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ABSTRACT

Although graft-versus-host disease (GVHD) is a life- threatening complication of hematopoietic stem cell 

transplantation (HSCT), current diagnosis mainly depends on clinical manifestations and invasive biopsies.  Specific 

biomarkers for GVHD would facilitate early and accurate recognition of this grave condition.  Using a proteomic 

approach, we screened for plasma proteins specific for GVHD in a mouse model.  One peak with 8,972 m/z retained a 

discriminatory value in two diagnostic groups (GVHD and normal controls) with increased expression in the disease, 

decreased expression during cyclosporin A treatment and was barely detectable in syngeneic transplantation.  

Purification and mass analysis identified this molecule as CCL8, a member of a large chemokine family.  In human 

samples, the serum concentration of CCL8 correlated closely with GVHD severity.  All non-GVHD samples had low 

levels of CCL8. In sharp contrast, CCL8 was highly up-regulated in GVHD sera.  CCL8 is a promising specific serum 

marker for the early and accurate diagnosis of GVHD.

(Accepted December 24, 2008)
Key words: GVHD, CCL8, Biomarker, Proteomics

1　はじめに

　造血幹細胞移植は国内においても30年以上の歴史を有
し，白血病，再生不良性貧血などの血液疾患，原発性免疫

不全症などの根治療法としてすでに確立されている．その

対象疾患は先天性代謝異常症などにも拡大しつつあり，ま

た近年高齢者などにも行い得る移植方法が確立されてきた

こともあり，国内では年間約 3,000例の造血幹細胞移植が
行われており，この恩恵を受けた患者の数は計り知れない．

しかしながら移植の合併症である移植片対宿主病（graft-
versus-host disease：GVHD）は克服されたとはいえず，
様々な免疫抑制剤の開発を含めた移植方法の進歩にも関わ
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らず，いまだに造血幹細胞移植の成否を左右する極めて重

要な合併症のひとつとして位置付けられている．さらに

GVHDの診断は主に臨床症状に基づきなされているために
主治医の経験に依るところが大きい．また鑑別診断には侵

襲性の高い生検術が必要となるが，ときに病理所見によっ

ても診断が困難な場合がある．造血幹細胞移植の成績の向

上にはGVHDの良好なコントロールが最重要課題のひとつ
であり，GVHDの早期診断，早期治療のための非侵襲的で
客観的な診断マーカーが切望されてきた．本稿では，我々

が特定できた新規診断マーカーchemokine（C-Cmotif）
ligand8（CCL8）について，その探索の経緯と結果につい
て解説し，さらに将来的な応用について考察したい．

2　移植片対宿主病（GVHD）とは

　GVHDは移植後早期に発症し，皮膚，消化管，肝臓が
標的臓器となる急性GVHDと，移植後後期（主に移植後
100日以降）に発症し自己免疫疾患に類似した病態を呈す
る慢性GVHDに分類されている．両者の病態生理は全く
異なる機序が考えられており，本稿では前者の急性GVHD
に焦点を絞ることにする．急性GVHDの発症機序は現在，
以下のように 3段階に分けて説明されている．第 1相では
移植前処置によってホストの組織が傷害を受けて活性化さ

れ，第 2相ではホスト由来の抗原提示細胞（antigen-
presenting cells：APCs）がドナー由来のT細胞を活性化す
る．第 3相では細胞障害性 Tリンパ球（cytotoxic T 
lymphocytes：CTLs）と炎症性サイトカイン，これらのエ
フェクターが相乗的に作用して標的臓器の組織を障害し

GVHDが発症するというものである（図 1）1）．急性

GVHDの発症率はHLAの一致度，移植ソース，前処置，
GVHD予防などの移植条件によって異なるため 30～ 80％
と報告によりかなりの相違が認められるが 2），単一民族国家

である日本では欧米と比較して発症率も重症度も低いとさ

れている．診断は主に臨床症状である皮疹，下痢，黄疸に

よってなされ，その重症度分類も体表面積中の皮疹の占め

る割合，下痢の 1日量，ビリルビン値などによって決定され
ており，主治医間によって差が出ることも否めないのが現状

である．重症度が gradeⅢ以上となると生存率が 50％以下
と極端に低下するため，早期に正確な診断を行い，治療を

開始することが極めて重要である 2）．

3　GVHDの診断マーカー

　急性GVHDの診断マーカーの可能性に関して，サイトカ
インを中心にこれまでにいくつかの検討が行われている．可

溶性インターロイキン-2レセプター（sIL-2R）が有用なマー
カーと考えられたが，個人差が大きいことや，生着時期にも

上昇を認めるなどその特異性は低い 3，4）．インターロイキン

-1（IL-1），tumor necrosis factorα（TNFα），インターロイ
キン-10（IL-10）などの他のサイトカインについても検討さ
れたが 5，6），いずれも必ずしも急性GVHDと連動している
わけではなく，客観的，特異的マーカーとして臨床応用され

