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【背景】 

移植片対宿主病 graft versus host disease (GVHD) は同種造血幹細胞

移植に特有の合併症で、特に慢性 GVHD の病態に関してはまだ不明な部

分が多い。慢性 GVHD 患者の多くに血清から抗核抗体が検出されており

(1)(2)(3)(4)、液性免疫系が病態の形成に関与することが指摘されている。 

近年、慢性 GVHD の研究において免疫系ヒト化マウスを利用した

xenograft animal model が注目されている。NOD/Scid/IL-2Rγnull（以

下 NSG）マウスや human IL-6 transgenic NSG マウスを利用した免疫

系ヒト化マウスでは慢性 GVHD 様の変化が起きると報告されているが

(5)(6)、B 細胞の活性化や自己抗体などの液性免疫系が関与する病態を再現

できていない。液性免疫系が病態の形成に関与すると考えられている慢

性 GVHD の病態を解析するためには、液性免疫系の検討が可能な新たな

マウスモデルを開発することが必要である。 

NSG マウスは NOD/Scid マウスと IL-12 受容体 γ 鎖欠損マウスを交配

させたマウスで(7)、同様のマウスにNOD/Shi-scid,IL-2RγKO（以下NOG）

マウス(8)があり、免疫学的特性は一致している。これらの免疫系ヒト化マ

ウスでは外来抗原に対して IgG 抗体が産生されず、液性免疫系の再構築

が不完全であることが指摘されている (9) 。 IE-HLA-DRA*0101 



/HLA-DRB1*0405 transgenic NOD/Shi-scid,IL-2RγKO（以下HLA-DR4 

Tg NOG）マウスに HLA-DRB1*0405 陽性臍帯血由来の CD34 陽性細胞

を移植して作製された免疫系ヒト化マウス（以下、免疫系ヒト化

HLA-DR4 Tg NOG マウス）では液性免疫系の再構築が良好であり(10)、

免疫系ヒト化 HLA-DR4 Tg NOG マウスにおいて液性免疫系が病態の形

成に関与する慢性 GVHD 様の変化が起きることが予測される。本研究で

は免疫系ヒト化 HLA-DR4 Tg NOG マウスに液性免疫系が関与する慢性

GVHD 様変化が起きるかどうかを検討した。 

 

【方法】 

HLA-DR4 Tg NOG マウスを実験動物中央研究所 (Kawasaki, Japan) 

から入手し、当研究室で繁殖を行った。当学部機能形態学系細胞再生・

移植医学分野が管理する凍結臍帯血の中からHLA-DRB1*0405陽性の臍

帯血を選出し、磁気細胞分離を利用して CD34 陽性細胞を分離した。分

離した CD34 陽性細胞を週齢 8~16 週の HLA-DR4 Tg NOG マウス 13 頭

（雄 7 頭、雌 6 頭）に 5.8×104～2.1×105/頭の細胞数で尾静脈注射し、

免疫系ヒト化 HLA-DR4 Tg NOG マウスを作製した。細胞移植前に放射

線照射を行っていない。全てのマウスは感染症ゲノム研究室の P1A レベ



ル実験室において specific pathogen free (SPF) 条件下で飼育した。移植

後 26 週まで GVHD 徴候（脱毛、体重減少、円背、毛を逆立てる、動き

が鈍くなる、頻呼吸、歯肉炎や歯の脆弱化）(5)(6)(11)の有無を観察した。免

疫系ヒト化 HLA-DR4 Tg NOG マウスの苦痛が著しい場合、あるいは期

間満了時には安楽死処置（熟練者による頚椎脱臼）を行い、解剖した。

解剖後、皮膚、肺、肝臓、消化管の組織学的所見を検討した。また、移

植後 26 週時の末梢血を使用して末梢血ヒトリンパ球サブセット、血清ヒ

ト免疫グロブリン濃度、抗核抗体（間接蛍光抗体法）を測定し、液性免

疫系に関する項目を検討した。2 群間の平均値の差はウェルチの t 検定、

独立性の評価はフィッシャーの正確確率検定を用いて解析した。全ての

検定の有意水準を 0.05 に設定した。検定には EZR ver 1.52 (Saitama 

Medical Center, Jichi Medical University, Saitama, Japan) を使用し

た(12)。本研究ではマウスに移植する目的でヒト臍帯血を使用しており、

日本大学医学部の定める倫理委員会で承認された倫理指針に従って実施

した（承認番号：211-3）。また、HLA-DR4 Tg NOG マウスは遺伝子組

換え生物に該当するため、日本大学医学部遺伝子組換え実験規定に定め

る学長の承認を受けている（承認番号：2016 医 1-2）。動物実験計画は

日 本 大学 動物実 験 委員 会の承 認 を得 ている （ 承認 番号： 第



AP18MED009-5 号、第 AP18MED010-3 号）。 

 

