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研究成果の概要（和文）：白血病細胞及び白血病細胞由来樹状細胞に発現している GITRL は， T
細胞上の GITR と結合することによって，腫瘍関連抗原である CDK2 に特異的な細胞傷害性 T細
胞(CTL)の誘導を阻害し，CTL 活性も抑制した．また，GITR/GITRL 結合によって白血病細胞内で
はインドールアミン酸素添加酵素が活性化され，細胞外に分泌されるキヌレニンによっても T
細胞の活性化が抑制された．臍帯血移植後に，CDK2 ペプチドワクチンと伴に抗 GITR 抗体，あ
るいは IDO 阻害剤を同時に投与することによって，CDK2 特異的 CTL が効果的に誘導され，白血
病再発を予防出来る可能性が示唆された． 
 
研究成果の概要（英文）：The expression of GITRL was observed both on leukemic cells and 
leukemic dendritic cells. The binding of GITRL to GITR on T cells inhibited induction 
of CDK2, one of the leukemia-associated antigens, -specific cytotoxic T cells (CTL) and 
restrained CTL activity. The GITR/GITRL interaction also increased indoleamine 2, 
3-dioxygenase (IDO) activity even in leukemic cells and inducing kynurenine secretion 
from leukemic cells. The administration of anti-IDO agents or anti-GITRL blocking Abs 
combined with CDK2 vaccination may therefore effectively induce CDK2-specific CTLs in 
unrelated cord blood transplantation recipients. 
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１．研究開始当初の背景 
 同種造血幹細胞移植 (allogeneic stem 
cell transplantation: allo-SCT)によって
白血病患者の多くを根治させることが可能
となった．Allo-SCT 後に白血病を治癒させる
ためには，白血病細胞上に発現している抗原
をドナー由来 T細胞が認識して免疫学的に白

血病細胞を排除する効果，いわゆる移植片対
白血病（graft versus leukemia: GVL）が重
要である．一方，ドナー由来の T細胞が患者
の正常組織を障害する同種免疫反応が移植
片対宿主病（graft versus host disease: 
GVHD）であるが，allo-SCT の成績を向上させ
るためには白血病細胞に特異的なドナー由
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来の免疫を誘導する方法を開発して GVL効果
と GVHD を分離しなければならない． 
 血 縁 者 に 主 要 組 織 適 合 抗 原 (human 
leukocyte antigen: HLA)適合ドナーが得ら
れない場合の代替幹細胞ソースとして臍帯
血が選択される機会が近年増加している．臍
帯 血 移 植 (umbilical cord blood 
transplantation: UCBT)の最大の特徴は，HLA
不適合移植であっても急性 GVHD の発症頻度
が低く，発症しても重症化しにくいことであ
る．この理由として臍帯血中の T 細胞の 99%
がナイーブ T細胞であり，健常人末梢血中の
ナイーブT細胞に比べて増殖活性とIL-2，IFN
γ等の炎症性サイトカイン産生能が低いた
めと考えられている．その結果 UCBT 後には
抗原特異的な免疫が誘導されにくい可能性
があるが，一方で UCBT 後 43％の例では骨髄
移植や末梢血幹細胞移植後と同様に移植後 4
週から 100 日までにヘルペス・ウイルスに対
する特異的な細胞傷害性 T細胞（cytotoxic T 
cell: CTL）が誘導され，その様な例では白
血病の再発リスクが有意に低下しているこ
とから，移植された臍帯血のナイーブ T細胞
中 に 存 し て い る 腫 瘍 関 連 抗 原
（tumor-associated antigens: TAAs）特異
的 CTL の前駆細胞が、移植後 T細胞の恒常性
維持増殖（homeostatic proliferation）や
ウイルス感染を契機に増殖することによっ
て GVL効果が誘導されている可能性も示唆さ
れている．したがって，非特異的な同種免疫
が起こりにくい UCBT 患者では移植後積極的
に TAAs ペプチドをワクチンすることによっ
て，GVHD のリスクを高めることなく臍帯血中
のナイーヴ T細胞レパトアの中から効果的に
TAAs特異的CTLのみを増幅しGVL効果を高め
られる可能性がある． 
 TAAs の多くは腫瘍細胞が過剰発現してい
る自己抗原であり，有効な TAAs ワクチン療
法の開発には抗腫瘍免疫のメカニズムに基
づいた TAAs の同定が不可欠である．CTL の標
的抗原に対する反応のしやすさは機能的結
合性 (avidity)と呼ばれており，効率よく標
的細胞を傷害する CTL は high-avidity CTL
と定義される．自己抗原由来の TAAs に対す
る末梢の免疫寛容が不完全な個体では，自己
抗原由来の TAAs をワクチンすることによっ
て high-avidity CTL が容易に誘導され，抗
腫瘍免疫が発揮されやすいと考えられる．
Avidity を規定する最も重要な要因は抗原ペ
プチド/HLA 複合体と T 細胞レセプター(TCR)
の親和性 (affinity)である．CTL をペプチド
/MHC マルチマーでラベル後ペプチド/MHC マ
ルチマー蛍光強度の減衰時間を測定し，その
半減期(t1/2)を指標に TCR の affinity を評価
する手法 (multimer dissociation assay) 
により，これまでに我々は，白血病細胞が過
剰発現している CDK2(cyclin dependent 

