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研究成果の概要（和文）：同種造血幹細胞移植後の慢性移植片対宿主病（以下cGVHD）においては、その重症度
の個人差が大きいことから、GVHD予測因子の同定や新規制御法の開発が望まれている。本研究では、BH3 
profilingに高次元サイトメトリー法を併用することで、移植後のcGVHD制御細胞を包括的に解析し、IL-2療法の
有用性を明らかとした。

研究成果の概要（英文）：In chronic graft-versus-host disease (cGVHD) after allogeneic hematopoietic 
stem cell transplantation, individual differences in severity are large, so identification of GVHD 
predictive factors and development of a novel control method are desired.　
In this study, we comprehensively analyzed cGVHD regulatory cells after transplantation by using 
high-dimensional cytometry in combination with BH3 profiling and clarified the usefulness of IL-2 
therapy.

研究分野：血液腫瘍
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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 
同種造血幹細胞移植は難治性血液疾患の、根
治的治療が可能となる治療法である。近年の
感染予防や支持療法の発達に伴い、移植後早
期死亡率が低下し、長期生存患者が増えてい
る。しかしながら、移植後長期経過した後に、
慢性 Graft versus host disease（以下 cGVHD）
が発症し、皮膚や腸管、肝臓、肺といった様々
な臓器に自己免疫性疾患様の症状を呈する
ことが稀ではない。cGVHD の管理が不十分
の場合、QOL のみならず生命予後を損ねる。
したがって、移植時あるいは移植後長期経過
観察中の cGVHD 予測因子の同定と新規治療
法の開発が望まれているのが現状である。こ
れまで申請者らは慢性 GVHD の重症度と患
者における制御性 T 細胞数（Regulatory T 
cells：以下 Treg）が逆相関を示すことを報告
してきた（Murase K7th, et al, Sci Transl Med, 
2013）。しかしながら、Treg が減少する分子
機構が不明であった。この点を明らかとする
ために、内因性アポトーシス誘導蛋白の活性
部位である BH3（Bcl2 homology domain 3）領
域のペプチドを細胞に添加することにより
変化する、ミトコンドリア膜電位を測定する
BH3 profiling 法を導入し（Murase K1st. 
Haematologica, 2014）、Tregのアポトーシスの
起こり易い状態（Priming）を、Tcon（non-Treg 
CD4 conventional T cell）および CD8と比較解
析した。その結果、cGVHD患者において Treg
のprimingが亢進していることを明らかとし、
その分子機構として Bcl2 が関与しているこ
とを見出した。さらに申請者らは、健常人ド
ナー末梢血単核球から純化した Treg と Tcon
に対し、Bcl2 inhibitor （ABT-199）処理を行
うことで、前アポトーシス状態（priming）が
誘導しうるか検討した。その結果、Bcl2 
inhibitorにより、Tregの primingが亢進し、IL-2
を添加により Treg を刺激することで、
primingが改善することが明らかとなった。こ
れらの結果から、cGVHD 患者における Treg
数の低下は、Tregが前アポトーシス状態に陥
ることで惹起され、その分子機構として、BH3
関連分子を介したミトコンドリアの脱分極
が関与することが示された。また、細胞の
priming状態は、サイトカインなどの刺激によ
り解除できることをpreliminaryながら見出し
た。 
Tregと cGVHDが関連することは明らかとな
ったが、最近、cGVHD の制御細胞として、
Tregのみならず、CD8 Treg、T follicular helper 
cells (Tfh)、iNKT、B-regulatory cells（Breg）
といった免疫調節細胞が相次いで報告され
た。したがって、cGVHD の病態は、これま
で想定していたよりも複雑であると考えら
れる。この問題を解決するために、我々は
spanning tree progression analysis of 
density-normalized events (SPADE)による高次
元 cytometry data解析法を導入し、慢性GVHD
患者におけるリンパ球の包括的な解析を考
案した。従来のフローサイトメトリーの解析

法が 2次元の”gating”による主観的な selection
をかけて細分化するのに対し、SPADEにおい
ては、すべてのマーカー（最大 32 次元）の
同時解析が可能であり、同様の性質をもつ細
胞の小集団はバブル（円）の大きさで表現で
きる。 
Figure は Treg
を SPADE で
細分類した結
果であるが、
50 以上のバブ
ルに分類され、
樹系図により、
それを階層的
分類すること
が可能であっ
た。Tregだけでもこれまで知られていた以上
に、複雑な細胞集団であることが、preliminary
ながら明らかとされた。さらに、BH3 profiling
を導入することにより、どのバブルが
cGVHD 発症前後で前アポトーシス状態に陥
るか検討予定である。また、本法を用いるこ
とにより、Tregのみならず、CD8 Treg、Tfh、
iNKTおよび Bregを同時に包括的に解析可能
となる。この SPADE による解析を応用する
ことで、上記の細胞集団における BH3 
profiling の比較検討が可能になると想定され、
治療経過中の細胞集団の反応性が解析可能
と考えられる。 
 
