピエントマウスと同等で、TLR2 や TLR7 のシ

グナル経路が単独で欠落しても GvHD の軽減に結びつかないと考えられた

(Figure 20A,B)。上記の結果や、ドナーT細胞の MyD88 シグナル経路が GvHD の

重症化に必要であることを総合して考えると、複数の TLR シグナル経路や IL-

1R・IL-18R・IL-33R などのサイトカインシグナル経路が相補的に働いて GvHD

の重症化に寄与している可能性が示唆される。よって、GvHD を軽減させるため

にはこれらのシグナルを同時に遮断する必要があると考えられる。 

 

 
 

 
Figure 19:野生型 B6マウスの脾臓から純化した 5×104個の T細胞を、抗

CD3/CD28抗体ビーズで 3日間刺激した。同時に種々の TLR リガンドを添加

して培養した後の T細胞の絶対数を計測した(n=12個/群)。計 4回施行した

実験結果を合わせて平均値±標準誤差で示す。** P<0.01, *** P<0.005。 
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これら複数の TLR/IL-1R スーパーファミリーに属する受容体のシグナル経路

を同時に薬剤で遮断することで、MyD88 シグナル経路が実臨床で GvHD の治療標

的となり得るか評価するため、最初に MyD88阻害薬(NBP2-29328)を用いた。同

種骨髄移植後にレシピエントマウスへ 1mg/kg の NBP2-29328 を 2週間にわたり

連日腹腔内投与したが、死亡率や GvHD の重症度はコントロール群と変わらな

かった(Figure 21)。ドナーT細胞の MyD88 シグナル経路が欠落することで重症

GvHD を抑制したことを鑑みると、NBP2-29328 は in vivo での薬剤の吸収や分

布、そして効果発現に何らかの問題があると考えられた。 

 

 
 

IRAK4 は MyD88 からのシグナルをさらに下流の炎症性シグナル経路へと伝える

アダプター分子であり、IRAK4阻害薬を用いることで MyD88 シグナル経路を遮

断することが可能と考えられる。Pfizer社が開発している IRAK4阻害薬 PF-

06650833 は膠原病関連疾患に対する治験が進行中であり、今後の早期の臨床応

用が期待されている薬剤である。この PF-06650833 を同種造血幹細胞移植後に

投与することで、MyD88/IRAK4 シグナル経路が GvHD の治療標的となり得るか評

価した。同種骨髄移植後のレシピエントマウスへ 12.0mg/kg の PF-06650833 を

Figure 20:(A,B)致死量の放射線照射を受けた BDF1レシピエントマウスに、

野生型 B6ドナーマウスから採取した 5×106個の TCD-BM 細胞と、野生型

B6・TLR2-/-もしくは TLR7-/-B6ドナーマウスから採取して純化した 1×106個

の T細胞を輸注した。計 2回別個に繰り返し施行した実験結果を合わせて、

その生存曲線(A)と GvHD スコア(B)を示す(n=10匹/群)。 

 
Figure 21:(A,B)致死量の放射線照射を受けた BDF1レシピエントマウスに、

野生型 B6ドナーマウスから採取した 5×106個の TCD-BM 細胞と、野生型 B6

ドナーマウスから採取して純化した 1×106個の T細胞を輸注した。レシピ

エントマウスを二群に分け、片方の群のレシピエントマウスに 1mg/kg の

MyD88 inhibitor peptide(#NBP2-29328)を 1日 1回、移植当日から移植後

14日目まで腹腔内投与した。計 2回別個に繰り返し施行した実験結果を合

わせて、その生存曲線(A)と GvHD スコア(B)を示す(n=10-12匹/群)。 
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移植当日から 3週間連日静脈内投与したところ、GvHD の重症度と死亡率が有意

に抑制され、PF-06650833 は GvHD予防薬として有望であることが示された

(Figure 22A,B)。 

 

 
 

  

 
Figure 22:(A,B)致死量の放射線照射を受けた BDF1レシピエントマウスに、

野生型 B6ドナーマウスから採取した 5×106個の TCD-BM 細胞と、野生型 B6

ドナーマウスから採取して純化した 1×106個の T細胞を輸注した。レシピ

エントマウスを二群に分け、片方の群のレシピエントマウスに 12.0mg/kg の

IRAK4阻害薬(PF-06650833)を 1日 1回、移植当日から移植後 21日目まで静

脈内投与した。計 2回別個に繰り返し施行した実験結果を合わせて、その生

存曲線(A)と GvHD スコア(B)を示す(n=10匹/群)。 
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5. MyD88 シグナルはドナーT 細胞の GvL活性に必須のものではない 

