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研究成果の概要（和文）：造血幹細胞移植 (移植)において、合併症である急性移植片対宿主病 (aGVHD)克服は
課題である。特に1次治療のステロイド治療への抵抗例は予後不良でありその克服法の確立は急務である。近
年、間葉系幹細胞(MSC)療法が注目されているがその生体内での作用機序とバイオマーカーが不明である。そこ
で本研究では、MSC療法を受けたaGVHD患者を対象 とした、治療前後の末梢血免疫細胞の1細胞RNAシーケンス解
析を行うことで、MSCが誘導していると考えられる、未知のaGVHD制御に関わる免疫細胞集団候補とバイオマーカ
候補としてA,Bを同定した。これによりMSCの治療反応バイオマーカーの確立に繋がる。

研究成果の概要（英文）：Severe acute graft-versus-host disease (aGVHD) is a life-threatening 
complication after allogeneic hematopoietic stem cell transplantation (alloSCT) for treatment of 
hematological disease. This is true for the patients with steroid-refractory aGVHD.Human mesenchymal
 stem cells (MSC)transfusion represents one of the most effective salvage therapy for patients with 
steroid-refractory aGVHD. However, the main problem of MSC therapy is that the  there is no 
therapeutic biomarker.To this aim, we performed single cell RNA analysis of the peripheral blood 
mononuclear cells before and after MSC infusion from patients with aGVHD. As a result, we found the 
candidate aGVHD-regulatory cells with their transcriptome with putative biomarkers, A and B. This 
will be able to elucidate aGVHD regulatory cells, which will lead to establishment of therapeutic 
biomarkers for patients with aGVHD undergoing MSC transfusion.

研究分野： 血液腫瘍
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研究成果の学術的意義や社会的意義
造血幹細胞移植は、急性白血病などの難治性血液疾患の根治的治療法の一つとして確立されているが、合併症と
して急性移植片対宿主病(aGVHD)が課題である。を克服する事に繋がり得る。近年、間葉系幹細胞(MSC)療法が注
目されているがその生体内での作用機序とバイオマーカーが不明である。そこで本研究では、MSC療法を受けた
aGVHD患者を対象 とした、治療前後の末梢血免疫細胞の1細胞RNAシーケンス解析を行うことで、MSCが誘導して
いると考えられる、未知のaGVHD制御に関わる免疫細胞集団候補とバイオマーカ候補としてA,Bを同定した。これ
によりMSCの治療反応バイオマーカーの確立に繋がる。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