kinase 2)細胞周期調節タンパク由来の 9mer
ペプチド(CDK215、CDK2178)がHLA-A*2402拘束性
TAAs であることを同定している．HLA 一致
allo-SCTドナーのCD8+ナイーヴT細胞から誘
導 し た CDK2 由 来 ペ プ チ ド 特 異 的
CTL(CDK2-CTL)は，患者白血病細胞と正常細
胞での CDK2 の発現量の差を認識して患者白
血病細胞のみを特異的に傷害することを確
認している．CDK2158/HLA-A24 マルチマーと
CDK2178/HLA-A24 マ ル チ マ ー を 用 い て ，
allo-SCT 後の CDK2 に対する免疫の誘導と，
GVL 効果、GVHD との関連性を 16 例の HLA-A24
陽性移植例を対象として検討したところ，移
植後寛解を維持している 11 例中 6 例で CDK2
に対する免疫の誘導が確認されたのに対し，
再発した 3 例では CDK2 に対する免疫が誘導
されなかった(p=0.09) ．CDK2-CTL は移植 2
年後の末梢血中にも認められたことから，メ
モリー機能を有していることが確認された．
また移植時血液学的に寛解で分子学的微小
残存病変(minimal residual disease: MRD)
が検出されていた 5 例は全例で CDK2 に対し
て免疫が誘導され 1例の再発もなかった．白
血病細胞由来樹状細胞（dendritic cell; DC）
は健常ドナーの T 細胞を刺激して CDK2-CTL
を誘導できることから，移植時に MRD が有る
例ではドナー由来のT細胞が腫瘍細胞由来DC
に プ ラ イ ミ ン グ さ れ る こ と で 移 植 後
high-avidity CDK2-CTLが効果的に誘導され，
残存する白血病を特異的に傷害することが
示唆された．GVHD の発症と CDK2 に対する免
疫の誘導には相関がみられず，移植後 CDK2
に対する免疫の誘導は GVL効果に特異的であ
った．以上のことから，新たに同定した TAAs
の一つ CDK2 由来ペプチドは GVL 効果の標的
抗原であることが確認された． 
 Avidity を規定する要因には，抗原ペプチ
ド/HLA 複合体と TCR の affinity の他に，抗
原提示細胞上に発現する CD86 などの補助刺
激リガンドと CTL上の補助刺激レセプターの
結合も関与する．補助刺激分子には，T 細胞
に正のシグナルを伝える活性型と，負のシグ
ナルを伝えて不応答状態(アナジー)を誘導す
る抑制型が知られているが，腫瘍細胞は活性
型補助刺激分子の発現低下や，PD-L1 などの
抑制性補助刺激分子を発現することによっ
て患者免疫からエスケープしていることが
報告されている．従って，UCBT 後効果的に
TAAs 特異的 CTL を誘導するためには，TAAs
ペプチドワクチンのみならず白血病細胞の
ドナー免疫監視機構からのエスケープ機序
を破綻させる必要がある． 
 
