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研究成果の概要（和文）：造血幹細胞移植後に急性GVHDを発症した患者からGVHD生検組織の提供を受け、それら
の組織に浸潤しているT細胞などの免疫細胞について解析を行った。ある患者のGVHD皮膚生検組織から5つのT細
胞クローンの分離に成功した。それらの細胞起源を解析したところ、4つのT細胞クローンはドナー由来だった
が、GVHD皮膚浸潤T細胞全体の23%を占めるある1つの高頻度T細胞クローンはレシピエント由来だった。また、複
数の症例において、GVHD一次治療開始前に高頻度だったT細胞クローンの多くは一次治療が無効に終わった後に
縮小し、代わって一次治療前には認めなかった新たな高頻度T細胞クローンが増幅していた。

研究成果の概要（英文）：To analyze the characteristics of immune cells in the acute GVHD tissues, we
 obtained GVHD biopsy tissues from patients who developed acute GVHD with written informed consent. 
Five T-cell clones were successfully isolated from a skin biopsy tissue of a patient with skin acute
 GVHD. STR-PCR analysis demonstrated that four T-cell clones were derived from donor. However, a 
T-cell clone which accounted for 23% of skin tissue-infiltrating T cells was derived from the 
recipient. We obtained more than one biopsy tissues from patients who developed refractory acute 
GVHD. Almost all of dominant T-cell clones in the tissues before the first-line GVHD treatment 
decreased, and new T-cell clones expanded in the tissues after the first-line GVHD treatment. These 
data suggest that the residual recipient T cells may contribute to develop acute GVHD and that the 
emergence of new T-cell clones during the first-line GVHD treatment may contributes to the 
refractoriness of GVHD to the first-line treatment.

研究分野： 血液内科学

キーワード： 造血幹細胞移植　移植片対宿主病　T細胞

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
得られた研究結果は、急性GVHDの発症にはドナーT細胞に加えてレシピエントT細胞も関与している可能性、そし
て急性GVHD一次治療開始時に組織に浸潤していたT細胞クローンとは異なる新たなT細胞クローンがGVHD組織に浸
潤することによってそのGVHDは治療不応性となる可能性を示唆している。ヒトの移植後急性GVHD組織に浸潤する
T細胞に焦点を当てた研究は極めて限られており、この研究成果はヒト急性GVHD発症メカニズムのさらなる解明
に貢献すると考えられる。また、急性GVHDの新しい診断・予防・治療戦略の開発に資す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は白血病、骨髄異形成症候群、再生不良性貧血などの難治性血液疾患に対
する根治療法である。しかし急性移植片対宿主病（GVHD）を合併すると、その後の非再発死亡
率は 4 割超に達する（文献①）。マウス GVHD モデルを用いた解析や T 細胞除去移植の成績な
どから、急性 GVHD はドナーT 細胞がレシピエント組織を傷害することにより発症すると理解
されている。 
 ところが最近、ヒトの急性 GVHD 組織（FFPE 標本）に浸潤している T 細胞を XY-FISH 法
で解析したところ、GVHD 皮膚浸潤 T 細胞の約 4 割、GVHD 腸浸潤 T 細胞の約 1 割はレシピ
エント由来だったと報告された（文献②）。確かに、皮膚 T 細胞性リンパ腫患者にアレムツズマ
ブ（CD52 抗体）を投与しても、末梢血中の T 細胞は除去されるが、皮膚在住エフェクターメモ
リーT 細胞は除去されない（文献③）。また、アロ抗原を組織で発現していないキメラマウスを
用いた移植モデルにおいても、サイトカインストームによって GVHD 様の組織傷害が生じうる
（文献④）。以上より、組織残存レシピエント T 細胞が移植後に活性化し、急性 GVHD 発症に
相加的もしくは相乗的な役割を果たす可能性が示唆される。 
 また、我々は先行研究で、ヒト急性 GVHD 組織浸潤 T 細胞について次世代シークエンサー
（NGS）による網羅的 TCR 塩基配列決定を行った。その結果、ヒト急性 GVHD 組織浸潤 T 細
胞のほぼ全ては、わずか数種類の T 細胞クローンで構成されていることを明らかにしている（文
献⑤）。しかし、ヒト急性 GVHD 治療経過中の、GVHD 組織浸潤 T 細胞のクロナリティの変化
や、レシピエント T 細胞/ドナーT 細胞比率の変化、T 細胞レパトアの偏りの強さの変化などに
ついては、まだ十分明らかにされていない。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、ヒトの急性 GVHD 組織に浸潤する T 細胞を中心とした免疫細胞の性質につい
て、その細胞起源（レシピエント由来かドナー由来か）も含めて明らかにする。また、複数回生
検を行った症例の組織を用いて、GVHD 治療に伴う組織浸潤 T 細胞の変化を明らかにする。そ
して、これらの解析結果と臨床経過との関連を明らかにする。 
 ヒトの移植後急性 GVHD 組織に浸潤する T 細胞に焦点を当てた研究は極めて限られている。
本研究は微小なヒト生検組織からの T 細胞クローニングや、精緻な細胞分離・培養を行う技術
的特徴も備えている。その成果はヒト急性 GVHD 発症メカニズムのさらなる解明に貢献し、急
性 GVHD の新しい診断・予防・治療戦略の開発に資するものと期待される。 
 