２．研究の目的 
本研究では同種造血幹細胞移植後の患者か
ら末梢血単核球を分離し、経時的にフォロー
することで GVHD発症群、非発症群に層別化
を行い、BH3 profiling 併用高次元 cytometry 
data解析法により、前アポトーシス状態に陥
っているリンパ球集団を包括的に解析する。
リンパ球集団が同定された後は、上述の BcL2 
inhibitorにより前アポトーシス状態（priming）
が誘導できるか検討するとともに、priming
が IL-2などのサイトカイン類、で解除できる
か検討する。有望な priming 改善法の候補が
同定された後は、前臨床試験として、マウス
の cGVHDモデルを作成し、priming解除によ
る GVHD発症予防効果、発症後の治療効果が
認められるか解析する。 
 
３．研究の方法 
１）末梢血単核球における免疫制御細胞の同
定、および SPADE treeの作成 
ヒト末梢血単核球は健常人ドナー血液から
比重遠心法（Ficoll-Paque ; GE Healthcare）を
用いて分離する。分離した単核球を蛍光標識
された CD4抗体、CD25抗体、CD127抗体で
染色した後、既報に従い Tcon を CD4+ 
CD25negative-low CD127 medium-high、Treg
を CD4+CD25medium-high CD127 lowとそれ
ぞれを定義し同定する。Tregに関しては細胞
を eBioscience の fixation / permeabilization 
buffer を使用して固定および細胞透過処理を



行った後に細胞内転写因子である Foxp3抗体
で染色して同転写因子の発現を確認する。続
いて anti-CD8 抗体、 anti-CXCR5 抗体、
anti-ICOS抗体、anti-ICOSL抗体で染色した後、
既報に従い Tfh を CD4+ ICOS+ CXCR5+、
CD8 Tregを CD8+ ICOSL+ CXCR5+とそれぞ
れを定義し同定する。さらに anti-TCRVα24
抗体、TCRVβ11抗体、anti-CD3抗体で染色し
た後、既報に従い CD4- CD3+ TCRVα24+ 
TCRVβ11+を iNKT-cellと定義し同定する。そ
して anti-CD1d抗体、ant-CD5抗体、anti-CD19
抗 体 で 染 色 し た 後 、 既 報 に 従 い
CD1d(hi)CD5(+)CD19(hi)と Breg(B10)と定義
し同定する。上記の方法にて免疫制御細胞を
同定後、Fluidigm社の Cytobank softwareでデ
ータ解析を行い、免疫制御細胞をターゲット
とした SPADE treeを作成する。 
２）免疫制御細胞における BH3 profilingの検
討  
BH3 profilingに用いるペプチドは既報に従っ
て作成する（PNAS 2010）。分離した末梢血単
核球を細胞透過液（T-E液 ; Cell Death Differ 
2007）で細胞を懸濁して 12 サンプルに分注
する。分注したサンプルに 10 μMの BH3 ペ
プチド（Bim, Bid, Bad, Noxa, Puma, Bmf, 
HRK）をそれぞれ添加し、30分間ペプチドと
細胞との反応を行う。その後、最終濃度が 22.5 
μMとなるように TMRE（Invitrogen）を添加
する。TMRE 添加後さらに 30 分間反応させ
た後に SPADE treeを用いて、各種免疫制御細
胞における TMREのシグナルを PE – channel
にて検出する。溶媒である DMSO（Sigma）
を陰性コントロール、脱共液剤である FCCP
（Sigma）を陽性コントロールとし、次式に
て 各 ペ プ チ ド 投 与 時 の 脱 分 極 （ % 
Depolarization）を測定する。 
% Depolarization by peptide = 100 x [(Median 
PE of DMSO) − (Median PE of peptide)] / 
[(Median PE of DMSO) − (Median PE of 
FCCP)]. 
この% Depolarization がすなわち易アポトー
シスの状態である Priming を表している。こ
の結果から各免疫制御細胞がどのアポトー
シス関連タンパクによって細胞生存を規定
されているかを類推することが出来る。 
３）同種造血幹細胞移植後の患者血球による
検討  
患者末梢血単核球において、上記にて設定し
た条件で BH3 profilingを施行する。対象は移
植日から 180日以上が経過し、本研究に対す
る同意のとれた患者とする。4 週毎を目安に
患者末梢血単核球を採取し、免疫制御細胞の
Primingを検討する。対象患者で cGVHDを発
症した場合は治療前および cGVHD 治療後 1
週目、2 週目、4 週目の Priming を検討する。
これにより cGVHD 発症群、非発症群、そし
て治療後の免疫制御細胞における Priming の
変化を包括的に解析する。 
平成２８年度以降の研究計画 
４）in vitro における Priming 誘導および