 

最後に、ドナーT細胞から MyD88 シグナルが欠落することで GvHDが有意に抑

制されたことを踏まえ、ドナーT 細胞の MyD88 シグナルが同種骨髄移植後の

GvL効果に必要なものであるかどうかを検証した。致死量の放射線照射を受け

たレシピエントの BDF1 マウスに、移植片として野生型 B6ドナーマウスから採

取した 5×106個の TCD-BM 細胞と、野生型 B6もしくは MyD88-/-B6ドナーマウス

から採取した 1×106個の T細胞を静注して、同時にドナーと同系由来の P815

白血病細胞 1×103個を投与した。野生型 B6ドナーマウスの TCD-BM 細胞のみ移

植されたレシピエントマウスはすべて同種骨髄移植後 2週間以内に白血病が原

因で死亡したが、一方で TCD-BM 細胞と同時に野生型 B6もしくは MyD88-/-B6ド

ナーT細胞を移植されたレシピエントマウスでは白血病による死亡率が有意に

抑制された。MyD88-/-B6ドナーT細胞を移植されたレシピエントマウスでは白血

病による死亡率が抑制され、かつ GvHD による死亡率も抑制される傾向にあっ

たため、同群の全生存率が有意に延長した。このため、ドナーT細胞の MyD88

シグナルは GvL効果に必須のものではないことと、ドナーT細胞の MyD88 シグ

ナル経路を阻害することで同種造血幹細胞移植後の GvL効果を減弱させること

なく GvHD の重症化を抑制する、理想的な治療標的となる可能性があることが

示唆された(Figure 23A-C)。 

 

 
 

  

 
Figure 23:(A,B,C)致死量の放射線照射を受けた BDF1レシピエントマウス

に、野生型 B6ドナーマウスから採取した 5×106個の TCD-BM 細胞のみ

(n=5)、もしくはそれと一緒に野生型 B6(n=11)あるいは MyD88-/-B6ドナーマ

ウス(n=11)の脾臓から純化した 1×106個の T細胞を輸注して、さらにこれ

らの移植片とともに 1×103個の P815白血病細胞(H-2Kd)を静注した。同種骨

髄移植後の全生存曲線(A)と累積白血病死亡率(B)、そして GvHD による死亡

率(C)を、計 2回反復して施行した実験結果を合わせて示す。*** P<0.005。 
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考察 
 

IL-1R/TLR スーパーファミリーは IL-1R、IL-18R、IL-33R と 10 種類以上の

TLR から構成される。TLR は主にマクロファージや樹状細胞などの骨髄系細胞

に発現しているが、最近の知見から T細胞にも TLRが発現していることが明ら

かになった(Gelman et al, 2004)。TLR2、TLR5、TLR7/8、TLR9 からのシグナル

は T細胞の活性化にそれぞれ共刺激因子としてはたらき、T細胞の増殖能や生

存能の増強、また Th1 や Th17 への分化を誘導する(Imanishi et al., 2007 ; 

Komai-Koma et al., 2004 ; Caron et al., 2005 ; Heimesaat et al., 

2010)。IL-1R、IL-18R、IL-33R を含む IL-1R ファミリーもまた T細胞の表面に

発現しており、T細胞の種々の機能を調整している。T細胞の IL-1R および IL-

18R シグナルは Th1 や Th17、また抗原特異的 CD8陽性 T 細胞の免疫応答に重要

である(Schenten et al., 2014 ; O'Donnell et al., 2014)。本研究では刺激

を受けていない T細胞に TLR2、TLR7、IL-1R、IL-18R、IL-33R の発現を確認し

たものの、TLR4 や TLR5、TLR9 の発現を検出できなかった。上記のようにこれ

までの研究からは TLR4、TLR5、TLR9 も含め、T細胞に広範囲かつ多彩な組み合

わせの TLR/IL-1R スーパーファミリーに属する受容体が発現していることが報

告されており、このことは T細胞に発現している TLR/IL-1R スーパーファミリ

ーに属する受容体が T 細胞自身の活性化状態やサブタイプ、また炎症や細菌叢

などの微小環境に依存することを示唆している。 

 