３．研究の方法 
(1) 急性 GVHD 患者の血液および GVHD 組織からの免疫細胞の分離 
①急性 GVHD を発症した患者から、文書による同意を得た上で、末梢血および GVHD 生検組
織の提供を受けた。 
②一部の患者からは、急性 GVHD の診断時と治療後（二次治療開始前など）の 2 回、GVHD 組
織の提供を受けた。 
③末梢血から Ficoll-Paque を用いて単核球を分離した。また、皮膚生検組織から Whole Skin 
Dissociation Kit を用いて浸潤細胞を回収し、Dead Cell Removal Kit を用いて死細胞を除去し
た上で、細胞を分離した。 
(2) 分離した T 細胞などの免疫細胞の解析 
①GVHD 生検組織から分離した単核球を、限界希釈法（96-well plate）により IL-2 加で培養す
ることにより T 細胞のクローニングを行った。 
②それら T 細胞クローンから DNA を抽出し、short-tandem repeat (STR)-PCR 法により細胞
起源（レシピエント or ドナー）を決定した。 
③また、得られた組織浸潤細胞について種々の抗体を用いてフローサイトメトリ解析を行い、各
細胞分画の性質を解析した。 
④GVHD 皮膚生検組織の一部を RNAlater で凍結保存した。後日解凍して RNA を抽出し、
SMARTer RACE cDNA Kit を用いて TCR Vβ cDNA を合成、NGS で得られた FASTQ 形式
ファイルを IMGT-HighV-QUEST で解析した。 
⑤さらに VDJtools を用いて各 T 細胞クローンの頻度や各 TRBV 割合を解析した。また、
Simpsons diversity index などにより T 細胞レパトアの偏りの強さを解析した。 
(3) 解析結果と移植後臨床経過との関連解析 
①上記で得られた解析結果と急性 GVHD の臨床経過との関連を解析した。 
②特に複数回 GVHD 組織を採取した症例については、急性 GVHD 治療前後の各 T 細胞クロー
ンの偏りを比較し、組織に浸潤している高頻度 T 細胞クローンの入れ替わりなどを解析した。 
③得られた結果を学会等で公表した。 
 
 



