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研究成果の概要（和文）：本研究では、PTCy移植後の免疫制御アルゴリズムを実験的に検討した。臨床移植をモ
デル化した担癌マウス実験系を用い、①PTCy減量によりGVLを強化できる、②PTCy減量により低下するGVHD抑制
活性はNKTリガンド投与による能動的Treg増幅で補償される、ことを明らかにした。さらに細胞・遺伝子解析か
ら、このリガンド投与は効率的に免疫寛容性NKT2型へ分化させる一方で向炎症性NK-like-NKT1型への分化を抑制
し、Treg増幅を促進することが示された。これらの結果は、特に潜在的な再発リスクのある患者に対してPTCy移
植を最適化するための新しい免疫アジュバント療法開発の端緒となると考えられる。

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated the immune control algorithm after PTCy-based
 transplantation. Using a tumor-bearing murine BMT system that models clinical transplantation, we 
demonstrated that (1) graft-versus-leukemia effect can be enhanced by PTCy reduction, and (2) 
reduced GVHD suppressive activity after PTCy reduction is compensated by active Treg amplification 
by NKT ligand administration. Furthermore, cellular immunological and gene-expression analysis 
clarified that administration of the ligand efficiently promote differentiation into tolerogeneic 
NKT2 phenotype while suppressing differentiation into proinflammatory NK-like-NKT1 phenotype, which 
could promote Treg amplification. .These results indicate that the combination of PTCy and 
NKT-ligand therapy could provide a novel immunoadjuvant therapy to optimize PTCy transplantation, 
especially in patients at potential risk of disease relapse.

研究分野： 血液内科学　造血幹細胞移植学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
移植後シクロフォスファミド法（PTCy法）は、HLA半合致移植においても効率的な急性GVHD予防を可能とし、今
後はHLA適合移植にもその適用が拡大すると考えられる。この一方で、低い移植関連合併症に比して、特に非寛
解患者における移植後再発が懸念されている。今回われわれは、特に再発リスクのある患者のPTCy移植の最適化
を臨床的命題として検討し、PTCy減量およびPTCy後のアンジュバント投与によって、超急性期からのTreg増幅を
基盤としてGVHD/GVLバランスを変容させ、患者個別的に調整できる可能性を実験的に示した。今後の移植適応の
拡大、安全性の向上に資する基礎的知見となると考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 
 同種造血幹細胞移植(Hematopoietic stem cell transplantation: HSCT)は、血液癌の根治療
法として、多くの難治疾患患者の治療に貢献している。支持療法の進歩、ドナーソースの多様
化を背景に、これまで移植の適用とならなかった高齢症例や非寛解症例など、移植片対宿主病
（GVHD）のリスクの高い移植が増えており、GVHD を必要十分に管理しつつ、移植片対白血
病効果（GVL effect）を最大化する免疫制御が求められる。この観点において、マウス骨髄移
植モデルにて GVHD を抑制しながらも GVL を減じない対象選択的な働き（Matsuoka et al, 
Blood 2006）が報告されている制御性 T 細胞（Regulatory T cell; Treg）の移植後再構築は、
移植後生存のみならず、免疫合併症のない質の高い治癒を目指す上で、極めて重要なポイント
である。 
  我々は、慢性 GVHD 患者の臨床検体の解析から、移植後環境下での Treg の生体内恒常性（ホ
メオスタシス）の異常が、慢性 GVHD を発症させる要因であることを明らかにし(Matsuoka et 
al, JCI 2010)、さらにこの恒常性異常をインターロイキン 2（IL-2）の低用量投与により可逆
的に回復させることで慢性 GVHD の臨床症状を改善できること示した（Koreth, Matsuoka et 
al, NEJM 2011、Matsuoka et al, Science TM 2013）。この一連の結果は、従来の薬物療法に
不応である難治性 GVHD 症例には、Treg の積極的増幅により寛容導入を図るという治療戦略
の妥当性が示すものである。 
 今後、さらに長期的に QOL の保持された治癒を目指すためには、移植後急性期から Treg
回復を強く駆動させる免疫管理が必要である。しかしながら、サイトカインストームが遷
延し活性化 T 細胞の残存が多い移植後超急性期においては IL-2 単独による Treg 選択的刺
激は困難であり、新たな免疫戦術の考案が求められる。豊嶋らはマウスモデルで NKT 細
胞のリガンドであるα-GalCer の移植直後単回投与はホスト NKT 細胞を介して急性
GVHD を抑制することを示した（図１.Hashimoto et al,JI 2005）。この免疫寛容効果はド
ナーTreg の効率的な急性期増幅を基礎としていることが明らかとなり（Pillai et al. Blood 
2009, Duramad et al.BBMT 2011）、α-GalCer は、急性期における新たな Treg ホメオス
タシス制御法として期待が持たれる。 
 これらの基礎データを基に、石井らはα-GalCer の免疫抑制効果をより強化することを
可能とするリポゾーマル化α-GalCer（以下、Lipo-αGC）を開発し、米国において Lipo-
αGC の移植後単回投与療法の第 I/IIa 相臨床試験を実施した（NCT01379209）。この試験
では、Lipo-αGC の高い安全性と忍容性が確認されるとともに、急性 GVHD 発症抑制と
Treg 増幅に関連性が見出だされており、これまでの実験的移植からの知見が臨床移植にお
いても再現しうることを示す、今後に期待が持たれる結果となった（Yi-Bin Chen et al. 
EBMT 2016）。 
 一方、本臨床試験において、大きな Treg 増幅が見られたのは、Lipo-αGC が Sirolimus
とともに投与された症例に限定的である、という大変興味深い結果が明らかになった（図
２）。IL-2 産生阻害を機序とするカルシニューリン阻害剤（CI）は活性化 T 細胞を効率的
に抑制するが、一方で Treg 恒常性を疲弊させる。これに対し、Sirolimus は内因性 IL-2
の産生を阻害しないため、Treg の回復には有利とされる。今回の臨床試験で明らかとなっ
た Lipo-αGC と Sirolimus の相乗による Treg 増幅効果の機序が明らかになれば、さらに
効率的な Lipo-αGC による免疫寛容導入が可能になると考えられる。 
 
