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1．はじめに 

造血器腫瘍は抗癌剤に対する感受性が高い悪性疾患の一つである。しかしな

がら、一部の難治性造血器腫瘍では抗癌剤や放射線治療に抵抗性を示し、現在

でも治療に難渋することは多く経験される。また、近年、遺伝子解析等の進歩

により通常の抗癌剤治療や放射線治療のみでは再発リスクの高い患者の同定が

可能となってきた 1, 2。更に、慢性骨髄性白血病や多発性骨髄腫など、新規薬剤

の登場により治療の奏功率、ひいては生存率の著しい改善を認めている疾患が

存在するが、一般的には、再発した血液腫瘍は未だ根治が難しいと考えられて

いる 3。 

ヒトに対する同種造血幹細胞移植  (allogeneic hematopoietic stem cell 

transplantation, Allo-HCT) は、1958年に Thomas 博士らが白血病患者に対し

て初めて施行した治療法である。その後、前述の難治性造血器疾患に対する唯

一の根治治療法として、非常に重要な役割を担っている 4。Allo-HCT は、大量

抗がん剤や全身放射線照射による前処置をおこない、同種造血幹細胞を輸注す

ることから始まる。前処置には、腫瘍細胞の根絶およびドナー造血細胞が拒絶

されないように患者の免疫を抑制するという 2 つの大きな目的がある。同種血

の輸注により造血回復が期待できるため、抗癌剤や放射線治療による血液学的

な用量規定毒性 (dose limiting toxicity, DLI) は考慮しなくてよい。このため、

年齢の若い症例では、通常の抗癌剤治療に比しより強度を増した骨髄破壊的な

前処置が可能となり、抗腫瘍効果が増強できる。一方で、治療強度を増したが

ために、血液毒性以外の治療関連毒性、例えば粘膜障害や肝腎障害などが問題

となることも少なくない。とくに比較的年齢の高い症例などでは合併症がおこ

りやすく、こうした血液疾患患者にも移植を安全に行えるよう、前処置の強度

を落とした骨髄非破壊的前処置も発展してきた(図 1)。 
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図 1 造血幹細胞移植の流れ 

（上：骨髄破壊的前処置、下：骨髄非破壊的前処置） 

 

 

 

 

 



4 

 

骨髄非破壊的前処置では、移植後一定期間、レシピエント細胞とドナー細胞

が共存する状態を経て、完全なドナー型へと移行する。移植後の骨髄中もしく

は末梢血中の血液細胞がドナー由来の細胞に入れ替わっているか否か、遺伝子

多型を利用して解析する方法をキメリズム解析という。95％以上がドナー由来

の細胞である状態を「完全キメラ」、レシピエント細胞とドナー細胞が混在して

いる状態を「混合キメラ」と定義している。骨髄非破壊的前処置を用いた

Allo-HCTでは、移植後一定期間混合キメラの状態を経て、完全キメラへ移行す

る。こうして患者体内でドナー由来の血液細胞が優位となり、レシピエントの

白血病細胞を非自己と認識して、免疫学的に攻撃して腫瘍を根絶する移植片対

白血病 (graft versus leukemia, GVL) 効果が期待されるのも、Allo-HCTの特

徴の一つである。尚、ドナー由来の細胞が検出されず、レシピエント由来の細

胞のみ検出された場合、移植片が拒絶されたことを意味する。また、この検出

されたレシピエント由来の細胞が腫瘍細胞であった場合、再発を意味する。 

いずれにしても、同種造血幹細胞移植においては、造血幹細胞がレシピエン

トからドナー由来へと移行し安定した造血を行うまでの間、免疫能が極めて低

い期間が存在することから感染症の問題は避けられない(図 2)5。更にはドナー由

来の血液細胞がレシピエントの非白血病細胞を認識し攻撃することで移植片対

宿主病 (graft versus host disease, GVHD) を合併することもある 6。GVHDを

コントロールするために免疫抑制の強化が必要となる場合がある。しかし、免

疫抑制剤の増量やステロイドの追加投与は感染のリスクを助長するため、重篤

な感染症を合併することも少なくない。また、免疫抑制を強化した結果、GVL

効果も抑えられ、再発が増加することも懸念されている(図 3)。 
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図 2 造血幹細胞移植後の時期別の危険因子および好発する感染症 

 

 

図 3 免疫抑制剤と GVHD、GVL、再発の関係 

 



6 

 