るには至っていない．

4　プロテオミクスアプローチによるマーカー探索

　ポストゲノム時代に入り，タンパク質発現レベルでの解析

の重要性が再認識され，さらにゲノム解析の成果により遺

伝子データベースが整備されたこと，質量分析技術がより

高感度，高精度，高処理能力へと進歩したことからプロテ

オミクスが一躍注目を浴び，2002年以降急速に発展してき
ている．

　プロテオミクスによる疾患研究はタンパク質レベルでの異

常を網羅的にスクリーニングすることから始まり，病態マー

カー探索から病態機序の解明へ進み，さらに新たな検査シ

ステムの構築や治療ターゲットの探索へと発展させ，最終

的に臨床応用に到達することが期待される．いくつかの疾

患においては病態マーカー探索の段階での成果がすでに報

告されている 7－9）．今回我々はGVHDの病態マーカー探索
を質量分析技術の一つである surface enhanced laser 
desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry
（SELDI-TOF MS）法を用いて血漿中のタンパク質をプロテ
オミクス解析することから始めた．

5　GVHDモデルマウスの解析

　今回の目的疾患であるGVHDは移植が必要となる原疾
患，移植前処置，GVHD予防などの背景が非常に複雑で
解析が困難となることが想定された．実際，臨床サンプル

を用いたプロテオミクス解析によるGVHDの病態マーカー
探索の報告も散見されるが，いずれもタンパク質発現パター

ンを認識するに留まり，マーカー候補分子の選定には至って

いない 10－12）．

　マウスの造血幹細胞移植後のGVHDモデルはヒトと原
理が同一であるため，GVHDの研究に多く用いられ，これ図 1　GVHD発症の 3段階の病態生理（文献 1）より）
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までにもたくさんの成果をもたらしている 13，14）．そこで我々

は背景を均一化したGVHDモデルマウスの血漿タンパク質
の解析から着手した．

5・ 1 モデルマウス
　GVHDモデルマウスは遺伝背景，環境因子を均一化する
ために近交系マウスを使用し，C57BL/6をドナー，BALB/
cをレシピエントとし，前治療は全身放射線照射（TBI）
8.5Gy，輸注骨髄細胞数 2x107の骨髄移植により作製した．

同種移植のコントロールとしては同様の前治療，輸注細胞

数でBALB/c同士の移植で作製した（同系移植）．移植後
day7以降に症状，病理組織ともにGVHD所見が確認する
ことができ，day7，14，21，28で血液のサンプリングを施
行した．

5・ 2 血漿のプロテオミクス解析
　GVHDモデルマウスとコントロールマウスの血漿中のタ
ンパク質の発現をSELDI-TOF MSにより網羅的に解析し
たところ，約 43,000個の分子が検出された．これらをさら
に機械学習法のひとつであるクロスバリデーション法を用い

ることにより解析したところ，8,972-Daの分子がGVHD群
とコントロール群を感度，特異度ともに100％で分類できる
分子として選定された．この 8,972-Da分子の動向は
GVHDモデルマウスでは，GVHD発症後の day7以降は
有意な発現強度の上昇を呈しており，GVHDを発症しない

同系移植のコントロールマウスでは有意な変化は認めなかっ

た．さらに cyclosporin A（CsA）による治療が施された
GVHDマウスでは，治療後に症状の改善とともに 8,972-Da
分子の発現強度の有意な低下を認めた（図 2）．また感染症
を想定し lipopolysaccharide（LPS）あるいは poly（I：C）
を投与した群では，いずれもGVHDモデルでみられたよう
な 8,972-Da分子の有意な上昇は認めず，この分子が
GVHDの診断マーカーとなり得る候補分子と考えられた．
GVHDモデルマウスの血漿から本分子を分離精製し，最終
的にMS/MS解析によりアミノ酸配列を決定することで，
8,972-Da分子をケモカインCCL8と同定することができた
15）．以上よりマウスのGVHDにおいてCCL8がその病態，
重症度に深く関与していることが示唆された．

6　ヒト血清サンプルの解析

　札幌医科大学小児科において 1993年 4月から 2005年
12月までの期間に施行された同種造血幹細胞移植患者の血
清とドナー血清（健常者）をサンプルとして使用した．尚，

