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研究成果の概要（和文）： 

 同種造血幹細胞移植後の様々な免疫反応における、移植片中および移植後患者末梢血中 CD8

陽性 T 細胞の意義について解析した。（１）臍帯血移植後のナイーブ CD8 陽性 T 細胞の回復速

度は、骨髄移植後のそれと同等であること、（２）臍帯血移植後の拒絶には、残存している患者

由来 CD8 陽性 T 細胞が関与しうること、（３）HLA 不適合移植後患者体内では、不適合 HLA

特異的 CD8 陽性 T 細胞による強い免疫応答が発生するが、その HLA の発現量が低下もしくは

消失した白血病細胞分画が増殖することで再発に至ること、を全て実際のヒト移植で確認した。 

 
研究成果の概要（英文）： 
 We analyzed a significance of CD8-positive T lymphocytes in graft and recipient 
peripheral blood in the immunoresponse after allogeneic hematopoietic stem cell 
transplantation. We observed the followings: (1) recovery of naïve CD8-positive T 
lymphocytes after cord blood transplantation is comparable to that after bone marrow 
transplantation, (2) CD8-positive T lymphocytes that survive beyond pre-transplant 
conditioning can cause graft rejection, and (3) under immunological pressure by 
CD8-positive T lymphocytes that recognize mismatched HLA molecule between donor and 
recipient, residual leukemia blast clones whose HLA expression is low can expand and 
result in relapse. 
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として、ドナーと患者の HLA適合度、移植片
中 CD34 陽性細胞数などの移植片側の因子の
他、残存患者 T細胞や抗体、また移植後に回
復したドナー由来免疫担当細胞の関与など
が指摘されている。しかし、その全容はまだ
まだ明らかになっていない。 
 

２．研究の目的 

 我々は、これらの様々な因子の中で特に
CD8 陽性 T 細胞に着目し、移植後患者末梢血
中および移植片中における CD8陽性 T細胞の
亜分画もしくはクローンが、移植後免疫応答
に与える影響を生物学的に明らかにするこ
とを目的として、本研究を計画した。 
 

３．研究の方法 

（１）移植後患者末梢血中および移植片
中のＴ細胞分画の解析  

 移植後経時的に採取した患者末梢血
および移植片から単核球浮遊液を作成
し、全リンパ球、naïve・central memory・
effector memory に細分化した CD4 陽性
細胞および CD8 陽性細胞、制御性 T 細胞、
B 細胞、NK 細胞の各細胞数を、マルチカ
ラー・フローサイトメトリーを用いて解
析した。 
 尚、患者からは文書による同意を得た上で、
血液等の提供を受けた。 
 
（２）細胞傷害性 T 細胞クローンの分離 
 移植後患者末梢血から分離した単核
球をインターロイキン 2 加培養液中で
37℃14 日間培養し、得られた T 細胞ライ
ンをさらに 14 日間 96 well plate 上で
限界希釈法を用いて培養し、クローン化
した。 
 クロナリティーの確認は、T 細胞受容
体 Vbetaの種類およびその塩基配列の決
定により行った。 
 
（３）細胞傷害性試験 

 EB ウイルスを感作させて不死化したドナ
ーB 細胞や患者 B 細胞、また患者から採取し
た白血病細胞などを Cr で標識し、それらを
標的細胞として分離した T 細胞による Cr 放
出試験を行った。 

 

（４）インターフェロン放出試験 

 目的とするHLA cDNAをCOS細胞や不死
化した B 細胞などに遺伝子導入し、分離した
T 細胞と共培養した。その培養上清中のイン
ターフェロンγ放出量を ELISA 法で測定し
た。 