以上より、Allo-HCTを成功させるためには治療強度、免疫抑制のバランスが

極めて重要になる。このような繊細なコントロールを行うには、治療期間中の

感染症の管理が極めて重要である。Allo-HCT後感染症の特徴としては、日和見

感染症として細菌・真菌・ウイルスと多岐にわたるが、その中でもサイトメガ

ロウイルス (cytomegalovirus, CMV) 、ヒトヘルペスウイルス 6 、B型肝炎ウ

イルスなど、既に体内に潜伏しているウイルスが、免疫抑制下、再活性化して

しまうことが挙げられる。Allo-HCT 後、患者体内で感染症に対する免疫をどの

ように再構築し生体防御につなげているのか、その機序を明らかにすることで、

これら感染症に対するより有効な予防法および治療法が確立されることが期待

される。 

このため、本研究では移植後合併症のなかでも頻度が高く、臨床上特に重要

な CMV 感染症に着目し、CMV 感染における CMV 特異的細胞傷害性 T 細胞 

(CMV specific cytotoxic T cell, CMV-CTL) の推移とそのキメリズムを解析す

ることとした。 
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2．同種造血幹細胞移植後 CMV 特異的細胞傷害性 T 細胞 (CMV-CTL) の受容

体レパトアおよびキメリズム解析 

2.1 背景 

 CMV はヘルペスウイルス科の二本鎖 DNA ウイルスに分類される。CMV 感

染症は肺炎、肝炎、腸炎、網膜炎、脳炎などを引き起こす Allo-HCT後の重要な

合併症の一つである。過去数十年の経過において、抗ウイルス薬の予防内服や

先制治療が研究され、発症予防や合併症・死亡率の低下に繋がっている 7-10。一

方で、長期的な CMV感染症のコントロールのためには、宿主の細胞性免疫の再

構築が重要であることも認識されてきた 11, 12。移植後、CMV-CTL の迅速な回

復が重篤な CMV感染症の発症を抑えるとの報告もある 13。 

 CMV-CTL は感染細胞のヒト白血球抗原 (human leukocyte antigen, HLA)

に提示された CMV ペプチドを、T 細胞受容体を介して認識する。細胞傷害性

T 細胞  (cytotoxic T cell, CTL) は受容体β鎖に固有の相補性決定領域 

(complementarity-determining region3, CDR3) 配列を有しており、これが T

細胞の多様性に寄与している 14。CMVペプチドの認識に際しても CDR3 配列

が極めて重要な役割を果たしている。よって、Allo-HCT後の CDR3配列を解

析し CTL クローンを同定することで、細胞免疫学的な再構築の機序が明らか

になる可能性が示唆されている 15-17。 

 本邦からの報告によると、1986 年の妊婦の CMV 抗体保有率は 96.0%であっ

た 18。その後社会経済の発展とともに衛生環境が改善し、日本人成人における

抗体保有率は低下を認めている。本邦の 20 歳以上の成人での CMVIgG 抗体価

の陽性率は 1994 年が 87.6%であったのに対し、1999 年には 77.8%まで低下し

ている。特に、20 歳代では CMVIgG 抗体保有率は 65.2%から 53.3%に低下し

ていると報告されている。若年層の CMV抗体保有率の低下に伴い、今後、CMV

既感染同士の移植が減少すると考えられている。 

 レシピエントとドナーの CMV感染状況は、Allo-HCT後の CMV感染症に大

きく影響する。血清学的 CMV陽性ドナーから幹細胞を移植した場合、移植後の

CMV感染症発症率は、血清学的 CMV陰性ドナーからの移植に比して低くなる
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19。これは、移植片に含まれるドナー由来の CMV-CTLが移植後早期よりレシピ