２．研究の目的 
 UCBT 後，白血病細胞がドナーの T細胞免疫
からエスケープしているメカニズム打破す
ると同時に，CDK2 由来ペプチドをワクチンと



 

 

して投与することによって，CDK2-CTL を効
果的に誘導し GVHD を起こすことなく移植後
再発を予防できるか否かを in vitro で検討
する． 
 
３．研究の方法 
 移植時に MRD が検出されていた例では，
CDK2-CTLが誘導され1例の再発もなかったこ
とから，移植時に残存する患者白血病細胞由
来樹状細胞(leukemic DC: LDC)のプライミン
グによって移植後ドナー由来 T 細胞から
high-avidity CDK2-CTL が誘導され，残存す
る白血病が特異的に傷害される，との仮説の
もとに以下の検討を行った． 
(1) LDC の検出; 18 例の白血病細胞患者
（CML-CP 4 例, AML-M0 1 例，AML-M1 1 例，
AML-M2 5 例，AML-M4 1 例，AML-M5 1 例, Ph+AML 
1 例，Ph+ALL 2 例，CMMoL 2 例）の診断時末
梢血と 5例の健常者末梢血中を用いて，CD14，
CD16 陰性，CD85k，CD33 陽性細胞として骨髄
系樹状細胞（myeloid DC: mDC）をフローサ
イトメトリーで検出すると，18 例中 4 例
(CML-CP，AML-M4，AML-M5, Ph+AML１例ずつ)
で健常者に比べて多くの mDC が検出された
[健常者 全白血球数の 0.01〜0.6%, 白血病
患者 2.13〜5.44%]．CML-CP と Ph+AML 例の末
梢 血 単 核 細 胞 (peripheral blood 
mononuclear cells: PBMCs)から CD1c マイク
ロビーズ用いて純化した mDC は，bcr/abl 融
合遺伝子に特異的なオリゴヌクレオチドプ
ローブを用いた FISH（fluorescence in situ 
hybridization）法にて Ph染色体が陽性であ
ったことから，白血病細胞由来であることが
確認された． 
(2) LDC による CDK2-CTL の誘導; HLA-A24 陽
性白血病細胞患者のPBMCsから純化後GM-CSF，
IL-4，TNFαで成熟分化させた LDC を抗原提
示細胞として，HLA-A24 陽性健常者および診
断時の患者末梢血ナイーヴCD8+T細胞を14日
間繰り返し刺激して培養し，2種類の CDK2 由
来ペプチド(CDK2158, CDK2178)特異的 CTL 誘導
の有無を，フローサイトメトリーを用いたペ
プチド/HLA ペンタマー (CDK2158/A24 ペンタ
マー，CDK2178/A24 ペンタマー)解析，及び IFN
γ secretion assay で検出した．HLA-A24 陽
性 AML-M4 患者由来の LDC との共培養前後で, 
同じ患者 CD8+T 細胞中にはペンタマー陽性細
胞が検出されなかったが, HLA-A24 陽性健常
者CD8+T細胞中には共培養後CDK2158/A24ペン
タマー，CDK2178/A24 ペンタマー陽性細胞がそ
れぞれ 2.3％, 5.7％検出された．健常者ナイ
ーヴ CD8+T 細胞から誘導された CTL は，ペプ
チドを添加していない HLA-A*2402 遺伝子導
入 T2 細胞(A24-T2)に反応して 0.5％のみが
IFNγを産生したのに対し，CDK2158，CDK2178

