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研究成果の概要（和文）： 
再生不良性貧血患児および健常人末梢血単核球を分離し CD4,CD25,Foxp3 抗体をもちいたフロ
ーサイトメトリー法によって、治療前、IST 後、移植後の Treg 変化を検討した。小児再不貧患
者における治療前末消血中の CD4+/CD25+/FOXP3+制御性 T 細胞は正常対象者と比較して有意に
低く、また IST6 ヶ月後、SCT100 日以後において Treg は有意に回復していた。再生不良性貧血
患者における病態において Treg の関与が示唆された。 
研究成果の概要（英文）： 
We investigated the number of Tregs in children with alpastic anemia before and after IST 
or SCT. Fifty children with severe and very severe AA were enrolled in this study from 2007 
to 2010. Surface CD4, CD25 and intracellular FOXP3 expression were examined in 
peripheral blood mononuclear cells by 3-color flow cytometry. The number of 
CD4+CD25+FOXP3+ Tregs is significantly decreased in patients at diagnosis as compared 
with normal control. The number of Tregs were significantly increased either after IST or 
after SCT.  
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１．研究開始当初の背景 
再不貧はその重篤な生命予後から、小児に

おいては白血病と並ぶ代表的な血液難病で

ある。家族内に HLA 適合ドナーが得られない

患児に対しては、ATG による免疫抑制療法が

おこなわれている。わが国では、申請者が中

心となり、日本小児再生不良性治療研究会が

組織され、1992 年から、全国規模の前方視的

多施設共同研究がおこなわれている。

（ Kojima S et al, Blood96:2049,2000 ；

Kojima S et al, Blood100:786,2002； Kosaka 

Y, Kojima S et al,Blood 111: 

2008:1054,2008）. 小児再不貧患者において

は、その 60−70％が免疫抑制療法に反応する

ことから造血障害に免疫機序が関与すると

考えられる。しかし、申請者等が発見した再

不貧患者に特異的な自己抗体（Hirano N, 

Kojima S et al,Blood102:4567,2003, Hirano 

S, Kojima S et al, Br J 

Haematol128,221,2005）が、治療反応性を予

測できるか前方視的に検討したが予測因子
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にはなりえなかった。（Yoshida N,Kojima S et 

al, Br J Haematol 2008）. 免疫機序を介し

た再不貧は、造血幹細胞を標的とした自己免

疫疾患と考えられ、活性化した細胞障害性 T

細胞クローンの存在も証明されているが、な

ぜ活性化 T細胞クローンが出現するかについ

てはあきらかでない。骨髄間葉系幹細胞

（MSC）に T 細胞機能を抑制する作用がある

ことから、MSC の機能低下は T 細胞を活性化

する可能性が考えられる。そこで、再不貧患

者由来の MSC の T細胞機能の抑制効果を検討

したが健常人由来の骨髄 MSCと比較して免疫

抑制効果には差がみられなかった。（Xu Y, 

Kojima S et al, Int J Hematol89,126, 2009）. 

 Treg は生体のホメオスタシスを担っており、
その減少や機能の低下は自己免疫疾患を惹
起すると考えられている。マウスでは
CD8+CD122＋細胞に Treg機能があることが報
告され、（Rifa’I M, Suzuki H et al, J Exp 
Med200,1123,2004; Endharti AT, Suzuki H et 
al, J Immunol 175,7093,2005; Shi Z, Suzuki 
H et al. J Immunol 175,7093,2005; Shi Z, 
Suzuki H et al 124,121,2008） .マウス
CD8+CD122+Treg に相当するヒト Treg は不明
であるが、ヒト CD8T 細胞に IL-10 産生能を
有する制御性 T細胞分画が存在する。 

Treg の ex vivo での増幅方法は、すでに開
発されており、その減少や機能障害が再不貧
の病因に関与することが判明すれば、治療へ
の応用の道は開けている。 
 また、抗胸腺免疫グロブリン（ATG）は免疫
抑制剤として再不貧の治療におけるKey drug
であるが、T細胞を傷害するほか in vitro で
Treg を誘導することが報告され（FengX, et 
al ,Blood111, 3675, 2008; Ruzek MC et al, 
Blood111, 1726, 2008）、生体においても ATG
の効果を発揮するのに Treg が関与している
可能性がある。 
 
２．研究の目的 
免疫機序を介した再生不良性貧血(再不

貧)は、造血幹細胞を標的とした自己免疫疾
患と考えられ、活性化した細胞傷害性Ｔ細胞
クローンの存在も証明されているが、なぜ活
性化Ｔ細胞クローンが出現するかについて
は明かでない。 
 制御性Ｔ細胞(Treg)は生体のホメオスタ
シスを担っており、その減少や機能の低下は
自己免疫疾患を惹起すると考えられている。
CD4+CD25+Foxp3Treg について、いくつかの自
己免疫疾患において、数の減少や低下が報告
されている。Tr1 は Treg とは異なり、末梢に
おける suboptimal な抗原刺激や IL10 等のサ
イトカイン存在下で誘導され、特定の抗原を
認識して免疫抑制作用を発揮する。最近、CD8
陽性細胞にも CD4 陽性細胞に相当する Treg