エント体内で増殖し、長期間保持されうるためと考えられている 11。過去の報

告同様、我々の研究室では、血清学的 CMV陰性レシピエントに血清学的 CMV

陽性ドナーから幹細胞を移植した場合、移植後早期からドナー由来の CMV-CTL

が検出され CMV感染防御に有効であったことを確認している 15。一方、血清学

的CMV陽性レシピエントに血清学的CMV陰性ドナーから幹細胞を移植した場

合、移植後の CMV再活性化および CMV感染症発症率が頻回であったとの報告

がある 7, 20, 21。その理由として、この組み合わせにおいては、CMVが再活性化

することによりドナー由来の CMV-CTL が構築されることが挙げられる。すな

わち、CMVが再活性化することでようやく CMVに対し有効な CDR3配列を有

した CTLクローンが発達し、CMV 増殖を抑制すると考えられている 11, 14。一

方、血清学的 CMV陰性ドナーからの移植においても、CMV再活性化を認めな

い症例も存在する。これらのケースでは、Allo-HCT 後もレシピエント由来の

CMV-CTLが残存し、CMV再活性化抑制に寄与していると推測されている 22-24。

しかしながら、Allo-HCT後、CMV-CTLのキメリズムを直接解析している報告

はほとんどないのが現状である 25。さらに、レシピエントが血清学的 CMV陽性

でありドナーが血清学的 CMV陰性の組み合わせによる Allo-HCTにおいて、in 

vivo の状態を反映した直接的な単細胞レベルでの CMV-CTL 解析はこれまでに

施行されていない。 

 このため、本研究は、レシピエントが血清学的 CMV陽性でありドナーが血清

学的CMV陰性の組み合わせによるAllo-HCTにおいて、CMV-CTLβ鎖のCDR3

領域の解析を行い、レパトア同定を行うこととした(図 4)26。その際、CMV-CTL

による CMV ペプチド認識機構が HLA 拘束性であるため、HLA-A 座のうち、

36％と日本人が最も高頻度に有する HLA-A*2402 をレシピエント・ドナー共に

有するペアを対象とした。また、同定された CMV-CTL がレシピエント・ドナ

ーのいずれに由来するのかをキメリズム解析を用いて検討した。さらに同定さ

れた CMV-CTLのクローンを樹立し、CMVペプチド提示細胞に対する細胞傷害

活性の有無につき検討した。 
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 本研究の意義としては CMV-CTL レパトアの移植後免疫構築の解析により、

免疫回復と感染症における CTLの果たす役割を明らかにすることである。そし

て、将来的には移植後 CMV感染症の高リスク群の同定や、日本人向けのワクチ

ンの開発、更に細胞傷害活性能の高い CTL を誘導することで治療抵抗性 CMV

ウイルス感染症の免疫療法につなげ、生存率の向上に寄与したいと考えている。 

 

図 4 VDJ 再構成後の TCRβ鎖の包括的構造。4 つのフレームワーク 

(FR1-FR4 ) と 3つの相補性決定領域 (CDR1-CDR3) 、および V-D 間と D-J間

の Nヌクレオシドより構成される。(blood 2013; 122(1): 19-22より引用・改変) 

 

 

 

 

T細胞 

受容体 

可変領域 
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2.2 方法 

2.2.1 対象 

本研究はレシピエント・ドナーともに HLA-A*2402を有し、かつレシピエン

トが血清学的CMV陽性でありドナーが血清学的CMV陰性のペア 3組を対象と

した。 

 症例 1は HLA一致同胞から末梢血幹細胞移植を施行した。移植前処置はフル

ダラビン 30mg/ m2/dayを4日間、シクロホスファミド 25mg/kg/dayを 4日間、

そして抗ヒト胸腺細胞ウサギ免疫グロブリン 1.25mg/kg/dayを 2日間用いた。 

症例 2は HLA 8/8アリル一致非血縁ドナーから骨髄移植を施行した。移植前

処置はフルダラビン 25mg/ m2/day を 5日間とメルファラン 140mg/ m2/dayを

1日用いた。 

症例 3 は HLA-B*座一アリル不一致、C*座一抗原不一致非血縁ドナーから骨

髄移植を施行した。移植前処置はフルダラビン 30mg/m2/dayを 4日間と全身放

射線照射 4Gy/dayを 3日間用いた。 

GVHD 予防は全例でシクロスポリンと短期メトトレキサートにて施行した。

また、全例で細菌、真菌、ヘルペスウイルス属、pneumocystis jiroveci に対す

る予防内服を行った。好中球生着後から週 1回、CMV再活性化のモニタリング

を行った。方法は CMVpp65 抗原に対するモノクローナル抗体を用いて、ペル

オキシダーゼ法により白血球中の CMV 抗原陽性細胞を検出する C10/C11 法に

て施行した。そして血縁者間移植、非血縁者間移植ともに 2スライドで合計 20

個以上の陽性細胞を認めた場合、ガンシクロビル、もしくはバラガンシクロビ

ルにて pre-emptive therapyを開始した。実際に CMV感染症を発症した場合は

これらの薬剤を治療量使用することとした。 

 Allo-HCT 後、1-3 ヶ月毎にレシピエントの末梢血検体を採取した。採取した

末梢血はリンホプレップ (Axis-Shield PoC AS, Dundee, Scotland) を用いて密

度勾配遠心を行い、末梢血単核球区分 (peripheral blood mononuclear cells, 

PBMCs) を採取し、凍結保存した。 

 本試験はヘルシンキ宣言の精神に則り、自治医科大学倫理審査委員会の承認
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を受け、計画書を遵守して実施された。レシピエント全例につき、末梢血検体