これらのサンプルは患者両親あるいは本人の同意と学内の

倫理委員会の承認を得て－80℃で保存されていたものであ
る．

6・ 1 抗ヒトCCL8抗体を用いた SELDI immunoassay
　抗ヒトCCL8抗体を用いた SELDI immunoassayにおい
て，ヒト血清サンプル中のCCL8は 8,920-Da分子として検

図 2　モデルマウスにおける 8,972Da分子の発現強度の変化
 A．GVHDモデルではGVHD発症後の day7以降に発現強度が有意に上昇した．B．GVHDを発症しない同系移植では有意な変化は

認めない．C．GVHD発症後の day8－13の 6日間CsAによる治療を施したGVHDマウスでは治療後の day14以降に症状の改善とと
もに発現強度が有意に低下した．
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出されることを確認した．

　患者Aは 5歳男児，ファンコニ貧血で前処置 fludarabine
（Flu）200mg/m2＋ cyclophophamide（CY）40mg/kg＋全
身放射線照射（TBI）3Gyにより非血縁臍帯血移植を施行
した患者であり，GVHD予防はCsA＋mycofenolate 
mofetil（MMF）で行った．移植後 day12に臨床的GVHD
を発症し，ステロイド投与により一時症状は改善したが，

day26で再燃した症例である．患者Bは 10歳男児，慢性
骨髄性白血病で前処置 TBI 12Gy＋CY120mg/kgにより非
血縁同種骨髄移植を施行した患者であり，GVHD予防は
tacrolimus＋methotrexate（MTX）で行った．移植後
day19に臨床的GVHDを発症したが，ステロイドの投与に
より症状が軽快した症例である．患者A，Bの 2例とも
CCL8の発現強度はGVHD発症時に上昇しており，ステロ
イド投与後の症状改善時には下降していた．

　患者Cは 3歳女児，急性リンパ性白血病で前処置 TBI 
12Gy＋CY120mg/kgによるHLA一致の同胞間骨髄移植
の患者であり，GVHD予防はMTXのみで行った．経過中
GVHDを発症しなかった症例であり，経過を通してCCL8
の発現強度の有意な上昇を認めなかった（図 3）．
　さらにデータは示さないが，造血幹細胞移植後にGVHD
との鑑別診断に重要なVeno-occulusive disease（VOD），
ウイルスの再活性化，敗血症などを呈した症例においても

CCL8の有意な発現強度の上昇は認めなかった．これによ
りマウスと同様にヒトGVHDにおいてもCCL8が診断，重
症度に深く関与していることが示された．

6・ 2 ELISA法による解析
　SELDI法による発現強度の測定は半定量であることか
ら，CCL8を定量的に比較するためにELISA法による
CCL8の血清中濃度の検討を行った．同種造血幹細胞移植
後の患者 14例中 7例の non-GVHD群はmean ± SE：22.5
± 5.5pg/ml，range：12.6～ 48.0pg/mlであったのに対して，
残り7例の gradeⅡ以上のGVHD群はmean ± SE：165.0
± 39.8pg/ml，range：52.0～ 333.6pg/mlであり有意に高値
を示した（p＜ 0.05，t test）．また健常コントロール 8例に
ついてはmean：18.9pg/ml，range：0.0～ 32.6pg/mlであっ
た（図 4）．特にGVHD群の 333.6pg/mlと290.4pg/mlと
高値を示した 2例はいずれもgradeⅣを呈した死亡例で
あった．以上の結果よりヒトにおいてもCCL8はGVHDの
診断，重症度に深く関与していることが示され，診断マー

カーとなり得ると考えられた．

7　ケモカインCCL8とGVHD

　ケモカインは 8－12kDa程度の分泌蛋白であり，ケモカ
インレセプターと結合することで主に白血球の遊走活性を制

御している．現在 50種類以上のケモカインが報告されてお
り，よく保存された 4つのシステイン残基が存在し，そのう
ちN末端側の 2残基が形成するモチーフによりCXC，C，
CX3C，CCの 4つのサブファミリーに分類されている 16，17）．

CCL8はCCケモカインの 1つであり，別名monocyte 
chemoattractant protein-2（MCP-2）とも呼ばれており，単
球や線維芽細胞から産生されるが，CCL2（MCP-1），
CCL7（MCP-3），CCL13（MCP-4）らとともにCCケモカ

図 3　同種造血幹細胞移植後の患者血清におけるCCL8の発現強度の変化
 患者Aは移植後 day12に臨床的GVHDを発症，ステロイド投与により一時症状は軽快したが，day26で再燃した症例．患者Bは移植

