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研究成果の概要（和文）： 
Cytokine-induced killer（CIK）細胞は、同種骨髄移植モデルにおいて優れた抗腫瘍効果を示

し、かつ重篤な急性移植片対宿主病（GVHD）を発症しない。しかしながら慢性 GVHD を発症する

場合がある。慢性炎症に関与する IL-17 を欠損させた骨髄細胞を用いた場合、慢性 GVHD が減弱

した。IL-17 を制御することで慢性 GVHD を抑制し、抗腫瘍効果を維持した骨髄移植が可能かも

しれない。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Cytokine-induced killer (CIK) cells exert strong graft-versus tumor effect (GVT) without 

causing severe acute graft-versus-host disease (GVHD) in a murine model. However, in some 

cases CIK cells causes mild chronic GVHD. To reduce chronic GVHD, we studied the role 

of IL-17, which are involved in the pathogenesis of chronic inflammation, in a murine 

model. We demonstrated that the mice receiving bone marrow cells from IL-17 knockout mice 

showed very mild chronic GVHD compared to the mice receiving wild type bone marrow cells. 

Bone marrow transplantation augmented GVT without causing chronic GVHD might be possible 

by controlling IL-17. 
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1. 研究開始当初の背景 

 難治性血液腫瘍性疾患の根治的治療法とし

て骨髄移植が始まり３０年以上経過し広く

普及した治療法となっているが、依然として
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る重大な問題である。GVHD は、大きく急性と

慢性の２種類に分けられその病態も大きく

異なる。急性 GVHD はドナー骨髄移植片に含

まれるナイーブＴ細胞がレシピエントに輸

注され主要組織適合抗原やマイナー組織適

合抗原の違いにより急激に活性化され、主に

レシピエントの皮膚、腸ならびに肝臓を攻撃

す る （ Ferrara  et al. Bone Marrow 

Transplant 1994;14:183-184）。慢性 GVHD は

胸腺、胸腺外でのドナー未分化 T細胞の成熟

傷害ならびに B細胞を巻き込んでの自己免疫

疾患に近い病態をとる。 

 造血幹細胞移植には、前述した GVHD という

最大の欠点が存在するが、また最大のメリッ

トとして、免疫反応による自己・非自己の認

識の違いから腫瘍細胞を排除する能力があ

り こ れ を 移 植 片 対 抗 腫 瘍 効 果 （ GVT: 

graft-versus-tumor effect）と呼ぶ。理想

的には、GVHD のみを抑えて最大の GVT 効果が

得られるように造血幹細胞移植を行えばよ

いが現実の臨床の場では、GVHD と GVT を分離

して制御する方法はない。 

GVHDとGVTを人為的に制御することを目的に

我々は、マウス骨髄移植モデルを用いて基礎

的な大学骨髄移植部門（Negrin 教授）に留学

中ならびに留学後の共同研究として詳細な

解析を行い論文として発表した（Nishimura 

et al. Blood.2008;112:2563-74）。概要を述

べるとマウス脾臓細胞を IFN-γ、抗 CD-3 抗

体、IL-2 で 14 日から 21 日間培養すると T細

胞と NK 細胞マーカーを両方発現した細胞が

大量に作製され Cytokine-induced killer 

cells (CIK 細胞)と呼ばれる。CIK 細胞の特

徴は、NK 細胞の活性化レセプターである

NKG2D を介して自家ならびに同種腫瘍細胞に

対して著しい抗腫瘍効果を発揮する。T 細胞

マーカーを有することからマウス骨髄移植

モデルに CIK 細胞を輸注すると GVT 効果以上

に重篤な GVHD が誘導されることが危惧され

たが実際には重篤な急性 GVHD は発症せず、

強力な腫瘍除去能があることが証明された。

重篤な GVHD は発症しないものの軽度の慢性

GVHD の発症も一部のマウスで認められてお

り今後はこの点についての研究を完遂する

ことで臨床応用へと発展させることができ

ると考えた。 

 

2. 研究の目的 

 CIK 細胞には、強力な抗腫瘍効果がある反

面、軽度の慢性 GVHD を誘導する可能性があ

る。本研究課題の申請時に我々は、IL-17 が

慢性 GVHD の発症に寄与しているデータを得

た。ここから発展して、IL-17 を制御するこ

とにより、CIK 細胞輸注の欠点が補われるか

どうかを検討することを目的とする。 

 

3.  研究の方法 

 CIK 細胞は、マウスの脾細胞に IFN-γ、抗

CD3 抗体、IL-2 を添加し 14-21 日間培養して

得られる heterogenous な細胞群である。主

たる抗腫瘍効果を有する細胞は、CD8+且つ NK

細胞の活性化レセプターの一つである NKG2D

が陽性の細胞である。その他の細胞群として

CD8+NKG2D-の群、CD4+の細胞群も存在し、そ

れらの割合はマウスの種により異なる。その

ため野生型と IL-17KO マウス間群における

subpopulation の比較、サイトカイン産生能

ならびに腫瘍細胞を用いた killing assay を

行い両群間で比較検討を行う。 

 次に 800cGy の放射線照射マウス（Balb/c：

H-2d）に、放射線照射後 T 細胞除去を行った

C57BL/6(H-2b)マウスの骨髄を移植する。また

今回の移植の系では、ホストマウスの残存細

胞は H-2d+かつ Thy1.2 で、T 細胞除去骨髄に

は、C57BL/6 のコンジェニックマウスを用い

るため H-2b+かつ Thy1.1であり IL-17KOマウ



 