を添加したA24-T2にはそれぞれ2.3％，1.6％
が反応して IFNγを産生したことから，CTL

の抗原特異性が確認された． 
 
  一方，臍帯血由来 CD8+T 細胞からは
CDK2-CTL が誘導されなかったことから，LDC
が CTLのプライミングを阻害する抑制性補助
刺激分子を発現している，との仮説のもとに
以下の検討を行った． 
(3) GITR/GITRL 結合阻害による臍帯血由来
CD8+T細胞からCDK2-CTLの誘導; 成熟分化し
た AML-M4 由来 LDC には CD83，CD40 とも
(Glucocorticoid-induced TNFR-related 
protein)のリガンド(GITRL)がフローサイト
メトリーで検出された．LDC 刺激による
CDK2-CTLの誘導にLDC上のGITRLが与える影
響を検討するために，LDC 上の GITRL と CD8+T
細胞上の GITR との結合を阻害する抗 GITR 抗
体の添加の有無で，CDK2-CTL 誘導の変化を検
討したところ，抗 GITR 抗体を添加しなかっ
た場合に HLA-A24 陽性健常者ナイーヴ CD8+T
細胞を刺激後検出された CDK2158/A24 ペンタ
マー陽性細胞が 0.37％，CDK2178/A24 ペンタ
マー陽性細胞が 0.45％であったのに対し，抗
GITR 抗体を添加した場合陽性細胞はそれぞ
れ 1.17％，1.64％に増加したことから，
GITR-GITRL 結合阻害によって CDK2-CTL の誘
導増強が確認された．一方健常者の単球由来
DC 上には GITRL は検出されず，ペプチドをパ
ルスした GITRL 陰性単球由来 DC を抗原提示
細胞として HLA-A24 陽性健常者ナイーヴ
CD8+T細胞を刺激してCDK2-CTLを誘導する際
に，抗 GITR 抗体添加よる CTL 誘導増強効果
は認められなかった(CDK2158/A24 ペンタマー 
0.8% vs 0.77%,CDK2178/A24 ペンタマー 0.64% 
vs 0.76%)．同じ AML-M4 由来 LDC で HLA- 
A*2402 陽性 UCB 由来ナイーヴ CD8+T 細胞を抗
GITR 抗体の存在下で繰り返し刺激したとこ
ろ同程度に CDK2-CTL の誘導がペンタマー解
析で確認された (CDK2158;1.52% ， CDK2178; 
1.83%)．このことから，UCBT 後に抗 GITR 抗
体を投与してすることによって効果的に臍
帯血由来ナイーヴCD8+T細胞からCDK2-CTLを
誘導できる可能性が示唆された． 
 
 GITRL は LDC のみならず，白血病細胞上に
も高頻度(58.3％)に認められたことから， 
GITRLがCDK2-CTLのプライミングのみならず，
T細胞の活性化に与える影響を検討した． 
(4) sGITRL の検出; 7 例の AML 患者の診断時
血清と4例の健常人血清およびGITRL+単球性
白血病細胞株 THP-1 細胞上清中の可溶性
GITRL(soluble GITRL; sGITRL)を ELISA で検
出すると，AML患者の初診時血清および THP-1
細胞上清中には健常人血清に比べて高濃度
の sGITRL が 検 出 さ れ た [ 白 血 病 患 者
(0.10-0.76) ng/ml，THP-1 0.52 ng/ml，健
常人 0.31 0.21(0.14-0.25) ng/ml]． 
(5) sGITRL の T 細胞増殖活性に与える影響; 



 

 

健常人の PBMCsからマイクロビーズを用いて
純化した汎 T細胞，CD4+T 細胞，CD8+T 細胞の
抗 CD3/CD28 ビーズ刺激する際に sGITRL を含
む THP-1 細胞上清で培養すると，完全培地で
培養した場合に比べてそれぞれ 45.0％，
36.4％，34.2％ 増殖が抑制されたが，抗 GITR
抗体を添加して GITR/GITRL 結合を阻害する
と T細胞の増殖が回復することが CFSE assay
で確認された． 
(6) 白血病細胞由来GITRL+ exosomeの検出と
GITRL+ exosome の T 細胞増殖活性に与える影
響; 超遠心した THP-1 細胞の培養上清から
exosome を分離し，HLA class II マイクロビ
ーズとインキュベーションして HLA classII+ 