本研究では in vitro で TLR2 と TLR7 からのシグナルが T 細胞の活性化に対し

て共刺激因子となり得ることを示したが、ドナーT細胞から TLR2または TLR7

をそれぞれ単独で欠落させても同種骨髄移植後の GvHD の重症度は変わらなか

った。これらの実験結果は、ドナー細胞の TLR2 もしくは TLR7が欠落していて

も GvHD による死亡率や発症率、重症度を変化させなかったという過去の研究

と合致するものであり(Heimesaat et al., 2010 ; Lee et al., 2015)、同種

造血幹細胞移植後の GvHD の病態形成において各々の TLRが互いに相補的に機

能するか、あるいは機能を重複させている可能性を示唆する。ドナーT細胞の

IL-18R もしくは IL-33R シグナルもまた GvHD の病態形成において各研究で多種

多様な結果が示されており、実験モデルや薬剤の投与スケジュールによって結

果が異なる可能性がある(Reddy et al., 2001 ; Okamoto et al., 2000 ; Min 

et al., 2004 ; Matta et al., 2016)。T 細胞において TLR/IL-1R スーパーフ

ァミリーに属する受容体の各々が互いに相補的に機能するか、あるいは機能を

重複させている可能性があるという事実を踏まえて、本研究では TLR/IL-1R ス

ーパーファミリーに属する受容体からのシグナルの大半をブロックすることが

可能な MyD88が欠落している T細胞を研究に用いた。本研究で、MyD88-/-ドナー

T細胞が同種造血幹細胞移植後に Th1、Tc1、Th17 への分化能を障害される一方

で、増殖能および Foxp3陽性 Treg への分化能は保持され、その結果として重

症 GvHD の軽減に結びつくことを発見した。上記のような MyD88-/-ドナーT細胞
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の機能障害は in vitro の細胞培養実験でも証明することができた。過去の研

究でも T細胞の Th1、Tc1、Th17 への分化を阻害すると重症 GvHDが抑制される

ことが報告されており、MyD88 シグナル経路の阻害は T細胞の Th1・Tc1・Th17

への分化を全てブロックできる強力な GvHD抑制療法となり得る(Yu et al., 

2011)。しかしその一方で、Lim らが発表した研究では本研究で用いたものと類

似したマウスの同種骨髄移植モデルで、ドナーT細胞の MyD88が欠落するとド

ナーT細胞の Th1 への分化が障害されるにもかかわらず、GvHD は抑制されるこ

となく GvL効果が減弱することを指摘している(Lim et al., 2015)。ただし彼

らの実験では同種骨髄移植のコントロール群で GvHD による死亡率が 30%だった

のに対して、本研究では GvHD による死亡率が 80%とより重症であることに注意

すべきであり、彼らの実験では同種骨髄移植の条件として治療強度が弱いため

に MyD88-/-ドナーT細胞の GvHD抑制効果がマスクされた可能性がある。このこ

とからも、MyD88 シグナルは GvHD の発症や重症化に関与していると考えられ

る。また本研究では GvHD の標的臓器として主に腸管を評価したが、腸管は移

植前処置や danger signal の影響を受けやすい臓器のひとつであり、腸管幹細

胞や Paneth 細胞はドナーT細胞が産生する IFN-gによりアポトーシスに陥るこ

とが示されている(Eriguchi et al., 2018)。ドナーT細胞の MyD88 シグナルが

欠損すると IFN-gの発現が著しく低下することで、腸管幹細胞や Paneth 細胞が

保持されて dysbiosisが軽減され、結果として GvHD の軽減につながると考え

られる。 

 