Priming改善剤の検討  
上記平成 27 年度の検討によって同定された
免疫制御細胞集団を対象に、Priming 誘導お
よび Priming 改善剤の検討を行う。健常人ド
ナーから対象となる細胞群をセルソーター 
(BD FACSAria II Cell Sorter;BD Biosciences) 
を用いて分離し培養を行う。さらに Bcl2 
inhibitorである ABT-199を添加し、同細胞に
おける Priming が誘導されることを検討する。
その後、 Priming 改善剤の候補として
Recombinant human IL-2（Sci Transl Med, 2013）、
Cyclosporin、Tacrolimus（PLoS One 2014）、
mTOR 阻害剤（Immunol Lett, 2014）および
narrowband UVB（IJH 2014）を準備。これら
の各種治療強度および時間経過によって条
件を設定し、治療前後の BH3 Primingを比較
することで Priming 改善の至適条件を検討す
る。 
５）cGVHDマウスモデル作成、および Priming
改善剤の検討 
オスの B10.D2マウスをドナー、雌の BALB/c
マウスをレシピエントとする（８－１２週
齢）。骨髄細胞は anti-CD90.2 microbeads 
(Miltenyi Biotec)にて T細胞除去し、脾細胞は
anti-CD90.2 お よ び anti-B220 microbeads 
(Miltenyi Biotec)にて T細胞除去を行う。レシ
ピエントに前処置の全身放射線照射（800 
cGy）を行う。ドナーマウスから採取し T 細
胞除去した骨髄細胞（10 x 106個）と脾細胞
（5 x 106個）をレシピエントマウスへ移植す
る。コントロール群として、レシピエントと
同じ BALB/cマウスをドナーとし、同様に移
植を行う。cGVHD の評価は既報にある通り
cGVHD score(健常は 0点、1cm2以下で 1点、
1-2cm2で２点、2-5cm2で３点、5-10cm2で４
点、10-15cm2で５点、15-20cm2で６点、20cm2
以上で７点、尾は 0.4 点、耳と足は 0.3 点と
し、最低で 0、最高で 8点とする)およびを組
織学的な検討（hematoxylin and eosin染色、お
よび Masson’s trichrome 染色）も併用する
（blood 2013）。 
６）cGVHD マウスモデルにおける BH3 
profilingを使用した発症予測、および Priming
改善剤の検討 
上記 cGVHD マウスモデルにおいて、経時的
に末梢血での BH3 profilingを行う。これによ
り（３）にて推定した免疫制御細胞における
Primingの変化がcGVHDの発症予測に応用可
能かを検討する。さらに上記（４）にて検討
したPriming改善薬を使用することでcGVHD
の治療効果が得られるかを検討する。最終的
には BH3 profilingにて cGVHDの発症予測が
可能となった時点で、予防的に Priming 改善
薬を使用することで cGVHD の発症を未然に
防ぐことを目標とする。 
 
４．研究成果 
1) 末梢血単核球における免疫制御細胞の同
定、および SPADE treeの作成 
方法に示した通り、既報に従い各種抗体にて



免疫制御細胞を同定後、 Fluidigm 社の
Cytobank softwareでデータ解析を行い、免疫
制御細胞をターゲットとした SPADE tree を
作成した。図は CD4 Treg,, CD8 Tcell, B cellの
SPADE treeである。 

2) 免疫制御細胞における BH3 profiling検討 
方法に示した通り、各種細胞における BH3 
profilingを施行し、各種分画における priming
の差を検討した。図は Tregの細分画における
BH3 profilingである。 

3) 同種造血幹細胞移植後の患者血球による
検討 
患者末梢血単核球において、上記にて設定し
た条件で BH3 profilingを施行した。対象患者
で cGVHD を発症した場合は治療前および
cGVHD治療後1週目、2週目、4週目のPriming
を検討した。これにより cGVHD 発症群、非
発症群、そして治療後の免疫制御細胞におけ
る Priming の変化を解析した。その結果、
GVHD 発症患者で免疫制御細胞の BH3 
priming が高値となり、Apoptosis しやすい状
態であることが判明した。 
4) in vitroにおけるPriming誘導およびPriming
改善剤の検討 
免疫制御細胞集団を対象に、Priming 誘導お
よび Priming 改善剤の検討を行った。健常人
ドナーから対象となる細胞群をセルソータ
ーを用いて分離し ABT-199 添加により
Priming が誘導されることを確認した。その
後、Recombinant human IL-2、Cyclosporin、
Tacrolimus、mTOR 阻害剤および narrowband 
UVB の効果を検討したところ、Recombinant 
human IL-2にて Priming改善効果を認めた。 
5) cGVHDマウスモデル作成 
方法に示した通り、既報に従い cGVHD マウ
スモデルを作製した。 
6) cGVHD マウスモデルにおける BH3 
profiling を使用した発症予測、および
Recombinant human IL-2の検討 
上記 cGVHD マウスモデルにおいて、経時的
に末梢血での BH3 profilingを行った。その結
果、Tregの細分画にて、healthy donorと GVHD

状態、 IL-2 treatment 後で
Priming の変化を認めた。こ
れによりcGVHDの発症予測
に応用できる可能性が示唆
されcGVHDの改善も認めた。
今後も症例数を増やし、統計
学的な有意差が得られるか
どうかを検討したい。 
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