【結果】 

観察期間中、免疫系ヒト化 HLA-DR4 Tg NOG マウス 13 頭全てにおい

て GVHD 徴候を認めなかった。移植後 26 週時の末梢血ヒトリンパ球サ

ブセットを解析した結果、雌 6 頭と雄 3 頭でヒト B 細胞およびヒト T 細

胞の集団が確認されたのに対し（以下、ヒト T 細胞分化良好群）、残り

の雄 4 頭ではヒト B 細胞の集団のみが確認され、ヒト T 細胞は極めて少

なかった（以下、ヒト T 細胞分化不良群）。 

脾臓の組織像では、ヒト T 細胞分化良好群では非移植マウスと比較し

て血管周囲のリンパ組織が発達して濾胞様構造を呈しており、内部にヒ

ト B 細胞とヒト T 細胞が混在していた。ヒト T 細胞分化不良群では濾胞

様構造が小さく、内部のヒト T 細胞が極めて少なかった。ヒト T 細胞分

化群 9 頭中 6 頭（雄 1 頭、雌 5 頭）では皮膚、肝臓、肺に CD4 優位ヒト

T 細胞浸潤の所見を認め、いずれも脾臓内ではヒトマクロファージが凝

集し、細胞貪食像 (tingible body macrophage) が共通していた。さらに

ヒト T 細胞浸潤を認めた 6 頭中 3 頭では脾臓の濾胞様構造内に Bcl-6 陽

性ヒト B 細胞のクラスターを認め、胚中心を形成していた(13)(14)。脾臓内



のマクロファージ凝集や細胞貪食像の所見はヒト T 細胞浸潤を認めなか

った 3 頭ではいずれも認められず、脾臓内マクロファージ凝集および細

胞貪食像の所見とヒト T 細胞浸潤の所見に関連性が認められた。 

ヒト T 細胞分化良好群について、ヒト T 細胞浸潤所見の陽性群 6 頭と

陰性群3頭 に分けて移植後26週時の末梢血ヒトリンパ球CD3/CD19比、

血清ヒト IgM およびヒト IgG 濃度の平均値を比較した結果、血清ヒト

IgM 濃度は 192 μg/mL vs 43.4 μg/mL で陽性群に高値の傾向を認め、統

計学的有意差が検出された（p 値=0.0094）。末梢血ヒトリンパ球

CD3/CD19 比および血清ヒト IgG 濃度においても陽性群で高値の傾向が

みられたが、統計学的有意差は検出されなかった。ヒト T 細胞浸潤所見

の陽性群 6 頭中 5 頭、陰性群 3 頭中 1 頭の血清中に辺縁型あるいは均質

型の染色パターンを示す抗核抗体が検出された。 

 

【考察】 

本研究ではヒト T 細胞浸潤所見の陽性群で脾臓内のマクロファージ凝

集や tingible body macrophage の所見が共通しており、陽性群の一部に

おいて濾胞様構造内に明瞭な胚中心形成を認めた。Tingible body 

macrophage は胚中心の形成過程で出現し(15)(16)、アポトーシスを起こし



た抗原親和性の低い B 細胞クローンを処理する(17)。したがって本研究に

おける脾臓の所見は、本マウスの B 細胞の活性化を支持する結果と考え

られる。 

ヒト T 細胞浸潤所見の陽性群 (n=6) では陰性群 (n=3) と比較して移

植後 26 週時の血清ヒト IgM 濃度が有意に高値であった。同種造血幹細

胞移植例では IgM が移植後最も早期に回復し、IgG および IgA は IgM に

遅れて回復することから(18)(19)(20)、血清 IgM 値はドナーB 細胞の免疫再構

築を反映するマーカーとされている(21)。ヒト T 細胞浸潤所見の陽性群で

は液性免疫系の再構築が良好であったと考えらえる。また、移植後 26 週

時にヒト T 細胞浸潤所見を認めた免疫系ヒト化 HLA-DR4 Tg NOG マウ

スはいずれも無症状であり、血清ヒト IgM 高値は臓器病変の存在を示唆

する所見として有用と考えられた。 

既報の免疫系ヒト化マウスを利用した慢性 GVHD モデル(8)(9)と免疫系

ヒト化 HLA-DR4 Tg NOG マウスを比較する。免疫系ヒト化 HLA-DR4 

Tg NOG マウスでは真皮、門脈域、肺血管周囲の組織像で CD4 優位ヒト

T 細胞浸潤を認めており、既報と共通していた。同マウスではさらに脾

臓における B 細胞の活性化、抗核抗体などの液性免疫系に関連する所見

を認めており、これらは既報では再現されていない所見である。このよ



うに免疫系ヒト化 HLA-DR4 Tg NOG マウスではヒト T 細胞浸潤に加え

て液性免疫系に関する所見を再現することができており、既報の免疫系

ヒト化マウスを利用した慢性 GVHD モデルと比較して優位性がある。 

本研究では移植後の観察期間を 26 週までに限定しており、組織病変が

今後どのような経過をとるのかまでは明らかにできなかった。免疫系ヒ

ト化HLA-DR4 Tg NOGマウスを新たな慢性GVHDモデルとして確立す

るためには、移植後長期の経過を今後明らかにしていく必要がある。 

免疫系ヒト化 HLA-DR4 Tg NOG マウスでは液性免疫系に関連する所

見を認めており、既報の免疫系ヒト化マウスを利用した慢性 GVHD モデ

ルと比較して病態をより正確に再現できていると考えられる。免疫系ヒ

ト化HLA-DR4 Tg NOGマウスによる慢性GVHDのモデルを確立するこ

とで、本疾患の病態解明や治療実験への応用が期待できる。 

 

【結論】 

免疫系ヒト化HLA-DR4 Tg NOGマウスでは造血幹細胞移植後26週の

時点で皮膚、肺、肝臓に CD4 優位ヒト T 細胞浸潤が起こり、脾臓におけ

る B 細胞活性化や自己抗体など液性免疫系が病態の形成に関与する所見

を認めており、既報の免疫系ヒト化マウスを利用した慢性 GVHD モデル



では再現することができなかった液性免疫系に関連する所見を示すこと

ができた。本研究の結果から、免疫系ヒト化 HLA-DR4 Tg NOG マウス

を液性免疫系の検討が可能な新たな慢性GVHDモデルに応用できると考

えられた。免疫系ヒト化 HLA-DR4 Tg NOG マウスが慢性 GVHD の新た

な免疫系ヒト化マウスモデルとして確立されるためには、移植後長期の

経過について今後明らかにする必要がある。 
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