造血幹細胞移植 (移植) は、急性白血病などの難治性血液疾患の根治的治療法の一つ

として確立されている。しかし、移植後生存率は全体で約 4-6 割程度にとどまり、移植

成績の向上が課題と言える。そのためには、移植後死亡の主因の一つである、急性移植

片対宿主病 (acute graft-versus-host disease: aGVHD)をいかに制御するかが鍵を握

る。aGVHD は移植の合併症であり、ドナー由来の T細胞が患者（レシピエント）の同種

HLA を非自己として認識して活性化・増殖し、標的臓器に浸潤して障害を起こす病態で

ある。主に皮膚(皮疹)、肝臓(黄疸)と腸管（下痢）組織が障害される。標準的な aGVHD

の第一選択薬はステロイド剤であるが、その奏功率は 30-50％程度にすぎず、ステロイ

ド抵抗例に対してはこれまで有効な治療法がなく、その 2 年生存率は 10％程度と予後

は極めて不良であった。 

近年、ステロイド抵抗性の重症 aGVHD の切り札的治療として間葉系幹細胞 

(Mesenchymal stromal cells: MSC)を用いた免疫細胞療法が注目されている。MSC は、

骨髄や臍帯などに存在し、３つの間葉系細胞系列、即ち、脂肪、骨、軟骨細胞に分化す

る能力を有する細胞である。従来から、組織障害部位や炎症性部位へ遊走して組織修復

能や抗炎症・免疫抑制作用を発揮する事は報告されていたが、2004 年に治療抵抗性の

重症 aGVHD に対して MSC が著効した症例報告が成された事を契機に研究開発が進み、本

邦でも 2015 年にヒト骨髄由来 MSC 製剤が aGVHD に対して製造販売承認された。その奏

功率は約 30-80％と高く、ステロイド抵抗性 aGVHD の切り札的治療となりつつある。し

かし、aGVHD に対する MSC 療法には以下の致命的な問題がある。1)ヒト生体内で MSC が

aGVHD を制御する機序が不明である。2)治療効果を予測、モニターする適切な治療反応

バイオマーカーが存在しない、という点である。 

1)については、これまで、in vitro の共培養の実験系等において、IFN-γ等の炎症性

サイトカイン存在下で、MSC がプロスタグランジン E2，インドールアミン 2,3-ジオキ

シゲナーゼ等の液性免疫抑制因子発現を介して、T細胞や樹状細胞などに作用する事が

報告され、同様の機序が推察されている(Blazar ら Blood 2018)。しかし、in vitro で

見られる MSC の免疫抑制作用は、マウスモデルでは再現できない事が多く、生体内での

MSC の作用機序解明には至っていない。2)については、数個のバイオマーカーの報告が

あるが、臨床応用可能なものはない。 

そこで、MSC 療法を受けた aGVHD 患者を対象とした、治療前後の末梢血免疫細胞のト

ランスクリプトーム解析が MSC 作用機序解明において有用と考えられるが、従来の細胞

をすりつぶした平均値の解析(通常のRNA-seq)では他の大多数の細胞シグナルに埋もれ、

少数の細胞からなる亜集団における発現変化は検出困難である。一方、scRNA-seq は細

胞集団の転写産物を 1細胞ごとに網羅的に解析する新しい技術であり、細胞集団を構成

する細胞がどう分類できるかが未知でも、細胞集団を亜集団にクラスタリングして特徴

を抽出することが可能である。 
 

２．研究の目的 

以上の背景より、本研究では、MSC 療法を受けた aGVHD 患者を対象とした、治療前後の

末梢血免疫細胞の１細胞トランスクリプトーム解析を行うことで、MSC が誘導している

と考えられる、未知の aGVHD 制御に関わる免疫細胞集団を同定し、それにより、1)、2)



の課題を解決する事、3) aGVHD に対するセルフリーセラピー創出に繋げる事、を目的

とした。 

 

３．研究の方法 

 研究方法：本研究では aGVHD における MSC 療法の、1) 作用機序解明、2) 治療反応バ

イオマーカー同定、 3) 代替となるセルフリーセラピー創出を目的として以下の

STEP(i)-(iv)を行った。 

 2019 年度： 

(i) MSC 投与前後の患者末梢血単核球(PBMNC)検体収集と保存 

 MSC 投与前後の aGVHD 患者の PBMNC/血漿の凍結保存。 

(ii)  末梢血単核球の scRNA-seq（ 

  MSC 奏功例、非奏功例において MSC 投与前、最終投与後の凍結 PBMNC を用いて、1 サ

ンプル当たり 2000 個の scRNA-seq を行う。 

  PBMNC 解凍後、セルソーター(FACS Aria II、現有機器)で PI 陰性の生細胞分画を 96 

well プレートに 5*(4)個/well で sorting する。その後 Chromium Single Cell 

controller (10x Genomics 社、現有機器)と専用 kit を用いて、3400 個/sample を input

としたライブラリ調整を行い、NextSeq500 (illumina 社、現有機器)で、2000 個/sample

の scRNA-seq data を取得した。 

  2020 年度： 

 (iii) Bioinformatics 解析  

 MSC 奏功例において治療後誘導された、未知の aGVHD 制御細胞集団とその特徴的なト

ランスクリプトームプロファイルを、治療前、MSC 療法無効例との対比する。 

  スーパーコンピュータ(現有設備)に実装されている Bioinformatics 解析パイプライ

ン Cell Ranger（10x Genomics 社）を用いて、既報に従い、次元削減の統計処理（t-

Distributed Stochastic Neighbor Embedding: t-SNE法, LummertzらNat Commu 2018）

を行い、高次元トランスクリプトーム data を２次元 data に変換して一細胞毎に plot

する。この処理により、プロファイルの類似性に基づき、細胞集団を判別可能であり、

治療後新たに出現し、無効例には見られない aGVHD 制御細胞集団をプロファイルと共に

可視化した。 

(iv) 治療反応バイオマーカーの探索 

 MSC 奏功例において変動した治療反応バイオマーカーを抽出する。 

上記(iii)で抽出した MSC 療法後に出現した aGVHD 制御細胞集団のトランスクリプトー

ムプロファイルから、以下を治療反応バイオマーカーの候補として特徴的な表面抗原を

抽出した。 

 

４．研究成果 



 MSC 投与前後の aGVHD 患者 7例の PBMNC/血漿の凍結保存を行い、MSC 奏功例、非奏功

例において MSC 投与前、最終投与後の凍結 PBMNC を用いて、1 サンプル当たり 2000 個

の scRNA-seq を行った。これにより、8検体 15170 細胞生細胞シングルセルデータを取

得した。その後、未知の aGVHD 制御細胞集団の候補とその特徴的なトランスクリプトー

ムプロファイルを、治療前、MSC 療法無効例と比較した。これにより MSC 療法後に出現

した aGVHD 制御細胞集団のトランスクリプトームプロファイルから、治療反応バイオマ

ーカーの候補として特徴的な表面抗原として A、B を同定した。CASE3 での発現パター

ンを図で示す。赤色が濃いところが強い発現をもつ細胞である（図 1）。現在、当該コホ

ートでの細胞表面抗原の検証を、別法としてフローサイトメトリーでのタンパク発現に

て確認しているところである。 
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