が存在することが明らかになった。これら
Treg の ex vivo での増幅方法はすでに開発さ
れており、その減少や機能障害が再不貧の原
因に関与することが判明すれば、治療への応
用の道が開ける。本研究では、治療前後の再
不貧患者における Treg の動態を検討するこ
とで、Treg が再不貧の原因に関与しているか
を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1)再不貧患児および健常人コントロール
ににおける Treg 数の検討:CD4＋CD25＋
Foxp3+T 細胞：末梢血単核球を分離し
CD4,CD25,Foxp3抗体で3重染色しフローサイ
トメトリーで測定する。 
 (2)サイトカイン産生能：CD8Treg について
は各種サイトカインの産生がその指標にな
ることから、抗 CD3/CD28 イムノビーズ
（Invitrogen）で4日間刺激した後に、抗IL10、
INF-γ抗体を用いて細質内サイトカインを
染色し、フローサイトメトリーで測定する。 
 (3)抗胸腺免疫グロブリン（ATG）を含む免
疫抑制療法の前後において Treg の数、サイ
トカイン産生能の変化を測定し、治療効果と
の相関について検討する。 
 
４．研究成果 
(１）小児再生不良性貧血患者おける、治療
前、免疫抑制療法（IST）後、骨髄移植（SCT）
後における Treg の検討： 
名古屋大学小児科で 2007 年から 20010 年に
治療を行なった小児再生不良性貧血 50 人を
対 象 と し て 治 療 前 お よ び ウ マ 由 来
ATG(Lymphoglobulin®,Genzyme)による IST6
ヶ月後、SCT100 日以後の末梢血における
CD4+/CD25+/FOXP3+T 細胞の測定を行なった
（図１）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
小児再不貧患者における治療前末消血中の
CD4+/CD25+/FOXP3+ 制 御 性 T 細 胞 は
0.64±0.59%と正常対象者の 1.85±0.79% 
と比較して有意に低かった（p=0.0006）。ま
た IST6 ヶ月後、SCT100 日以後において Treg
は 1.36±1.01％（p=0.01）, 1.89±1.33％

図１：患者背景
AA at diagnosis:AA at diagnosis: n=21n=21

F/MF/M 10/1110/11
Median of ageMedian of age 9 (19 (1--14)14)

VSAAVSAA 1010
SAASAA 66
ModerateModerate 44

PostPost--hepatitishepatitis 11
IdiopathicIdiopathic 2020

AA postAA post--IST:IST: n=10n=10
F/MF/M 3/73/7
Median of ageMedian of age 19 (619 (6--22)22)
PostPost--hepatitishepatitis 11
ＩＩdiopathicdiopathic 99
Period between treatment and  studyPeriod between treatment and  study 15 months (615 months (6--29)29)

AA postAA post--transplanted group:transplanted group: n=19n=19
F/MF/M 7/127/12
Median of ageMedian of age 12 (412 (4--23)23)
IdiopathicIdiopathic 1919
Period between transplant and study Period between transplant and study 33 months (1133 months (11--52)52)



 

 

(p=0.0005) と有意に回復していた。(図２) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(２）研究期間中にわが国における再不貧の
治 療 に 用 い ら れ て い た ウ マ 由 来
ATG(Lymphoglobulin® ,Genzyme)の製造・供
給 が 中 止 さ れ 、 代 わ り に ウ サ ギ 由 来
（ Thymoglobulin®, Genzyme, Zetbulin®, 
Fresenius）が１st ライン治療に使用される
こととなった。ウマ ATG およびウサギ ATG が
Treg に及ぼす影響の差を検討する目的で、in 
vitro におけるウマ由来 ATG,ウサギ由来 ATG
のリンパ球における Tregの影響を検討した。 
（図３） 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
それぞれの製剤において Treg 増幅効果を認
める至適濃度(Lymphoglobulin: 2.5 μｇ/ml, 
Thymoglobulin: 0.05 μｇ/ml, Zetbulin: 50 
μｇ/ml)で検討したところ、いずれの製剤に
おいても 1 日めに最大の Treg 数の増加を認
めた。しかし、その効果は一過性で 1週間以
内に消失した。 
(３）IL-10 産生 CD8T 細胞測定法の検討： 
 マウスとヒトの両方で CD8Treg が IL-10 を
産生すること、IL-10 ノックアウトマウスに
おいては、CD8Treg による免疫抑制効果が失
われることから、CD8 陽性Ｔ細胞中の内在性
IL-10 陽性細胞の数は CD8Treg の数と相関す
ることが推測される。我々は、CD8Treg 数の
測定法として、末梢血単核球を CD3/CD28 磁

気ビーズを用いて刺激し、フローサイトメト
リー法を用いて内在性 IL-10 陽性 CD8Ｔ細胞
を同定する手技を確立した（図 4）。正常健常
成人においては IL-10 陽性 CD8Ｔ細胞は中央
値 5.1％（1.2-6.8%）であった。また IL-10
産生CD8T細胞の他に、IL-10産生CD4T細胞、
IFNg 産生エフェクターCD8T 細胞、IFNg 産生
エフェクターCD4T 細胞も同時に測定が可能
である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(４）ウサギ ATG による国際無作為割付前向
き臨床試験試験： 
製薬会社の供給中止により、わが国におけ

る再不貧に対する ISTはウマ由来からウサギ
由来 ATG が使用されることとなったが、１st
ライン治療としての適正量は明らかでない。 
小島が研究責任者として、重症および最重

症再生不良性貧血患者に対するウサギ抗胸
腺細胞グロブリン(サイモグロブリン・, 
Genzyme)前方視的ランダム化用量比較多施
設共同研究を日本、中国、韓国の血液内科、
小児血液腫瘍科との国際共同臨床試験とし
て倫理委員会で承認され平成 24 年度より開
始する。名古屋大学小児科は、事務局、中央
診断施設、ウイルス定量および Treg 同定の
中央検査施設として AA患者における Treg の
関与に関して附随研究を行う。 
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図３：Transient Expansion of Tregs induced by ATGs
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