TLR/IL-1R スーパーファミリーに属する受容体のシグナル阻害薬を用いた

GvHD の制御はこれまでにも研究されており、IL-1/IL-1R もしくは IL-33/IL-

33R に対する阻害薬を用いると動物実験レベルで GvHD の抑制効果が認められる

(Zhang et al., 2015 ; Jankovic et al., 2013)。しかし、実臨床では同種造

血幹細胞移植後の GvHD 発症例に対して IL-1R阻害薬 Anakinra を投与しても、

GvHD の有意な抑制および軽減・保護効果をランダム化試験で示すことができず

(Antin et al., 2002)、やはり単独の受容体および標的分子の阻害薬では強力

な GvHD抑制効果を得ることができないと考えられる。MyD88 は IRAK4 を動員し

て、IL-1R/TLR スーパーファミリーに属する受容体の大半からのシグナルを下

流の炎症性シグナル経路へとつなげる重要なアダプター分子である(Hultmark, 

1994)。TLR/IL-1R スーパーファミリーに属する受容体の各々が互いに相補的に

機能するか、あるいは機能を重複させている可能性を考慮すると、MyD88 もし

くはその下流の IRAK4 をブロックすることで複数の TLR/IL-1R シグナルを一括

して阻害することは、単独の TLR/IL-1R シグナル経路を個別に阻害するよりも

効果的と考えられる。本研究では MyD88阻害薬(NBP2-29328)を用いても同種造

血幹細胞移植後の重症 GvHD を抑制することができなかった。この原因として

本薬剤の至適な投与量や投薬期間、投与経路、また薬剤の吸収・分布・代謝な

どといったプロフィールが明らかになっておらず、本研究でのプロトコールが

適切でなかった可能性が考えられ、今後は至適な投与方法の確認や、本薬剤以

外の MyD88阻害薬での再検討も必要と思われる。一方、IRAK4阻害薬(PF-

06650833)は膠原病症例に対する臨床試験が現在進行中で、その治療効果や投
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与方法の解明がより進んでいる薬剤である(Wu et al., 2015 ; Lee et al., 

2017)。ただし、IRAK4 は TLR/IL-1R シグナル経路を構成する各成分のうち

MyD88 の下流にあるアダプター分子であり、実際には IRAK4 の阻害が MyD88 を

阻害するよりも効果的に TLR/IL-1R シグナル経路を遮断して、同種造血幹細胞

移植後の重症 GvHD を抑制した可能性がある。マウスの同種皮膚移植モデルに

おいて T細胞の IRAK4 シグナルが欠損すると皮膚移植片の拒絶が遅延すること

が証明されており(Suzuki et al., 2006)、今後は MyD88-/-と IRAK4欠損

(IRAK4-/-)ドナーマウスを用いて T細胞活性化や機能分化への影響を比較検討す

ることが望ましい。 

 

本研究ではドナーT細胞の MyD88 シグナルが欠失しても GvL効果が保持され、

むしろ同種骨髄移植後のレシピエントマウスの白血病腫瘍死が有意に抑制され

る結果となったが、そのメカニズムに関しては十分に検討できていない。

MyD88 シグナルが欠損することで GvHD を誘導する IFN-g産生 Th1 細胞への分化

が阻害されて GvHD抑制にはたらく一方で、GvL効果を担っていると思われる細

胞傷害性 T 細胞(cytotoxic T cell: CTL)の機能に正の影響を及ぼしている可

能性があり、CTL活性の評価等を行い詳細に検討する必要がある。 

 

本研究において、ドナーT細胞固有の MyD88 シグナルが GvHD の発症や重症化

へ重要な役割を担うことを動物実験レベルで明らかにした。また、ドナーT細

胞の MyD88 シグナルが欠失しても GvL効果が保持されることを証明した。さら

に、MyD88 シグナルをブロックするため同種骨髄移植後に IRAK4阻害薬を投与

することで、GvHD を軽減させることが可能であることを示した。これらの結果

から、IRAK4阻害薬がドナーT細胞の MyD88/IRAK4 シグナル経路を遮断するこ

とで同種造血幹細胞移植後の GvL効果を損ねることなく GvHD を抑制する可能

性が示唆された。IRAK4阻害薬は膠原病関連疾患のみならず MyD88遺伝子変異

を有する B 細胞性悪性腫瘍や T細胞性悪性腫瘍、急性白血病などの造血器悪性

腫瘍に対する治療薬としても臨床試験が進められている薬剤である(Li et 

al., 2015)。同種造血幹細胞移植後に GvHD の予防もしくは治療のため IRAK4

阻害薬を投与すると、これらの造血器悪性腫瘍に対する抗腫瘍効果も発揮し

て、抗 GvHD作用と抗腫瘍効果の双方を期待できる可能性が示唆される(Kelly 

et al., 2015)。本研究では IRAK4阻害薬が GvHD予防薬として有用であること

を示したが、既に発症した GvHD に対する治療薬として有効かどうかを今後検

討する必要がある。また実臨床で IRAK4阻害薬を用いた際、同種造血幹細胞移

植の重篤な合併症のひとつである易感染性を悪化させるかどうかに関しても検

討が必要である。 

 