後 day19で臨床的GVHDを発症，ステロイド投与により症状軽快した症例．患者Cは経過中GVHDを発症しなかった症例．
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インの中で主に単球，活性化 T細胞，樹状細胞（dendritic 
cells：DCs）の遊走能を制御する1群に分類されている 18，

19）．ヒトCCL8は 2種類存在するが，1つは 76残基（1－
76）から成る生物学的活性を有するタイプであり，もう1つ
は 71残基（6－76）から成る活性を有しないタイプである．
後者は通常のケモカインの作用である遊走活性に対してむ

しろ抑制的に働くと考えられている 20）．しかしCCL8の生
体内における機能に関しては，他のケモカインと比較しても

解明されていない点が多く，報告も少ない．

　ケモカイン -ケモカインレセプターの相互作用と
GVHDとの関連についての報告はこれまでにもいくつか
見られており，CCL2-CCR2，CCL3-，CCL4-，CCL5-
CCR5，CXCL9-，CXCL10-，CXCL11-CXCR3などのケ
モカイン -ケモカインレセプターの反応が GVHDにおけ
るドナーT細胞の遊走活性に関与することが示されてきた
21－24）．一方，CCL8についてはCCR2とCCR5のリガンド
であるにもかかわらず，これらの報告では全く言及されてい

ない．CCL8とGVHDに関してはマウスの皮膚GVHDに
おいてCCL8の遺伝子レベルでの発現が上昇するという報
告のみである 25）．

　GVHDはアロ応答性ドナーT細胞がホスト由来のAPCs
によって抗原提示され，活性化されることでその反応が開

始する 13）．最も効率よくナイーブ T細胞を活性化すること
ができるプロフェッショナルAPCsはDCsであり，その
DCsは成熟することにより抗原提示能を発揮する．CCL8
はDCsが成熟することで分泌されるケモカインの 1種でも

あるので，この過程は今回我々が示したGVHDの際に
CCL8の産生が亢進することを裏付けてもいる．また前述し
た 3段階のGVHD発症機序（図 1）1）においては，CCL8
が第 2相に関与していると推測することができる．
　今回感度，特異度ともに 100％であったCCL8に着目し
研究を進めたが，感度，特異度が 100％以下ではあるがマー
カー候補の可能性のある未同定の分子もいくつか検出され

ている．ただこれらの分子はGVHD自体ではなく，その付
帯現象の過程で産まれた，いわゆる急性期蛋白などである

可能性が高い．病態のより根源的な段階で関与している可

能性の高い分子は，今回示したCCL8のように高い
discriminatory powerをもって検出されるべきである．
　GVHDの発症には様々なケモカインやサイトカイン等の
相互作用が関与していると考えられており，その詳細はいま

だ不明な点が多いが，我々の結果からCCL8はこれらの複
雑な相互作用において非常に重要で，かつ中心的な役割を

担っていると考えられる．

8　今後の展望

　CCL8がGVHDの診断マーカーとして臨床応用されるた
めには，今回の研究ではまだ少人数でのデータであるため，

まず大規模な母集団での臨床的検討が必要であり，これに

より特に移植後に起こり得る様々な合併症との鑑別診断能

力を評価しなければならない．これらの検討によりマーカー

として確立されれば，非侵襲的かつ客観的な早期診断法に

なり得るだけでなく，重症度との関連も示されているため治

療の効果判定に応用することも可能となる．GVHD治療は
免疫抑制剤開始のタイミングのみならず，その減量や中止

の判断も主治医の経験に依るところが大きいため，マーカー

の存在意義は非常に大きい．またCCL8のGVHD発症の
機序への関与の解明も重要であると考えられる．CCL8の
GVHDにおける役割を明らかにすることは，CCL8を標的
分子とする新たな治療薬開発の可能性を拡げることにもな

り，今後のGVHD診療に大きく貢献すると考えられる．

9　おわりに

　同種造血幹細胞移植は近年移植ソースの選択肢が増えた

こと，骨髄非破壊的前処置が導入されたことなどによります

ます多様化してきており，これに伴いGVHDの発症パター
ンの多様化も見られてきている．したがって今後のGVHD
治療は，患者個別にマーカーをモニタリングしながら免疫抑

制の程度を調節してゆくような，いわゆるテーラーメイド医

療が必要となってくるであろう．またこのようなGVHD診
療の進歩は移植成績自体の向上と造血幹細胞移植の適応の

拡大にもつながると考えられる．
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