exosomeをビーズに飽和させた exosome/ビー
ズ複合体に GITRLの発現がフローサイトメト
リーで確認された．リン酸バッファーを用い
て exosome/ビーズ複合体から GITRL+ exosome
を溶出純化した. GITRL+ exosome は濃度依存
性に汎 T細胞，CD4+T 細胞，CD8+T 細胞の増殖
を抑制した(CFSE assay; 10μl exosome の増
殖抑制はそれぞれ 27.5%，54.1%，27.9%)．以
上の結果から， sGITRL や GITRL+ exosome と
してGITRL+白血病細胞から細胞外に放出され
た GITRL は， T 細胞表面上で GITR と結合し
て T細胞の活性化を抑制していることが明ら
かとなった． 
 
 GITRを含む TNFR スーパーファミリー分子
は，レセプターとリガンドの結合によって両
方向性にシグナル伝達されることが知られ
ており，GITRL を細胞表面に発現しているマ
ウス形質細胞様樹状細胞(plasmacytoid DC: 
pDC)では，GITR/GITRL 結合によって細胞内の
イ ン ド ー ル ア ミ ン 酸 素 添 加 酵 素 
(indoleamine 2,3-dioxygenase: IDO)活性が
上昇し，IDO 活性が高まった pDC によって
CD11chighDC の抗原提示能が低下して同種抗
原に対する寛容が誘導されることが報告さ
れている．また一部のAML患者の血清ではIDO
の基質であるトリプトファン (tryptophan; 
trp) と 代 謝 産 物 で あ る が キ ヌ レ ニ ン
(kynurenin; kyn)の比(trp/kyn)が低下して
おり，IFNγ刺激によって AML 細胞内の IDO
活性が亢進することが報告されている．そこ
で GITR /GITRL 結合が白血病細胞内での IDO
活性に与える影響を検討した． 
(7) GITR/GITRL 結合後の白血病細胞内 IDO
活性亢進による kyn 生成誘導．Try 代謝試験;
細胞内の IDOの代謝によって培養上清中に蓄
積する kyn を吸光光度法で測定し，培養上清
にトリクロロ酢酸を添加後混和遠心し，上清
にエールリッヒ試薬を加えてマイクロプレ
ート上で発色させ，マイクロプレートリーダ
ー(492nm)で 0-100μMの kyn で標準曲線をも
とに比色定量すると，sGITR-Fc を添加して細
胞表面上の GITRL と結合させた THP-1 の培養

4日目の上清中に kyn が検出された．この kyn
産 生 は ， sGITR-Fc と 伴 に IDO 抑 制 剤
(1-methyl tryptophan; 1-MT)を添加するこ
とによって抑制された(sGITR-Fc; 8.6μM，
GITR-Fc+1MT;1.0μM，p<0.05)． AML 患者 5
例の診断時白血病細胞に sGITR-Fc を添加し
て 3日間培養したところ，sGITR-Fc を添加し
なかった場合に比べて高濃度の kynが検出さ
れた(sGITR-Fc+; 2.1μM，GITR-Fc-;0.2μM). 
kyn は，汎 T 細胞，CD4+T 細胞，CD8+T 細胞の
増殖を濃度依存性に抑制した(100 μM kynの
増殖抑制はそれぞれ 24.5％ , 12.3％ , 
18.3％)ことから，GITR/GITRL 結合によって
白血病細胞内で IDO 活性が高まり，その結果
白血病細胞で trp が代謝され，細胞外に分泌
される kyn によって T細胞活性が抑制される
ことが明らかとなった． 
 
