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研究成果の概要（和文）：同種造血幹細胞移植後難治性 CMV 感染における CD8 陽性 CMV 特異的 T

細胞の機能低下への抑制性受容体 PD-1 の関与が明らかとなった。CD33 陽性接着細胞が産生す

る IL−6 が PD—１の発現を調節し、接着細胞表面上の PD-1 リガンドと T細胞上の PD-1 が結合す

ることで抗原特異的 T 細胞の増殖を低下させている可能性が示唆された。CMV 持続感染患者で

は血清中 IL-6 が有意に高く、IL-6 が移植後 CMV 持続感染の有用なバイオマーカーとなる可能

性がある。 

 
研究成果の概要（英文）：PD-1 was associated with exhaustion of CMV-specific CD8+ T cells 
in persistent CMV infection after allogeneic hematopoietic stem cell transplantation. 
It was suggested that CD33+ adherent cells produced IL-6 and regulated PD-1 expression 
and growth of CMV-specific CD8+ T cells through cell-to-cell contact. Serum from patients 
with persistent CMV infection showed a significantly higher IL-6 level and IL-6 may be 
useful for a biomarker of persistent CMV infection. 
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１．研究開始当初の背景 
（１）サイトメガロウイルス(CMV)やエプス
タインバールウイルス(EBV)などのヘルペス
属ウイルスは、ほとんどの成人において既感
染であるものの、健常人では自己の免疫力に
よってウイルスの活性化が制御され、感染症
を起こすことはほとんどない。しかし、同種
造血幹細胞移植後などの高度な免疫不全状
態では、致死的な感染症となることもある。 
 同種造血幹細胞移植後に最も高頻度に合

併する CMV 感染は、肺炎・胃腸炎・網膜炎・
肝炎など多彩な臨床症状を呈する。近年、CMV
アンチゲネミアなどによる感染モニタリン
グや抗ウイルス剤であるガンシクロビルの
早期投与により、致死的な CMV 感染症は減少
してきている。しかし、薬剤耐性ウイルスな
どの問題があり、CMV 感染症は現在も、移植
後の克服すべき課題である。 
 ウイルス排除には宿主の免疫能が重要で
あり、欧米においては、移植後 CMV 感染症治
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療および予防に、CMV 特異的細胞傷害性 T 細
胞(CTL)輸注療法が行われ、その有用性が報
告されている。研究代表者が所属する研究機
関において、「同種造血幹細胞移植後におい
て生じる難治性 CMV 感染症に対する CMV 抗原
特異的 CTLを用いた治療の安全性に関する臨
床第Ⅰ相試験」(試験 ID:UMIN000001749)を実
施している。この治療法を行うには、ドナー
末梢血単核球から CMV 特異的 CTL を樹立する
必要があり、感染が持続してから CTL 樹立を
開始していては、CTL 増幅中に感染が重症化
する恐れがあるため、本研究を通じて、難治
性 CMV 感染症の予測因子を明らかにし、早期
に CMV 特異的 CTL の準備を開始し、感染症が
致死的となることを防ぐことに繋げたい。 
（２）CMV 持続感染の原因解明には、CMV 特
異的 T細胞の機能低下のメカニズムを検討す
る必要がある。Programmed death 1 (PD-1)
や cytotoxic T-lymphocyte antigen 4 
(CTLA-4)は、T 細胞の活性化を抑制する分子
(免疫抑制受容体)として知られている。これ
らの免疫抑制受容体と慢性ウイルス感染時
の T cell exhaustion との関連についての報
告 が な さ れ て い る (Naure. 2006; 439: 
682-687, Immunity 2007; 27: 670-684)。
Blackburn SD ら は 、 マ ウ ス に お け る
lymphocytic choriomeningitis virus (LCMV)
慢性感染時の T cell exhaustion に対する、
複数の免疫抑制性受容体の関与について検
討し、特に、PD-1 が重要な働きをしているこ
とを報告している(Nat. Immunol.2009; 10: 
29-37)。ヒトにおいては、HIV 感染と HIV 特
異的 T 細胞上の PD-1 高発現との関連が示さ
れており、PD−１とそのリガンドとの結合を
阻害することにより HIV 特異的 T細胞の機能
回復が得られ、治療への可能性が報告されて
いる(Nature. 2006;443:350-354, Nat Med. 
2006;12:1198-1202,Blood.2007;109:4671-4
678)。しかしながら、HIV 以外のヒトへのウ
イルス感染と PD-1 との関連を詳細に検討し
た報告はない。そこで、CMV などのウイルス
特異的 T細胞における免疫抑制受容体発現と
T 細胞機能を検討することで、ウイルス持続
感染のメカニズム解明や持続感染を予測す
る因子の同定に繋がる可能性がある。 
 
２．研究の目的 
免疫不全状態、特に、同種造血幹細胞移植後
の CMV や EBV などのウイルス感染に対して、
ウイルス特異的 T細胞の機能低下のメカニズ
ムを解明し、その機能回復の方法を明らかに
することで、細胞療法への応用の可能性を探
ることを目的とする。 
（１）経時的なウイルス量変化とウイルス特
異的 T細胞上の免疫抑制受容体などの発現を
検討することにより、ウイルス持続感染を予
測する因子を明らかにする。 

（２）ウイルス持続感染時にウイルス特異的
T 細胞の反応性が低下するメカニズムを、T
細胞表面上の免疫抑制受容体発現と T細胞機
能を解析することにより明らかにする。 
（３）免疫抑制受容体とそのリガンドとの結
合を阻害することなどにより、ウイルス特異
的 T細胞の機能が回復することを明らかにす
る。 
 