MyD88 と同様に、JAK2 に代表されるサイトカインや成長因子など複数の受容

体からのシグナルを統合する種々のアダプター分子が GvHD の治療標的として

有望であることが示され、今後の研究や臨床応用へつながると考えられる

(Teshima et al., 2016 ; Zeiser et al., 2017)。今後、TLR/IL-1R スーパー

ファミリーに属する受容体の大半からのシグナルを遮断する MyD88 もしくは
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IRAK4阻害薬は、GvHD に対する発症予防および治療効果を中心とした臨床応用

に向けてより詳細な研究を行うべき薬剤と考えられる(McDonald et al., 

2010)。 
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総括および結論 
 

本研究により、以下の知見が得られた。 

 

l 刺激を受けていない定常状態の CD4 および CD8T 細胞には TLR2、TLR7、IL-

1R、IL-18R、IL-33Rが発現している 

 

l in vitro で TLR2 リガンドおよび TLR7 リガンドは共刺激因子として T 細胞

の増殖もしくは生存応答を増強する 

 

l ドナーT細胞のMyD88シグナル経路は同種造血幹細胞移植後のマウスの GvHD

発症とその重症化に寄与する 

 

l MyD88 シグナル経路を持たないドナーT 細胞は Th1 および Tc1、Th17 への分

化に障害を受けるが、Th2 や Treg への分化能は保持される 

 

l ドナーT細胞の MyD88 シグナル経路が欠落しても、同種造血幹細胞移植後の

マウスに対する GvL効果は保持される 

 

l 同種造血幹細胞移植後に IRAK4阻害薬を投与すると、GvHDが抑制される 

 

1. 新たに得られた知見の意義 

獲得免疫を司る T細胞に、自然免疫の主なシグナル伝達経路である TLR/IL-1R

スーパーファミリーに属する受容体が発現しており、実際に共刺激因子として

機能していることはこれまでの知見より明らかであったが、同種造血幹細胞移

植後の GvHD において T細胞の MyD88 シグナル経路がその発症や重篤化にもた

らす影響は詳細な検討がされていなかった。本研究で、ドナーT細胞の MyD88

が欠落することによりエフェクターT細胞への分化能が障害を受け、その結果

として GvHD の発症抑制と軽減に寄与することが明らかとなった。またドナーT

細胞の MyD88が欠落しても同種造血幹細胞移植後の GvL効果には影響を及ぼさ

ないことも明らかとなり、MyD88/IRAK4 シグナル経路を遮断することで同種造

血幹細胞移植後の GvL効果を損ねることなく重症 GvHD の発症を抑制する可能

性があることを発見した。MyD88/IRAK4 シグナル経路を標的とした新規の GvHD

予防および治療薬は、現在臨床で用いられている免疫抑制薬と比べて、同種造

血幹細胞移植後の造血器悪性腫瘍の再発を増やさない GvHD治療法となり得る

ため、多くの患者に利益をもたらすものと考えられる。 
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2. 今後の研究の展開 

本研究では MyD88阻害薬として合成ペプチドを用い、同種造血幹細胞移植後

の GvHD を評価したが、MyD88阻害薬による GvHD 発症抑制効果を示すことがで

きなかった。投与量や投与期間、投与経路など MyD88阻害薬としての治療プロ

トコールを再評価する必要性と同時に、ST2825 などに代表されるほかの MyD88

阻害薬の検討も必要と考えられる。また IRAK4阻害薬に関してはその臨床応用

に向けて、有効性のみならず安全性も評価するために前臨床試験を進めてゆく

必要があるが、GvHD の発症抑制のみならず既に発症した GvHD に対する治療標

的となり得るか、さらに治療関連有害事象としての易感染性についても評価が

必要と考えられる。 
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