４．研究成果 
 本研究では、ヒト急性 GVHD 組織に浸潤する T 細胞
について、その細胞起源も含めて解析した。ある患者の
移植後 12 日目の急性 GVHD 皮膚生検組織から T 細胞
を分離し、限界希釈法により 5 つの T 細胞クローンの
分離に成功した。そして STR-PCR 法を用いてそれぞれ
の細胞起源を解析した。するとその内 4 つの T 細胞ク
ローンはドナー由来だったが、GVHD 皮膚浸潤 T 細胞
全体の 23%を占めたある 1 つの高頻度 T 細胞クローン
はレシピエント由来だった（表 1）。 
 移植後に急性 GVHD を発症しかつ一次治療に不応性
となった複数の患者から、GVHD 一次治療前と一次治
療後（二次治療開始前）の 2 回、GVHD 皮膚生検組織
の提供を受けた。そして、それら生検組織に浸潤する T
細胞の TCR-Vβ CDR3 塩基配列を NGS により網羅的
に解析した。すると、同一患者の同じ皮膚組織にも関わ
らず、いずれの症例においても一次治療開始前に高頻度
だった T 細胞クローンの多くは縮小し、代わって一次
治療前には認めなかった新たな高頻度 T 細胞クローン
が増幅していた。その代表例を下図に示す（図 1）。 

 これらの結果は、急性 GVHD の発症に
はドナーT 細胞に加えてレシピエント T 細
胞も関与している可能性、そして急性
GVHD 一次治療開始時に組織に浸潤して
いたT細胞クローンとは異なる新たなT細
胞クローンが GVHD 組織に浸潤すること
によって、その GVHD は治療不応性とな
る可能性を示唆している（第 29 回日本組
織適合性学会で発表）。 
 さらに、生検組織から Whole Skin 
Dissociation Kit を用いて浸潤細胞を分離
し、Dead Cell Removal Kit を用いて死細
胞を除去した上でサイトスピンを行い、標
本を作成した。検鏡すると、分離細胞には
リンパ球のほか、単球・マクロファージ、
好中球なども含まれていることを確認し
た。すなわち本法により組織中のさまざま
な有核細胞が広く採取できていることを
確認した。その上で、この方法を用いて各
種免疫細胞の分離を繰り返し行ったが、得
られた各細胞についてフローサイトメト
リなどの解析を行うに十分な細胞数は得
られず、詳細な解析には至らなかった。そ
こで現在、急性 GVHD 皮膚生検の病理組
織標本を用いた空間トランスクリプトー

ム解析を計画している。GVHD 組織に浸潤する T 細胞、単球・マクロファージなどの性質を遺
伝子発現の面から解析するとともに、性不一致ドナーからの移植においては Y 染色体遺伝子の
発現を確認することで、細胞のキメラ状態（ドナー由来/レシピエント由来の比）も解析する予
定である。 
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オープンアクセスとしている（また、その予定である） －

 １．著者名  ４．巻
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Okuno S, Adachi Y, Terakura S, Julamanee J, Sakai T, Umemura K, Miyao K, Goto T, Murase A,
Shimada K, Nishida T, Murata M, Kiyoi H.
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International Journal of Hematology 840-850
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 ２．論文標題  ５．発行年
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 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無
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第44回日本造血・免疫細胞療法学会総会（招待講演）
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初発重症再生不良性貧血に対する免疫抑制療法におけるエルトロンボパグ併用の有用性

日本におけるGVHD治療の現状

急性GVHDに対するMSC治療

CD19 CAR-T細胞療法のための白血球アフェレーシス
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健, 賀川 久美子, 衛藤 徹也, 澤山 靖, 魚嶋 伸彦, 山口 博樹, 内藤 健助, 高橋 都, 福田 隆浩.

西尾 信博, 葉名尻 良, 石川 裕一, 村田 誠, 片岡 伸介, 谷口 理恵子, 成田 敦, 村松 秀城, 高橋 義行.

 １．発表者名

 １．発表者名

 ４．発表年

 ４．発表年
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ヒト急性GVHD組織におけるT細胞応答

Phase I study of piggyBac transposon mediated CD19: CAR-T therapy for acute lymphoblastic leukemia

The optimal signal can be obtained by fine-tuning the spacer length of CD37CAR-T cells

CD37CAR-T細胞のスペーサーの長さを微調整することで最適なシグナルを得ることができる
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