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研究成果の概要（和文）：ヒト急性移植片対宿主病（GVHD）の皮膚浸潤T細胞に関する種々の解析を行い、以下
の結果を得た。急性GVHDが重症の場合、または治療抵抗性の場合、GVHD診断時の皮膚浸潤T細胞レパトアの偏り
は、そうでない場合と比べてより強かった。治療抵抗性となった急性GVHDの皮膚浸潤T細胞の多くは、GVHD診断
時の皮膚浸潤T細胞とは異なるクローンに置換されていた。患者・ドナーのペア血液を混合培養し、アロ反応性
ドナーT細胞クローンを決定したが、それらは実際に発症したGVHD皮膚組織中T細胞にはほとんど含まれていなか
った。

研究成果の概要（英文）：The T cell repertoire in the skin tissues with acute graft-versus-host 
disease (GVHD) was more skewed when acute GVHD was severe or refractory. The frequent T cell clones 
in the GVHD skin tissues with a treatment failure were different from those in the GVHD skin tissues
 at diagnosis. Mixed culture of peripheral blood mononuclear cells that were obtained from 
pre-transplant recipient and donor could not identify the GVHD-associated T cell clones in the GVHD 
skin tissues.

研究分野：血液内科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果はヒトの急性GVHDの病態解明に寄与するとともに、急性GVHDに対する新しい予防戦略、治療戦略の開
発基盤になるものと期待される。例えば、生検皮膚組織を用いて急性GVHDの病理診断を行う際、T細胞浸潤や組
織破壊の程度に加えて、TCRレパトアの偏りの強さも調べることで、GVHDの重症度をより正確に判定したり、そ
の後の治療反応性を予測したりすることができる可能性がある。このような研究成果は、移植成績の向上、難治
性血液疾患患者の予後改善につながるものと期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 同種造血幹細胞移植後の急性移植片対宿主病（GVHD）に対するステロイド一次治療の有効率はおよ
そ 6 割に留まる[引用文献①]。そして確立された二次治療法は未だない[引用文献②]。GVHD に対する
新しい予防戦略、治療戦略が求められている。急性 GVHD の発症機序は、ドナーT 細胞が患者抗原提示
細胞からアロ抗原刺激を受けて細胞傷害性 T 細胞となり、皮膚などの標的臓器に移動、浸潤し、組織
を傷害することで発症すると理解されている。ヒトの急性 GVHD においては、このアロ反応性ドナーT
細胞が GVHD 組織浸潤 T 細胞の過半数からときに 9 割以上を占めることもある[引用文献③]。しかし、
そのヒト急性 GVHD 組織浸潤 T細胞のレパトアの偏りと GVHD 重症度との関係や、レパトアが GVHD 治療
によりどう変化するのかなどはほとんど明らかにされていない。 
 ところで、ヒト急性 GVHD 組織に浸潤するアロ抗原反応性ドナーT細胞クローンを、GVHD 発症前に推
定することができれば、例えば末梢血中の T細胞をモニタリングするなどにより GVHD の発症を予測し
たり、GVHD 治療の効果を T 細胞応答の増減という別の指標で評価したりすることが可能になるかもし
れない。しかし造血幹細胞移植において、アロ抗原反応性ドナーT 細胞クローンを GVHD 発症前に推定
できるとの報告はまだない。 
 近年、次世代シークエンサー（NGS）の普及により、T細胞受容体（TCR）塩基配列を網羅的に決定す
ることが比較的容易に可能となった。腎移植領域においては、患者とドナーのリンパ球混合培養（MLR）
を行い、得られた分裂患者 T細胞の TCR VβCDR3 塩基配列を NGS で決定することで、移植腎の拒絶に
関与する T 細胞クローンを移植前に推定する試みが報告されている[引用文献④]。これらの手法を利
用しながら、ヒト急性 GVHD 組織（皮膚）浸潤 T細胞に関する以下の様々な解析を試みた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、ヒト急性 GVHD 皮膚組織浸潤 T細胞のレパトアの偏りと、GVHD 重症度や GVHD 治療反応
性などとの関連を明らかにする。GVHD 組織浸潤 T 細胞レパトアの GVHD 治療に伴う変化を明らかにす
る。GVHD 組織浸潤高頻度 T細胞クローンの移植前推定を試みる。 
 
３．研究の方法 
 急性 GVHD を発症した患者の末梢血や GVHD 皮膚組織、ならびにドナー末梢血などを採取し、それら
に含まれる T細胞の TCR 塩基配列を NGS により網羅的に決定した。具体的には、T細胞または末梢血単
核球（PBMC）から RNA を抽出し、SMARTer RACE cDNA Kit (Clontech)を用いて TCR VβcDNA を合成。
MiSeq(illumina)を用いて deep sequence（10 万 reads/sample）を行い、得られた FASTQ 形式ファイル
を IMGT-HighV-QUEST で解析した。 
 患者・ドナーの末梢血を共培養して、患者抗原に反応するドナーT細胞を同定した。具体的には、ド
ナーPBMC と 25Gy 照射患者 PBMC を異なる蛍光色素で標識後、IL-2 加で 7日間共培養、分裂したドナー
T 細胞分画を分離した。コントロールとして、25Gy 照射ドナーPBMC との共培養で分裂したドナーT 細
胞分画も分離した。それぞれの分画に含まれる T 細胞の TCR 塩基配列を NGS により決定し、サブトラ
クションすることにより患者抗原反応性ドナーT細胞クローンの TCR を決定した。 
 以上の T細胞解析結果と急性 GVHD の重症度や治療反応性などの臨床結果との関連を解析した。
 