３．研究の方法 
（１）同種造血幹細胞移植後の CMV 感染と末
梢血中 CMV 抗原特異的 T細胞の検討：同種造
血幹細胞移植後の末梢血中ウイルス量変化
を、リアルタイム PCR 定量法により、経時的
にモニタリングした。末梢血単核中（PBMC）
の CMV 抗原特異的 CD8 陽性 T 細胞の頻度を、
MHC テトラマー法を用いて、フローサイトメ
トリーで解析した。抗原特異的 CD8 陽性 CTL
とともに、ウイルス抗原を認識する CD4 陽性
細胞もサイトカイン産生などを介して、ウイ
ルス排除にとって重要であるため、CMV 抗原
特異的 CD4 陽性 T細胞も検出するために、T
細胞の標的となる CMV pp65 タンパク質すべ
てをカバーするように設計された、主として
11 アミノ酸ずつオーバーラップしている
15-mer のペプチドからなる Peptivator ペプ
チドプール(Miltenyi Biotec)を用いた。
Peptivator ペプチドプールにより末梢血単
核球を 4時間刺激後に、IFN-γ secretion 
assay にて、ウイルスを認識する全ての T細
胞を検出した。 
（２）ウイルス特異的 T細胞上の免疫抑制受
容体発現と機能解析：PBMC 中のウイルス特異
的 T細胞表面上の PD-1 の発現をフローサイ
トメトリーにより検討した。通常、ウイルス
抗原特異的 T細胞の頻度は非常に低く、少な
い細胞での機能解析は困難であるため、IL-2
存在下で PBMC をエピトープペプチド
（QYDPVAALF）で刺激し、14 日間培養するこ
とで、CMV 抗原特異的 T細胞を増殖させ、そ
の T細胞上の免疫抑制受容体の発現を検討し
た。さらに、それらの細胞の増殖能、cytokine 
secretion assay によるサイトカイン産生能
などの機能解析を行った。 
（３）サイトカイン測定：血清および培養上
清中のサイトカイン（IL-4, IL-6, IL-10, 
IL-12p70, IL-17A, IL21, TNF, IFNγ, TGF-
βを Cytometric Bead Array each flex set 
(BD Biosciences)により測定した。 
 
４．研究成果 
（１）移植後難治性 CMV 感染を合併した患者
PBMC を用いて、CMV 持続感染のメカニズムを
検討した。CMV 感染にも関わらず CMV pp65
に反応してIFN-γを産生するCD8陽性T細胞
は、健常人から得られたコントロール PBMC
と比べて少なかった。CMV エピトープペプチ



 

 

ド（QYDPVAALF）での 14 日間刺激後の CMV 抗
原特異的 T 細胞は、患者 PBMC から樹立した
場合、コントロール PBMC と比べて増殖が不
良であり、その細胞表面上の PD-1 が高発現
していた。抗 PD-L1 抗体を用いて PD-1/PD-L1 
pathway をブロックすると、患者 PBMC からの
CMV 抗原特異的 T 細胞の増殖は改善した。以
上の結果から、移植後難治性 CMV 感染を合併
した患者における CD8 陽性 CMV 特異的 T細胞
は機能が低下しており、その機能低下には抑
制性受容体である PD-1 が関与していること
が明らかとなった。 
（２）患者血清または健常人から得られたコ
ントロール血清を培養液に加えて CMV特異的
T 細胞を誘導したところ、コントロール血清
を用いた場合、患者 PBMC からの CMV 特異的 T
細胞の増殖が改善し、さらに PD-1 発現も低
下した。このことから、患者血清中に PD-1
発現を調節する因子が存在することが示唆
された。そこで、PD-1 発現を調節する因子の
同定を試みた。患者と健常人の血清中サイト
カインを測定したところ、抑制性サイトカイ
ンである IL-10 と TGF-βは高くなく、IL-6
が患者で高かった。さらに、患者と健常人の
PBMCおよび血清を用いてCMV特異的T細胞を
誘導した際に、増殖が不良となるにつれて培
養液中の IL-6 濃度が高くなり、CMV 特異的 T
細胞の PD-1 も高発現となった（図１）。 
 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
そして、抗 IL-6 受容体抗体を用いて、IL-6
と IL-6 受容体の伝達経路を阻害したところ
CMV 特異的 T 細胞の増殖が改善した。以上よ
り、IL−6 が PD-1 を介した T 細胞機能低下に
関与していることが示唆された。 
 また、CMV 持続感染患者では、コントロー
ル良好な CMV 感染患者や健常人と比較して
IL-6 は有意に高いことが示された（図２）。
IL-6が移植後CMV持続感染の有用なバイオマ
ーカーとなる可能性がある。 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

（３）IL－6の PD-1 を介した T細胞機能低下
への関与が示唆されたため、そのメカニズム
について検討した。CD33陽性接着細胞が IL-6
を産生し、その IL-6 が接着細胞をさらに増
殖させ、その接着細胞上の PD-1 リガンドと
T細胞上のPD-1が結合することで抗原特異的
T 細胞の増殖を低下させている可能性が示唆
された。CD33 陽性接着細胞を除去することに
より、抗原特異的 T細胞の増殖効率を改善さ
せ、CMV 抗原に限らず、他のウイルス抗原や
腫瘍抗原に対する細胞療法の発展に寄与す
るものと考える。 
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