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研究成果の概要（和文）：90例の移植後患者末梢血液中EBV-DNA定量を行い、ATG血中濃度をELISA法により測定
し、EBV再活性化との関連を検討した。フローサイトメトリー法によりCD20陰性CD19陽性細胞の有無を同定し
た。当院で行っているEBV抗原特異的CTLを用いた臨床第I相試験で用いられているEBV抗原ペプチドは
HLA-A0201/0206,A2402拘束性であったが、HLA-A11拘束性ペプチドを合成し、新たにEBV特異的CTLとして培養可
能であった。第3者由来末梢血からEBV特異的CTLを培養し、移植後リツキシマブ抵抗性EB-LPDに投与する第Ｉ相
試験が再生医療新法に基づいて承認された。

研究成果の概要（英文）：We analyzed the relation of EBV reactivation and Anti-thymocyte globulin 
(ATG) blood concentration in 90 cases and revealed that EBV reactivation was significantly more in 
high ATG concentration group. We could successfully developed EBV specific CTLs from 3rd party 
donors using not only HLA A2402/A0201 peptides but also HLA-A11 restricted peptides. We started the 
phase 1 clinical trial of EBV specific CTL therapy from the 3rd party donors.

研究分野：血液学

キーワード： ＥＢウイルス　造血幹細胞移植　ＣＴＬ
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１． 研究開始当初の背景 
健 常 人 で は そ の 90 ％ に お い て
Epstein-Barr virus (EBV) の感染がみられ、
EBV に対する免疫が成立している。一方、造
血幹細胞移植後の免疫抑制状態にある患者
では EBV の再活性化による、EBV 関連リンパ
球増殖症(EB-LPD)を発症するが、連携研究者
の木村らと申請者のグループは、世界で初め
て定量 PCR 法による EBV 定量法を報告し
（Kimura H. Kojima S et al. JCM 1999）、
このEBV定量法を利用して抗ヒト胸腺グロブ
リン（ATG）の使用が造血細胞移植後 EB-LPD
発症の有意な危険因子であることなどを報
告している（Hoshino Y, Kimura H, Kojima S 
et al. BJH 2001）。EB-LPD はガンシクロビル
などの抗ウイルス剤に効果がないが、EBV が
B 細胞に感染しやすいことから、B 細胞に発
現する CD20 抗原に対するヒト化モノクロー
ナル抗体であるRituxanが臨床応用されてい
る。しかしながら、正常の B細胞も同時に傷
害してしまうため、免疫が正常化するまでに
数ヶ月を要するといった問題があり、また、
申請者は CD20 陰性 Rituxan 抵抗性 EB-LPD と
患者体内の EBV特異的 CTLの重要性を報告し
ている（Muramatsu H. Takahashi Y et al. IJH 
2010）。EBV は T 細胞や NK 細胞に感染するこ
とも報告されており、Rituxan 抵抗性 EB-LPD
は造血細胞移植後の致死的合併症として問
題となっている。 
造血幹細胞移植後に発症した CD20 陰性
EB-LPD や、T 細胞または NK 細胞に EBV が感
染して成立した EB-LPD では、ヒト抗 CD20 モ
ノクローナル抗体であるRituxanに抵抗性の
ため多くが致死的である。EB ウイルス特異的
CTL 療法は比較的安全に投与可能で、一定の
効果が期待できる（Melenhorst JJ, Leen AM 
et al. Blood 2010）。しかしながら体内にす
でに EBV 特異的 CTL が存在し、免疫抑制剤を
中止した症例でも効果が見られない場合が
あることはCTLからのエスケープメカニズム
の存在が推定される。効果が乏しく副作用で
ある GVHD の危険が相対的に高くなるため、
CTL の効果発現に影響を及ぼす因子の同定は
患者に不適切な治療を避ける意味で重要で
ある。 
また、現在行っている臨床試験では
HLA-A0201/0206,A2402 を持たない患者さん
は適応とならないため、上記以外の HLA 拘束
性ペプチドの同定と臨床応用はより多くの
患者さんに適応となるために重要である。本
研究は、造血幹細胞移植後の致死的な EB-LPD
に対する EB 特異的 CTL 療法の最適化を通じ
て、他のウイルス感染に対する CTL 療法の開
発・最適化にもつながるものと期待できる。 
 
