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研究成果の概要（和文）：ヒト急性移植片対宿主病（GVHD）組織に浸潤しているT細胞の多様性は非常に低く、
ヒト急性GVHDが限られたごく少数のアロ抗原特異的細胞傷害性T細胞クローンにより発症することが示された。
また、ヒト急性GVHD発症に関わるT細胞クローンは、GVHD臓器ごとに異なること、同じ臓器のGVHDであっても患
者ごとに異なることが示された。さらに、組織浸潤T細胞repertoireの偏りを数値化することで急性GVHDの治療
反応性を予測するバイオマーカーを樹立できる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：T cell repertoire was extremely skewed in human acute GVHD tissues. Two 
allo-reactive cytotoxic T cell clones were isolated from GVHD skin of a patient. Interestingly, 
their clonotypes were identical to the most and second most frequent clonotypes in the skin and 
accounted for almost all of the skin-infiltrating T cells. These results suggest that human acute 
GVHD can result from a few different allo-reactive cytotoxic T cell clones. In the analysis for 12 
acute GVHD tissues, the frequent T cell clonotypes differed from tissue to tissue of the same 
patient, and the frequent T cell clonotypes in the same tissue differed from patient to patient. 
Importantly, there was an association between the low 1/Ds of GVHD tissue-infiltrating T cells and 
poor response to first-line steroid treatment, suggesting that evaluation of the degree of skewing 
of tissue-infiltrating T cells may allow us to establish a novel biomarker that predicts treatment 
response.

研究分野：血液内科
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１．研究開始当初の背景	
 
	
 同種造血幹細胞移植後の急性移植片対宿
主病（GVHD）は克服すべき重要な合併症であ
る。急性 GVHD の発症機序は、マウス移植モ
デルを用いたこれまでの研究結果から以下
のように理解されている。すなわち、二次リ
ンパ組織内で患者抗原提示細胞からアロ抗
原刺激を受けたドナーT 細胞の一部が
effector	
 memory	
 T 細胞となり、皮膚などの
標的組織に遊走、浸潤し、組織を傷害して急
性 GVHD が発症する。	
 
	
 最近、ヒト腸急性 GVHD 生検組織に浸潤し
ている T 細胞の T 細胞受容体（TCR）塩基配
列を次世代シークエンサー（NGS）で網羅的
に決定（TCR	
 deep	
 sequence）した結果が報
告された。その中で、腸急性 GVHD 組織では
末 梢 血 と 比 べ TCR	
 repertoire の 偏 り
（skewing）が著しいことが示されている。
しかし、TCR	
 deep	
 sequence は、細胞傷害活
性やサイトカイン産生能など T細胞の機能に
関する情報は何も与えてくれない。	
 
	
 
２．研究の目的	
 
	
 本研究では、ヒト急性 GVHD 生検組織に浸
潤している T 細胞について、NGS による TCR	
 
deep	
 sequence を行うとともに、生検組織よ
りアロ抗原特異的細胞傷害性 T 細胞（アロ T
細胞）クローンを分離して、その TCR	
 塩基配
列を決定する。それにより、組織浸潤 T細胞
全体におけるアロ T細胞クローンの頻度を推
定する。	
 
	
 得られた解析結果と臨床データを連結す
ることで、組織浸潤 T細胞におけるアロ T細
胞の頻度や、組織浸潤 T 細胞の TCR	
 
repertoire の skewing の程度などと急性
GVHD 臨床経過との相関を解析し、急性 GVHD
治療反応性の予測因子同定を試みる。	
 
	
 
３．研究の方法	
 
(1)患者から文書による同意を得た上で、急
性 GVHD に対する一次治療開始前に採取され、
かつ急性 GVHD と病理診断された生検組織の
一部の提供を受ける。また同時期の末梢血の
提供も受ける。	
 
	
 
(2)NGS を用いて GVHD 組織浸潤 T 細胞および
末梢血中 T細胞の TCR	
 Vβ	
 CDR3	
 target	
 deep	
 
sequence を 行い、 Simpson’s	
 diversity	
 
index	
 (1/Ds) に よ り TCR	
 repertoire の
skewing を数値化する。	
 
	
 
(3)急性 GVHD 組織から T 細胞を採取し、
limiting	
 dilution 法と Cr 放出試験を組み合
わせてアロ T細胞クローンを分離する。cDNA	
 
expression	
 cloning法などを用いてその標的
抗原を同定する。分離したアロ T細胞クロー
ンの TCR	
 塩基配列を決定することで、GVHD
組織浸潤 T細胞全体におけるアロ T細胞頻度
を推定する（図 1）。	
 
	
 

＜図 1＞	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 	
 
(4)同様に末梢血中 T 細胞についても TCR	
 
repertoire の skewing 程度や、アロ T 細胞頻
度を解析する。	
 
	
 