の採取および研究使用に関し書面にて同意を得ている。ただし、非血縁ドナー

に関しては匿名性の観点から同意を取得することは難しく、よって、本研究に

ドナー検体は使用していない。 

 

2.2.2 HLA-A*2402 拘束性 CMV 特異的 CTLのモニタリング 

 PBMC は最初に、CMV-pp65 341-349 ペプチド (QYDPVAALF) を提示した

HLA-A*2402 テトラマーにフィコエリスリンを結合した試薬 (CMV-pp65-テト

ラマー) (Medical & Biological Laboratories, Nagoya, Japan) を加え室温で 30

分反応させた。次に、PBMC に抗ヒト CD8-APC-Cy7、CCR7-PE-Cy7、

CD27-PerCP-Cy5.5、CD45RA-APC、CD57-FITC抗体 (BD Biosciences, Tokyo, 

Japan) を加え、氷上で25分反応させた。このようにしてPBMCを染色した後、

5%ウシ胎児血清を含むリン酸緩衝生理食塩水 (phosphate buffered saline, 

PBS) にて洗浄し、FACS AriaII (BD Biosciences) を用いてフローサイトメト

リーにて表面抗原解析を施行した。 CMV-CTL は CD8 陽性かつ

CMV-pp65-tetramer 陽性細胞と定義した。データは FACS Divaソフトウェア 

(BD Biosciences) を用いて解析した。 

 各症例において、CMV-CTLモニタリングは同種移植後 day30 (±7日)、day60 

(±7日)、day90 (±14日)、day180 (±30日)、そして 1-1.5年の 5ポイントに

つき解析した。ただし、症例 1は移植後混合キメラが持続し、1年 11ヶ月時に

ドナーリンパ球輸注を施行したため、ドナーリンパ球輸注の前後 1 ヶ月のポイ

ントにおいても解析を施行した。また、症例 2は day30の時点で CMV-CTLが

存在しなかったため、day60以降の 4ポイントで解析を行った。 

 解析時、T 細胞は CD45RA と CCR7 の発現パターンにより CD45RA 陽性

CCR7陽性ナイーブ T細胞、CD45RA陰性 CCR7陽性セントラルメモリーT細

胞、CD45RA陰性CCR7陰性エフェクターメモリーT細胞、CD45RA陽性CCR7

陰性エフェクターT細胞に分類した(図 5)27, 28。同様に CD27と CD57の発現パ

ターンにより T細胞の成熟度を CD27陽性 CD57陰性未熟 T細胞、CD27 陰性
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CD57陽性成熟 T細胞に分類した(図 5)29, 30。 

 

図 5 T細胞の分化・成熟 

 

 

2.2.3  direct single-cell analysis 法を用いた HLA-A*2402 拘束性 CMV特異

的 CTLの T細胞受容体β鎖の解析 

 図 6に direct single-cell analysisの方法を示す。CMV-CTLの T細胞受容体

β鎖の解析は、前項に示した表面抗原解析に使用した細胞と同じ細胞を引き続

き使用した。まず FACA Aria IIを用いて、CMV-CTLを一細胞ずつ、逆転写酵

素等の試薬を含んだ PCRチューブへ直接ソーティングした。各ポイント 120細

胞をソーティングしたが、症例 2の 1 年目の解析のみ、細胞数不足のため 96細

胞をソーティングした。次に、ソーティングした CMV-CTLを、TRIZOL○R  (Life 

Technologies, Foster City, CA, USA) を用いて溶解した。そして溶解した細胞

中の mRNA の逆転写反応を行い、T 細胞受容体β鎖の相補的 DNA 

(complementary DNA, cDNA) を作成した。作成された cDNA を用いて、24

種類の BV 特異的プライマーと BC 特異的プライマーを混合した試薬にて



13 

 