２．研究の目的 
欧米においてはすでに骨髄移植後EBV関連
リンパ球増殖症に対し、EBV 抗原特異的 CTL
による予防、治療が試みられており、研究協
力者である米国ベイラー医科大学の Leen ら

は、造血幹細胞移植ドナーおよび第三者から
培養したウイルス特異的CTL療法が造血幹細
胞移植後の EB-LPD を含む難治性ウイルス感
染の予防および治療に有用であることを報
告している（ Leen A.M. et al. Nature 
Medicine 2006, Blood 2009, Blood 2013）。
欧米におけるウイルス特異的CTLを用いた臨
床試験においては投与されたウイルス抗原
特異的 CTL により GVHD の副作用を起こす例
は限られており、その安全性が報告されてい
る（Melenhorst JJ, Leen AM et al. Blood 
2010）。一方、国内においては、これまで造
血幹細胞移植後にウイルス特異的CTL療法が
おこなわれた例はなかったが、申請者らは、
造血幹細胞移植後の抗ウイルス剤抵抗性サ
イトメガロウイルス（CMV）感染および EB-LPD
を対象としたウイルス抗原特異的CTLを用い
た臨床第 I相試験を開始し、我が国で初めて
造血細胞移植後にウイルス抗原特異的CTLを
投与している。すでに CMV 特異的 CTL の第 I
相試験が終了し、投与された 5 例全例で CTL
輸注に関連した重篤な副作用は認めず、5 例
中 4例に体内のウイルス特異的 CTLの増加が
観察され、5 例中 4 例に血液中からウイルス
DNA の消失が得られている。造血幹細胞移植
後に発症した EB-LPD に対しても 1 例で EBV
特異的CTLが投与され、体内のEBV特異的CTL
の増加と EBV-DNA の消失（図１）、PET/CT に
おいてEB-LPDの消失が得られている（図２）。 

 
 
このように、造血幹細胞移植後に免疫抑制
状態にある患者では Epstein-Barr virus 



(EBV)の再活性化により、EBV 関連リンパ球増
殖症(EB-LPD)を発症するが、CD20 陰性 B細胞
や、T細胞または NK 細胞に EBV が感染して成
立した EB-LPD では、ヒト抗 CD20 モノクロー
ナル抗体であるRituxanに抵抗性で多くが致
死的である。我々は、「同種造血幹細胞移植
後において生じるEBV関連リンパ球増殖症に
対する EBV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」を実施し、我
が国で初めて造血細胞移植後 EB-LPD に EBV
抗原特異的CTLを投与し効果を観察している。
しかしながら、移植ドナーからウイルス特異
的 CTL を培養する場合に、骨髄バンクドナー
からはあらかじめ培養しておくことができ
ず、治療が間に合わない場合や、臍帯血移植
ドナーからは培養できない。今回、患者体内
の EBV-DNA 定量、ATG 血中濃度、EBV 特異的
CTL の有無、EB-LPD 組織における HLA 欠失、
EBV 抗原欠失などの因子による CTL 療法の最
適化および第３者由来ウイルス特異的CTL療
法の第 I相臨床研究を立案した。 
 
３．研究の方法 
（１）造血幹細胞移植後に EBV 再活性化およ
びウイルス特異的 CTL 体内動態の観察： 
名古屋大学病院小児科ではこれまで約 90 例
の移植後の患者末梢血液中において EBV-DNA
定量を行っており、ATG 使用例において Day
７、Day14、Day28 の保存血清中の ATG 血中濃
度を ELISA 法により測定し、EBV 再活性化と
の関連を検討する。また EBV 再活性の新規症
例においては、Rituxan 投与前後にフローサ
イトメトリー法による末梢血中のリンパ球
サブセットの解析を行い、CD20 陰性 CD19 陽
性細胞の有無を同定する。Rituxan 投与後に
EBV-DNA 増加症例においては、EBER に対する
プローブを用いたフローサイトメトリー
FISH 法を用いて EBV 感染細胞の同定を行い
（Kimura H, Kojima S. et al.JID 2009）、
EBV 特異的 CTL テトラマー染色により患者体
内の EBV 特異的 CTL のモニタリングを行う
（Muramatsu H. Takahashi Y et al. IJH 2010）。
これらの因子が EB-LPD の発症予測、および
治療の有効性予測に有用であるかどうかを
明らかにする。 
（２）EBV 特異的 CTL 存在下で発症する
EB-LPD におけるエスケープメカニズムの検
討：造血幹細胞移植後に体内にEBV特異的CTL
が存在しながら免疫抑制剤を中止しても
EB-LPD が縮小しない 2 例を経験しており、
EB-LPDと診断されたリンパ節生検からDNAを
抽出し、HLA をタイピングし、HLA-LOH につ
いて同定し、SNP アレイ法により HLA をコー
ドする 6 番染色体短腕上の Uniparental 
disomy（UPD）について検討する（Villalobos, 
I.B., Takahashi Y. et al. Blood  2010）。
HLA欠失のない症例ではLMP2,EBNA3A,EBNA3B
といった EBV 抗原発現について RT-PCR 法を
用いて検討する。 
（３）HLA-A0201/0206,A2402 以外の HLA 拘