 
４．研究成果 
（１）臍帯血移植後の同種免疫応答に関
与するＴ細胞分画の解析 

 臍帯血移植後患者 6 名、骨髄移植後患
者 4 名から、移植 1、2、3、6、12 ヶ月
後 に末梢 血を採取 し、全 リンパ 球、
naïve・central memory・effector memory
に細分化した CD4 陽性細胞および CD8 陽
性細胞、制御性 T 細胞、B 細胞、NK 細胞
の各細胞数をマルチカラー・フローサイ
トメトリーで測定した。その結果とそれ
ぞれの臨床経過との相関を検討したと
ころ、①全リンパ球、T 細胞、B 細胞、
NK 細胞は骨髄移植後よりも臍帯血移植
後の方がやや回復が早く、これまでの報
告と一致すること、②naive CD4 陽性細
胞の回復は骨髄移植の場合 6ヶ月後以降
と報告されているが、臍帯血移植後では
それよりやや早いこと、③naive CD8 陽
性細胞の回復速度は臍帯血移植後と骨
髄移植後とで同程度であること、④CD4
制御性 T細胞は骨髄移植後と比べて臍帯
血移植後では一貫してやや尐ないこと、
などが明らかになった。 
 但し、骨髄移植例では移植後に GVHD
等の合併症に対するステロイド投与を
受けた症例が多く含まれており、その解
釈は慎重に行う必要があると考えてい
る。 
 
（２）臍帯血移植後の同種免疫応答に関
与する T 細胞クローンの分離、解析 
 当施設で臍帯血移植を受け移植片拒
絶に至った患者の末梢血から、2 つの細
胞傷害性 Tリンパ球クローンを分離した。
フローサイトメトリー解析を行い、一方
は CD3 陽性/CD8 陽性、もう一方は CD3
陽性/CD4 陽性の細胞であることを確認
した。またフローサイトメトリー解析に
より、それぞれのクローンが使用してい
る T 細胞受容体 Vbeta の決定を試みたと
ころ、後者は Vbeta 8 を使用しているこ
とが判明したが、前者は決定できなかっ
た。 
 次に、EB ウイルスを感作させて不死化
した移植片由来の B 細胞株と、同じく不
死化した患者由来の B細胞株を標的細胞
として、分離した T 細胞クローンによる
細胞傷害性試験を行った。2 つのクロー
ンはいずれも臍帯血由来細胞を傷害し、
かつ患者由来細胞は傷害しなかった。こ
の結果は、これら 2 つの T 細胞クローン
が本患者の移植後拒絶に関与していた
可能性を示唆している。 
 さらに、それら T 細胞クローンの標的
抗原の同定を行った。具体的には、まず
EB ウイルスを感作させた第三者由来 B
細胞株を多数用いて、2 つのクローンの
細胞傷害活性を発揮するのに必須とな
る HLA を決定した。次にその HLA の cDNA 



 

 

construct を作製して COS 細胞に遺伝子
導入し、それぞれの T 細胞クローンを刺
激し、インターフェロンγ産生能を評価
した。その結果、患者・ドナー間で不適
合となる HLA 分子を認識する T 細胞クロ
ーンであることが確認された。現在論文
作成中である。 
 
（３）骨髄移植後の同種免疫応答に関与
する T 細胞クローンの解析 
 当施設で骨髄移植を受けた後に白血
病再発を来たした患者末梢血から、患者
のみが有する不適合 HLAに特異的な細胞
傷害活性を呈する T細胞クローンを分離
し、解析した。患者は HLA 1座（GVHD方向）
不適合の母から骨髄移植を受けた後、制御不
良な GVHD を合併していたにも関わらず、再
発した。 
 移植後再発白血病細胞では、移植前白血病
細胞と比べて、不適合 HLAの発現量が低下し
ていた。一方、患者・ドナー間で適合してい
た HLAについては、発現量は不変だった。 
 次に、移植後患者末梢血から分離したドナ
ー由来 T細胞クローンは、全て不適合 HLA分
子を標的とする細胞傷害活性を示した。保存
細胞数の制限から解析の制約を受けたが、尐
なくとも解析し得たクローンは、移植前白血
病細胞を傷害し、移植後白血病細胞は傷害し
なかった。 
 この患者体内では、患者のみが有する不適
合 HLA分子を認識する強い Tリンパ球応答が
発生し、制御不良な GVHD が発症した。そし
て、その強い免疫学的圧力を受けた結果、不
適合 HLAの発現量が低下もしくは消失した分
画の白血病細胞が増殖し、移植後再発に至っ
た（白血病細胞のエスケープ現象）と考えら
れる。ときに制御不良な移植後 GVHD を発症
しながら、同時に白血病再発を来す症例を経
験するが、今回の研究結果はこの再発メカニ
ズムを説明しうるものと考えている。現在論
文作成中である。 
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