(5)組織浸潤 T細胞 repertoire の程度(1/Ds)
と急性 GVHD 臨床経過との相関について、統
計学的解析を行い、GVHD 予後予測マーカーの
同定を試みる（図 2）。	
 
	
 
＜図 2＞	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
４．研究成果	
 
(1)急性 GVHD 患者 8 名から GVHD 生検検体 12
個と同時期に採取した末梢血 8本の提供を受
けた。	
 
	
 
(2)症例 1 の皮膚 GVHD 組織浸潤 T細胞と末梢
血中 T細胞について、NGS を用いて TCR	
 deep	
 
sequence を行ったところ、それぞれの 1/Ds
が 1.6	
 vs.	
 22.0 と、皮膚組織において TCR	
 
repertoire の著しい skewing が観察された
（図 3）。	
 
	
 
＜図 3＞	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 



(3)症例 1 の皮膚 GVHD 組織より、患者由来細
胞を傷害するがドナー由来細胞を傷害しな
い 2つのアロ T細胞クローンの分離に成功し
た。これら 2つのクローンの認識する抗原同
定を試みたところ、少なくとも 1つのクロー
ンは患者のみが有する不適合 HLA 分子を認識
することを確認した。	
 
	
 次にこれら 2つのクローンの TCR 塩基配列
を決定し、先に得た症例 1 の皮膚 GVHD 組織
浸潤 T 細胞の TCR	
 deep	
 sequence の結果と照
合した。興味深いことに、これら 2つのアロ
T 細胞クローンは皮膚浸潤 T 細胞のうち頻度
第 1位、第 2 位と一致した。それらの頻度は
75%と 23%であり、すなわち症例 1の皮膚 GVHD
組織では 2 つのアロ T 細胞クローンが 98%を
占めていた。	
 
	
 以上より、症例 1 の皮膚 GVHD はわずか 2
つのアロ T細胞クローンによって発症したこ
とが示唆された。	
 
	
 
(4)症例 4 の皮膚、胃、大腸 GVHD 組織におい
て、頻度第 1位の T 細胞クローンはそれぞれ
93%、64%、99%を占めていた（図 4）。それら
の TCR 塩基配列は互いに全て異なっていた。
また、症例 2 の少なくとも 1 つの GVHD 組織
で5%以上を占める比較的頻度の高いTCRにつ
いて、症例 2 の他の GVHD 組織における頻度
を確認したところ、他の組織では検出できな
い、もしくは極めて低い頻度で検出した。	
 
	
 すなわちこれらの結果は、症例 2 の皮膚、
胃、大腸の GVHD 発症には、それぞれ異なる
アロ T細胞クローンが関与したことを示唆し
ている。	
 
	
 
＜図 4＞	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 

	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
(5)症例 6 を除く計 7症例の皮膚 GVHD 組織に
おいて、少なくとも 1 症例の皮膚組織で 5%
以上を占める比較的頻度の高い TCR について、
他の症例の皮膚組織における頻度を確認し
たところ、他の症例では検出できない、もし
くは極めて低い頻度で検出した。	
 
	
 すなわちこれらの結果は、同じ皮膚組織で
あっても発症に関与するアロ T細胞クローン
は患者ごとに異なることを示唆している。	
 
	
 
(6)上記 7 症例の皮膚 GVHD 組織において、少
なくとも1症例の皮膚組織で5%以上を占める
比較的頻度の高い TCR について、同時期の末
梢血中における頻度を確認したところ、皮膚
組織における頻度の多寡と末梢血中頻度の
多寡に相関は認めなかった。	
 
	
 
(7)全ての GVHD 組織を対象とした解析におい
て、グレード III-IV の GVHD 組織はグレード
I-II の GVHD 組織と比較して、組織浸潤 T 細
胞の TCR	
 repertoire がより著しく skewing
していた。また、ステロイド治療に抵抗性を
示した GVHD 組織はステロイド治療に感受性
を示した GVHD 組織と比較して、組織浸潤 T
細胞の TCR	
 repertoire がより著しく skewing
していた。	
 
	
 
(8)以上より、急性 GVHD 組織浸潤 T 細胞
repertoire の多様性は非常に低く、ヒト急性
GVHDが限られた少数のアロT細胞クローンに
より発症することが示された。また、GVHD 関
連 T 細胞クローンは組織ごとに異なること、
同じ GVHD 組織であっても患者ごとに異なる
ことが示された。	
 
	
 また、組織浸潤 T 細胞 repertoire の
skewingの程度とGVHD治療反応性が相関した
ことから、生検時に組織浸潤 T 細胞
repertoire の偏りの程度を数値化すること
で、ヒト急性 GVHD の予後予測に応用できる
可能性が示唆された。	
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