 

スならびに野性型 C57BL/6 では、H-2b かつ

Thy1.2 である。そのため FACS や免疫染色を

用いれば自分の関心のある細胞を特異的に

観察、解析することができる系とした。具体

的には以下の項目について評価する。 

(1)生存曲線 

(2)病理学的 GVHD スコアー 

(3)GVHD の進展ならびに抑制に関与すると

される経時的血清サイトカインの測定

（IFN-, TNF-, IL-6, IL-17） 

(4)FACS を用いた CIK 細胞内サイトカイン

の移植後の経時的測定。（IFN-, TNF-, IL-6, 

IL-17, IL-4, IL-10） 

(5)IL-17 は、好中球とのクロストークを有す

るサイトカインである。そのため GVHD 標

的臓器である肺、皮膚、腸管組織中における

好中球の役割を解析するためにミエロペル

オキシダーゼ、好中球エラスターゼを指標と

して病変浸潤部の好中球の活性化を評価す

る。 

 
４．研究成果 

 まず野生型B6マウス由来CIK細胞と IL-17

ノックアウトマウス（IL-17KO）由来 CIK

細胞を比較検討を行った。培養期間は、両者

共 に 14 か ら 21 日 間 で 行 っ た 。

CD8+NKG2D+、CD8+NKG2D-、わずかの

CD4 細胞からなる heterogenous な細胞群で

あるが、両者間に優位な差を認めなかった。

また A20 マウス白血病リンパ腫細胞に対し

て Cr release assay で殺細胞活性を測定した

が両者間で優位な差を認めなかった。以上か

ら in vitro では、CIK 細胞の増殖効率、殺細

胞能には IL-17 は関与しないことが判明した。 

 次 に 、 800cGy の 放 射 線 照 射 マ ウ ス

（Balb/c：H-2d）に、放射線照射後 T 細胞除

去を行った C57BL/6(H-2b)マウスの骨髄を移

植し、更に野生型の CIK 細胞、IL-17KO CIK

細胞を輸注した群のマウスを比較検討した。

いずれの群も急性 GVHD の発症はわずかでそ

れによる死亡も認めなかった。しかしながら

野生型 CIK 細胞投与群と IL-17KO CIK 細胞投

与群での慢性 GVHD の発症は、両者とも軽度

ではあるが存在し、二群間で明らかな有意差

を示せなかった。以上から輸注された CIK 細

胞の IL-17 の発現の有無では慢性 GVHD の発

症がコントロールされているわけではない

ことが判明した。その理由として輸注した

CIK細胞の生体内での生存期間が慢性GVHDが

発症してくる時期には、ほとんど存在しない

のではないかと考えた。 

 上記の結果をうけ、輸注された CIK 細胞の

IL-17 ではなく、骨髄から新たに産生されて

くる IL-17 産生細胞の有無が慢性 GVHD の発

症に関わってくるのではないかと考えた。 

すなわち 800cGy の放射線照射マウス

（Balb/c：H-2d）に、野生型 B6 骨髄、または

B6 由来 IL-17KO 骨髄を輸注し、ごく少量の脾

細胞を輸注することにより慢性 GVHD の誘導

を試みた。下図に示したよう IL-17KO 骨髄を

輸注したマウス群では、体重の変化が慢性

GVHD を発症しない骨髄輸注単独群とほとん

ど同じであった。 

 

このことから CIK 細胞を用いた、造血幹細胞

移植において抗腫瘍効果を増強させるには、

CIK 細胞自身の IL-17 を欠損させるよりも骨

髄細胞由来のIL-17を欠損させれば慢性GVHD

を発症せず、抗腫瘍効果を増強させることが

可能と考えられた。 

 また当初の実験仮説では、IL-17 と好中球

とのクロストークが喘息モデルなどを中心



 

 

に報告がなされていた。慢性 GVHD 病理組織

像でも IL-17の有無により好中球の浸潤程度

が異なり病変増悪との関連を予想していた

が、今回の検討では明確な関連性を示せず、

継続検討課題となった。 

 しかしながらマウスの慢性 GVHD 病変部位

をトルイジンブルー染色で肥満細胞の検討

を行った。慢性 GVHD 誘導群で優位に肥満細

胞の集属がみられた。肥満細胞と IL-17 との

関連も最近報告され、この点についても今後

の慢性 GVHD の制御に向けての重要課題と位

置づけ継続研究課題とした。 

 

 最後に輸注する骨髄細胞を IL-17欠損に加

えて、ホスト側も IL-17 欠損マウスにした場

合、慢性 GVHD が更に発症しないのではない

かと予想した。しかしながら予想とは大きく

異なり、急性 GVHD が非常に増悪して短期間

にマウスが死亡してしまう現象を見出した。

慢性 GVHD ばかりでなく急性 GVHD の発症機構

を探索する上で重要な発見であった。 

 今後は、ホスト側、ドナー側の IL-17 を役

割を更に解析すると同時に、肥満細胞との関

わりを明らかにし、GVHD 特に慢性 GVHD を制

御した造血幹細胞移植の開発に尽力したい。 
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