４．研究成果 
（1）ヒト急性 GVHD 皮膚浸潤 T細胞レパトアの偏り 
 急性 GVHD を発症した患者から診断時（治療開始前）の GVHD
皮膚生検組織 29検体の提供を受け、それら組織に浸潤する T細
胞の TCR 塩基配列を NGS により決定した。次に、TCR レパトアの
偏り（Simpson's diversity index, 1/Ds）と GVHD 重症度（皮
膚 stage）との関係を解析した。皮膚 GVHD 重症度が高い程、1/Ds
は低下する（TCR レパトアの偏りは強くなる）傾向を認めた（図
1, P = 0.085）。 
 1/Ds と GVHD 治療反応性との関係を明らかにするため、対象
を stage 2 と 3 の皮膚 GVHD に限定した場合と、stage 3 のみに
限定した場合（図 2）の 2 通りで解析した。いずれの場合も GVHD 治療が無効に終わった症例で、治療
開始前の 1/Ds が有意に低値を示した（P = 0.028; P = 0.019）。因みに、患者年齢、移植前処置強度、
患者とドナーの HLA 適合度、移植細胞源の違いなどと 1/Ds との間に相関は認めなかった。 
 これらの結果から、皮膚生検組織を用いて急性 GVHD の病理診断を行う際、浸潤している T細胞レパ
トアの偏りの強さも調べることで、GVHD の重症度をより正確に判定したり、その後の治療反応性を予
測したりすることができる可能性が示唆された。 
 
（2）ヒト急性 GVHD 皮膚浸潤 T細胞レパトアの治療に伴う変化 



 

 

 皮膚急性GVHDを発症した患
者 3名から、複数回の GVHD 皮
膚生検組織の提供を受けた。
うち 1 例の臨床経過と TCR 解
析結果を図に示す（図 3）。 
 本患者は、非血縁ドナーか
ら末梢血幹細胞移植を受けた
後、10 日目に皮疹を呈した。
移植後18日目に1回目の皮膚
生検を行い、急性 GVHD との病
理診断を得た。タクロリムス
増量および外用剤を投与する
ことで皮疹は一旦消退傾向と
なったが、その後再び増悪。ス
テロイド全身投与を行い、2回
目の皮膚生検を実施した。 
 2 つの GVHD 皮膚生検組織に浸潤している T細胞の TCR 塩基配列を NGS により決定し、各 TRBV family
の割合を解析した。1回目の生検皮膚と 2回目の生検皮膚とで TRBV family の分布が異なることが分か
った（図 3、下段左右の円グラフ）。また、2回の生検皮膚のいずれかにおいて比較的高頻度（頻度 1%
以上）を示した TCR の頻度を確認すると、1 回目の GVHD 皮膚で比較的高頻度を示した T 細胞クローン
の多くは 2 回目の GVHD 皮膚では頻度が低下しており、逆に 2 回目の GVHD 皮膚で比較的高頻度を示し
た T 細胞クローンの多くは 1 回目の GVHD 皮膚では頻度が低かった（図 3、下段中央）。他の 2 例の解
析においてもほぼ同様の結果を得た。 
 これらの結果から、急性 GVHD 発症時の皮膚組織で優勢だった T細胞クローン（GVHD 発症に関わった
であろう T細胞クローン）は、その後 GVHD 治療が進むに従って消失していくが、今度は別の T細胞ク
ローンが優勢となり GVHD の再燃あるいは増悪を招くのではないか、と推察された。 
 
（3）MLR を用いた急性 GVHD 関連 T細胞の移植前推定 
 移植前患者末梢血とドナー末梢血からPBMCを分離しMLR
を行った（図 4）。そして患者 PBMC の刺激により分裂した
ドナーT 細胞分画と、ドナーPBMC の刺激により分裂したド
ナーT細胞分画（コントロール）の TCR 塩基配列を決定し、
それらの違いに着目してアロ抗原反応性 T 細胞クローンを
決定した。4 名の患者が実際に移植後急性 GVHD を発症し
た。その 4名の MLR において、それぞれ 228、221、261、73
種類のアロ抗原反応性ドナーT 細胞が決定された。一方、
発症した急性 GVHD 皮膚生検組織に浸潤していた T 細胞の
TCR 塩基配列を網羅的に決定し、MLR で同定したアロ抗原反
応性ドナーT 細胞クローンの GVHD 組織における頻度を確認した。予想に反して 228、221、261、73 種
類の T細胞クローンの中で、GVHD 組織に高頻度に浸潤しているクローンはなかった。 
 上記 4 名の患者はいずれも HLA 一致ドナーから移植を受けていた。それ故、GVHD 皮膚組織に浸潤し
ていたアロ抗原反応性ドナーT細胞は、主として患者の皮膚組織で高発現しているマイナー組織適合抗
原特異的だったと考えられる。しかし、MLR は患者血液細胞と共培養するため、血液細胞で高発現して
いるマイナー組織適合抗原特異的なドナーT細胞を分離してしまった可能性がある。そこで、患者の移
植前生検皮膚組織とドナーPBMC を共培養し、その培養皮膚組織から PBMC を抽出、TCR 塩基配列を決定
した。するとある移植患者の急性 GVHD 皮膚浸潤 T細胞中の高頻度クローン 1位（7.1%）、2位（5.4%）、
3 位（4.4%）は、移植前の患者皮膚とドナーPBMC の共培養で同定されたそれぞれ頻度 1位（8.2%）、5
位（4.4%）、2位（7.3%）の T細胞クローンと一致していた。 
 以上より、移植前患者皮膚とドナーPBMC を共培養することで、移植後急性 GVHD 皮膚組織に高頻度に
浸潤する T細胞クローン（GVHD 責任 T細胞クローンと考えられる）を推定できる可能性が示唆された。 
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