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研究成果の概要（和文）：非血縁者間臍帯血移植および非血縁者間骨髄移植後の検体を利用して、high-throughput se
quencingを用いた包括的なT細胞受容体β鎖遺伝子再構成の解析を行った。臍帯血移植1年後におけるT細胞レパトワの
多様性を指標とした免疫再構築は、過去の報告と異なり非血縁者間骨髄移植後とほぼ同等であることを示した。臍帯血
移植後、T細胞クローンの比率はダイナミックに変動することが明らかとなった。さらにウイルス特異的T細胞のT細胞
受容体β鎖のCDR3塩基配列が患者間で共有される可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：We analyzed the T-cell receptor beta-chain gene rearrangement by using high-throug
hput sequencing in patients who received unrelated cord blood or bone marrow transplantation. Immune recon
stitution represented by T-cell repertoire diversity at 1 year after cord blood transplantation was compar
able to that observed at 1 year after unrelated bone marrow transplantation. The frequency of each T cell 
clone dynamically changed after cord blood transplantation. We also suggested that the complementarity-det
ermining region 3 sequence of T-cell receptor beta-chain of viral-specific T cells may be shared between p
atients. 
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１．研究開始当初の背景 

(1) 臍帯血移植は、小児領域だけでなく成人

領域においてもこの 10 年間で急速に移植件

数が増加している。本邦において臍帯血移植

は非血縁者間骨髄移植とほぼ同数行われてお

り、臍帯血は HLA 適合血縁・非血縁ドナー

が得られない場合の代替移植ソースとしての

地位を確立したといえる。また我々は本邦で

行われた臍帯血移植 2288 例の解析を行い、

臍帯血移植が HLA 一抗原不適合血縁者間移

植と同等の成績を示す一方、移植片対宿主病

の発症頻度は低く移植ソースとして適切であ

ることを示している（ Kanda J et al. 

BBMT2013）。しかし、臍帯血に含まれる有

核細胞数および CD34 陽性細胞数は、他の確

立された移植ソースである骨髄や末梢血幹細

胞と比較し約 1/10 程度と少ない。また骨髄や

末梢血幹細胞には多くのメモリーT 細胞が含

まれ、移植後の免疫再構築に大きく寄与する

が、臍帯血中の T 細胞はほとんどがナイーブ

T 細胞である。そのため生着不全や感染症な

ど移植関連合併症の頻度が高くなると考えら

れている。実際、我々は成人 T 細胞性白血病

の移植において臍帯血と他の移植ソースの比

較検討を行ったところ、HLA 適合血縁者間移

植と比較し臍帯血移植では治療関連死亡率の

リスクが 77%上昇し、その中でも感染症によ

る 死 亡 が 多 い こ と が 明 ら か と な っ た 

(Hishizawa M, Kanda J, et al. Blood. 2010)。 

(2) 成人領域における臍帯血移植と他の移植

ソースとの免疫再構築を直接的に検討した論

文は限られている。また数少ない欧米の報告

においては、本邦の一般的な移植方法と異な

り移植前処置に抗胸腺細胞グロブリンを使用

している。そのため、臍帯血移植における T

細胞の免疫再構築は非常に遅延しており、本

邦における臍帯血移植の実態をあらわしてい

ないと考えられる。我々は前処置に抗胸腺細

胞グロブリンを用いない非血縁複数臍帯血移

植と HLA 適合血縁・非血縁者間末梢血幹細

胞移植の比較を行い、臍帯血移植においては

移植後 6 か月に至るまで T 細胞の回復が遅延

し、移植後 1 年で同程度にまで回復する可能

性を示した（Kanda et al. BBMT2012）。ま

た症例数は非常に限られてはいるが、胸腺で

教育されたT細胞の指標となるTRECを検討

したところ、移植ソース間で大きな差は認め

られなかった。さらに high-throughput 

sequencingを用いた包括的なT細胞受容体β

鎖遺伝子再構成を検討したが、各遺伝子座の

使用頻度やそのクローンの分布には大きな差

がない可能性が示唆された。しかし症例数が

少なく結果の解釈は困難であった。 

 

２．研究の目的 

同種造血幹細胞移植において臍帯血は非常に

有力な代替移植ソースと考えられているが、

成人臍帯血移植後の感染症を中心とした移植

関連合併症は依然極めて大きな問題である。

その原因の一つとして臍帯血移植後の免疫再

構築の遅延が指摘されているものの、その詳

細な解析は行われていない。本研究では臍帯

血移植における T 細胞の免疫再構築とその臨

床的意義に関して検討を行うこととした。 

 

３．研究の方法 

(1) 自施設の非血縁者間臍帯血移植５例およ

び HLA 適合非血縁者間骨髄移植９例から経

時的に採取した末梢血検体より genomic 

DNA を抽出した。健常人３名から採取した末

梢血検体も用いた。また末梢血の各 T 細胞集

団の割合や絶対数の継時的変化をフローサイ



トメトリー法により検討した。 

(2) TREC の定量： T 細胞新生能の指標とし

て TREC（Douek DC, et al. Nature 1998）

を TaqMan 法を用いて定量的に測定した。 

(3) high-throughput sequencing を用いた包

括的な T 細胞受容体β鎖遺伝子再構成の解

析：high-throughput sequencing を用いた検

討においては、個々の T 細胞クローンの 

CDR3 領域の塩基配列が同定できると同時に、

クローンの定量も可能である。Robbins ら

（Blood 2009）の方法により T 細胞受容体β

鎖の CDR3 領域の塩基配列をすべて同定し、

各クローンの同定およびその定量を行った。

また T 細胞レパトワの多様性は各遺伝子座の

利用および同一塩基配列を持つ各 T 細胞クロ

ーンの数を考慮できる、Entropy と呼ばれる

指標を用いて数値化した。 

 

４．研究成果 

(1) TREC の数値は一部症例において非常に

良い回復を示すものの、健常人と比較し非常

に低く、また臍帯血移植、非血縁者間骨髄移

植の間に有意差は認められなかった。 

(2) 臍帯血移植 1 年後における T 細胞レパト

ワの多様性の指標となる Entropy の値は、非

血縁者間臍帯血移植群で中央値 7.0、HLA 適

合非血縁者間骨髄移植群で 8.1 であり、両群

間に有意差は認められなかった（P = 0.317）。

一方、健常者の値は 14.4 であり、その値はそ

れぞれの移植群より有意に高かった。この結

果は、臍帯血移植後のT細胞の多様性は、HLA

適合非血縁者間骨髄移植と移植後 1 年の時点

でほぼ同等となることを示している。 

(3) 各症例において、固有の塩基配列を持つ T

細胞クローンを 3000 個前後同定することが

可能であった。またそれら T 細胞クローンの

頻度の推移も検討可能であり、移植後、クロ

ーンの数・比率は非常にダイナミックに変動

することが明らかとなった。さらに興味深い

ことに、患者内だけでなく患者間で同じ塩基

配列をもった T 細胞クローンが移植後早期に

同定される症例があったが、文献検索上、あ

るウイルスの特異的 T 細胞で同定された塩基

配列と一致していた。これはウイルスに感作

されていない臍帯血を用いた移植後であって

も、ウイルス再活性化や感染症を契機に比較

的早期にウイルス特異的 T 細胞が誘導される

可能性を示している。 

 

以上より臍帯血移植後の免疫回復能は移植１

年後の時点で非血縁者間骨髄移植とほぼ同等

となることが明らかとなった。臍帯血移植後

早期にウイルス特異的 T 細胞が出現する可能

性が示されており、今後さらに詳細な解析を

行う必要がある。 
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