 最後に，CDK2158 をパルスした A24-T2 を抗
原提示細胞として，HLA-A24 陽性健常者末梢
血および臍帯血由来ナイーヴ CD8+T 細胞を繰
り返し刺激し誘導した CDK2158-CTL を用いて， 
白血病細胞上のGITRLがCDK2158-CTLの活性化
に与える影響を検討した． 
(8) CDK2+GITRL+骨髄性白血病細胞に対する
CDK2-CTL の細胞増殖活性; CDK2158-CTL と
CDK2+GITRL+骨髄性白血病細胞を共培養し，抗
GITR抗体添加によるCDK2158-CTL上のGITRと
白血病細胞上の GITRL との結合阻害が
CDK2158-CTL 増殖活性に与える影響を，ペンタ
マーを用いた CFSE assay で比較検討したと
ころ，CDK2+GITRL+骨髄性白血病細胞と５日間
共培養したCDK2158-CTLの分裂回数は1回であ
ったが，共培養の際に抗 GITR 抗体を添加す
ると分裂回数は 4回に増加した．1-MT を添加
することにより，分裂回数は 3回に増加した． 
(9) CDK2+GITRL+骨髄性白血病細胞に対する
CDK2-CTL の細胞増殖活性細胞増殖活性; 
CDK2158-CTL の CDK2+GITRL+骨髄性白血病細胞
に対する細胞傷害活性を IFNγ secretion 
assay で検討したところ，CDK2+GITRL+骨髄性
白血病細胞と共培養後，CDK2158-CTL の 5.3％
が IFNγ陽性であったが，共培養の際に抗
GITR抗体を添加することによって IFNγ陽性
細胞は 9.1％に増加した (CDK2158-CTL のみの
培養では IFNγ産生細胞は 2.2％)．以上の結
果から，GITR/GITRL 結合の阻害，および 
GITR/GITRL 結合の結果白血病細胞内で活性
が高まる IDOの働きを抑制することによって， 
臍帯血由来 CDK2158-CTL の CDK2+GITRL+白血病
細胞に対する細胞増殖活性，細胞障害活性を
増強出来ることが明らかとなった． 
 
４．研究成果 
 今回の検討により以下の事柄が明らかと
なった． 
(1) 移植後 CDK2-CTL が検出される機序とし



 

 

て，移植前に残存する LDC がドナーのナイー
ヴCD8+T細胞を刺激してCDK2-CTLを誘導する． 
(2) LDC は抑制性補助刺激分子の一つである
GITRL を発現しており，GITR/GITRL 結合が臍
帯血由来ナイーヴCD8+T細胞からCDK2-CTLの
誘導を抑制している． 
(3) 白血病細胞および LDC 由来 sGITRL，
GITRL+esoxome が T 細胞の活性を抑制する． 
(4) GITR/GITRL結合によって白血病細胞内で
IDO 活性が高まり，その結果白血病細胞内で
trp が代謝され，細胞外に分泌される kyn に
よって T細胞の活性が抑制される． 
(5) 臍帯血由来ナイーヴ CD8+T 細胞から誘導
した CDK2-CTL と GITRL+骨髄性白血病細胞を
共培養する際に抗 GITR 抗体，あるいは IDO
阻害剤を添加することによって，GITRL+骨髄
性白血病細胞に対する CDK2-CTL の細胞増殖
活性と細胞傷害性が増強する． 
 これらの結果から，UCBT 後に CDK2 ペプチ
ドをワクチンする際に抗 GITR 抗体，あるい
は IDO阻害剤を同時に投与することによって，
CDK2を標的としたGVL効果を効果的に誘導で
きることが示唆された．ワクチンの効果を増
強させるために白血病細胞のドナー免疫監
視機構からのエスケープ機序を破綻させ，抗
腫瘍免疫のメカニズムに基づいて抗原特異
的 CTL の avidity を指標に同定した TAAs を
ワクチンする試みは国内外ともに行われて
おらず独創性が高い．UCBT では移植される細
胞数は少なく，また乳幼児ドナーからのリン
パ球採取が困難であるため移植後再発に対
してドナーリンパ球輸注の様な受動免疫療
法は行えない．このため，再移植しか選択肢
のない移植後再発 UCBT 患者に，今回得られ
た知見をもとに CDK2 ペプチドワクチンの臨
床応用をすすめていくことによって，安全で
有効性が高いワクチン療法を開発できる可
能性がある． 
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