束性 EBV 抗原ペプチドによる対象 HLA の拡
大：当院で行っている「同種造血幹細胞移植
後において生じるEBV関連リンパ球増殖症に
対する EBV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」で用いられて
い る EBV 抗 原 ペ プ チ ド は
HLA-A0201/0206,A2402 拘束性であるため、日
本人で頻度の高い HLA-A3,A11 における HLA
拘束性ペプチドを既に報告されたペプチド
または、抗原タンパクのアミノ酸配列から候
補ペプチドを合成し、CTL 培養とその機能解
析を検討する。 
（４）移植後 Rituxan 抵抗性 EB-LPD に対
する第３者由来 EBV 特異的 CTL の第 I相試
験を再生医療新法に基づいて申し、承認を
得て開始する。 
 
４．研究成果 
（１）造血幹細胞移植後に EBV 再活性化およ
びウイルス特異的 CTL 体内動態の観察 
90例以上の移植後患者末梢血液中EBV-DNA
定量を行い、ATG 血中濃度を ELISA 法により
測定し、EBV 再活性化との関連を検討した。
また EBV 再活性の新規症例においては、
Rituxan 投与前後にフローサイトメトリー法
による末梢血中のリンパ球サブセットの解
析を行い、CD20 陰性 CD19 陽性細胞の有無を
同定した。Rituxan 投与後に EBV-DNA 増加症
例においては、EBER に対するプローブを用い
たフローサイトメトリーFISH法を用いてEBV
感染細胞の同定、EBV 特異的 CTL テトラマー
染色により EBV特異的 CTLのモニタリングが
可能となった。 
（２）EBV 特異的 CTL 存在下で発症する
EB-LPD におけるエスケープメカニズムの検
討 
造血幹細胞移植後に体内に EBV 特異的 CTL
が存在しながら免疫抑制剤を中止しても
EB-LPD が縮小しない症例を経験し、
LMP2,EBNA3A,EBNA3BといったEBV抗原発現に
ついて発現が消失していることを確認した。
（亀井、高橋ら、日本血液学会東海地方会、
名古屋、2015 年 5月 23 日報告した） 
（３）HLA-A0201/0206,A2402 以外の HLA 拘束
性 EBV 抗原ペプチドによる対象 HLA の拡大 
当院で行っている「同種造血幹細胞移植後
において生じるEBV関連リンパ球増殖症に対
する EBV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」で用いられてい
るEBV抗原ペプチドはHLA-A0201/0206,A2402
拘束性であるが、HLA-A11 拘束性ペプチドを
合成し、新たに EBV 特異的 CTL として培養可
能であった。 
（４）第 3 者由来末梢血から EBV 特異的 CTL
を培養し、凍結保存しておき、移植後リツキ
シマブ抵抗性 EB-LPD に投与する第Ｉ相試験
が再生医療新法に基づいて承認された。 
同種造血幹細胞移植後の抗ウイルス薬抵
抗性 CMV または EBV 感染に対して、第三者か
ら培養、調製した CMV または EBV 抗原特異的



CTL を用いた臨床第Ｉ相試験が再生医療新法
に基づいて申請、承認され、ボランティアド
ナーから CTL の培養、凍結保存、CTL バンク
の作成を行った。CMV 特異的 CTL を２例、EBV
特異的 CTL を１例登録し、実際に投与を行っ
た。 
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