２．研究の目的 
 上記のように、研究開始当初は、α-GalCer と組み合わせる免疫抑制療法として
Sirolimus を想定した。しかしながら、同時期より本邦では、移植後シクロフォスファミ
ド法（PTCy 法）による HLA 半合致移植が急速に普及した。PTCy 法は、HLA 半合致移
植においても効率的な急性 GVHD 予防を可能とし、今後は HLA 適合移植にもその適用が
拡大すると考えられる。この PTCy は、Sirolimus と同様に、Treg の回復を妨げないとい
う特徴を有する。このため、われわれは、α-GalCer と組み合わせる免疫抑制療法として
PTCy 法を検討することが、臨床的要請にも適うと判断し、α-GalCer を免疫アジュバン
トとして用いる PTCy 法を実験的に検証することを目的とした。 
 PTCy 移植では、低い移植関連合併症に比して、特に非寛解患者における移植後再発が
懸念されている。特に再発リスクのある患者の PTCy 移植の最適化を臨床的命題として検
討した。 
 
３．研究の方法 
B6 マウスをドナー、B6D2F1 マウスをレシピエントとし、致死的放射線照射後に、脾臓細胞１０
million、骨髄細胞５million、さらに P815 腫瘍細胞を移植した。移植後 3日目にシクロフォス
ファミドの投与を行った。シクロフォスファミドは完全に GVHD の出現を抑制できる用量
(Full-PTCy)と、その半量（Reduced-PTCy）を設定した。さらにシクロフォスファミド投与後に
α-GalCer を投与するグループと投与しないグループに分けた。GVL 効果は、ルシフェラ
ーゼを導入した腫瘍細胞株 P815 を用いて、これを in vivo imaging にて評価する系を準備
した。これらの移植設定における GVHD と GVL 効果を、生存率、臨床的スコア、免疫細胞解析、
遺伝子発現解析、腫瘍生体モニタリングなどにより解析を行った。リガンド投与により増加す



る NKT 細胞の解析には、NKT 細胞をソーティングし、RNAseq にて網羅的遺伝子発現解析をおこ
なった。 
 
 
４．研究成果 
PTCy 移植後の免疫制御アルゴリズムを実験的に検討した。臨床移植をモデル化した担癌マウス
実験系を用い、①PTCy 減量により GVL を強化できる、②PTCy 減量により低下する GVHD 抑制活
性は NKT リガンド投与による能動的 Treg 増幅で補償される、ことを明らかにした。さらに細胞
免疫学的・遺伝子発現学的解析から、このリガンド投与は効率的に免疫寛容性 NKT2 型へ分化さ
せる一方で向炎症性 NK-like-NKT1 型への分化を抑制し、その結果 Treg 増幅を移植後超級世紀
より能動的に促進させることが示された。これらの結果は、特に潜在的な再発リスクのある患
者に対して PTCy 移植を最適化するための新しい免疫アジュバント療法開発の端緒となると考
えられる。 
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