1st.PCR を施行した。次に、24 種類の BV 特異的プライマーを 8 群に分け、

1st.PCR 産物を鋳型としてスクリーニング PCR を施行した。この PCR 産物を

アガロースゲルで電気泳動し、増幅に寄与したプライマー群を同定した。そし

て、再度、1st.PCR 産物を鋳型として同定したプライマー群に含まれる BV 特

異的プライマーを各々用いて 2nd.PCR を施行した。2nd.PCR 産物も同様にア

ガロースゲルで電気泳動し、最終的に増幅に寄与している BV 特異的プライマ

ーを 1種類同定した。 

 その後、2nd.PCR 産物から DNA を精製し、同定した BV 特異的プライマー

を用いてサーマルサイクリングを行った。最後に、ABI 3130 もしくは 3130xl 

Genetic Analyzer (Life Technologies) を用いたダイレクトシーケンス法にて

CMV-CTLの CDR3領域の塩基配列を決定した。 

 

図 6 direct single-cell analysis 

 



14 

 

 

 



15 

 

2.2.4 HLA-A*2402 拘束性 CMV 特異的 CTLのキメリズム解析 

 前項の T 細胞受容体β鎖の解析に用いる CMV-CTL をソーティングした後、

残った CMV-CTLを全て FACS Aria IIを用いて回収し、キメリズム解析に使用

した。ただし、症例 1 では移植後 30 日、60 日の CMV-CTL は細胞数不足のた

め回収不能であった。回収可能であったポイントにおいて、CMV-CTLs は症例

1では中間 153細胞 (範囲: 21-402細胞)、症例 2では中間 70細胞 (範囲: 32-135

細胞)、症例 3 では中間 100 細胞 (範囲: 82-362 細胞) であった。各症例におい

て初めて CMV-CTL が同定されたポイント (症例 1 および症例 3 は day30、症

例 2 は day60) および症例 1 の移植後 1-1.5 年のポイントでは PBMC の細胞表

面抗原染色を新たに行い、造血細胞集団として CD45 陽性、骨髄系細胞集団と

してCD15陽性かつCD33陽性、CD4陽性T細胞集団としてCD3陽性かつCD4

陽性、CD8陽性 T細胞集団として CD3陽性かつ CD8陽性、および B細胞集団

として CD19陽性の各細胞集団を FACS Aria IIを用いてソーティングした。 

 前述のソーティングにて回収した CMV-CTLs、CD45 陽性、CD15 陽性かつ

CD33陽性、CD3陽性かつ CD4陽性、CD3陽性かつ CD8陽性、および CD19

陽性の細胞集団はそれぞれ、QIAamp DNA Micro Kit (QIAGEN, Hilden, 

Germany) を用いて DNAの抽出を行った。また、これらの DNAがレシピエン

ト由来の DNA か否かを同定するため、各症例の移植前レシピエント PBMC か

らも同様にDNAを抽出した。抽出したDNAはPower Plex16 system (Promega, 

Madison, WI) を用いて 15 縦列型反復配列 (short tandem repeat, STR) ロー

カスとアメロゲニンの合計 16ローカスを同時に PCR法にて増幅し、ABI 3130

もしくは 3130xl Genetic Analyzer (Life Technologies) を用いて STRタイピン

グを行うことで、キメリズム解析を施行した。データは GeneMapper v4.1 ソフ

トウェア (Life Technologies) を用いて解析した（図 7）。判定に関して、症例 1

は性別不適合移植であったため、アメロゲニンを判定ローカスとした。症例 2

および症例 3は、移植前と移植後のレシピエント DNAにて相違を認めた遺伝子

座にて判定した。具体的に症例 2 は TH01 および vWA ローカスを、症例 3 は

vWAローカスと D5S818ローカスをそれぞれ判定ローカスとした。 
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図 7 キメリズム解析の模式図 

 

 

2.2.5 単細胞からの CMV-CTLクローン樹立 

 最初に、10% ヒトAB血清 (Sigma Genosys, Tokyo, Japan)、5 μg/mL PHA、

200 IU/mL IL-2、およびマイトマイシン C (Nacalai Tesque, Kyoto, Japan) 処

理を施したフィーダー細胞を含む AIM-V (Life Technologies) を 96ウェルプレ

ートに満たした。次に、このウェルに直接、CD8陽性かつ CMV-tetramer 陽性

T 細胞を FACS Aria II を用いて 1 細胞ずつソーティングした。その後、ヒト

AB血清および IL-2を添加した AIM-Vを加えながら CMV-CTLを培養した。2

週間後、細胞増殖を認めたウェルの細胞を CD3、CD8、CMV-tetramer で染色

し、増殖した細胞が CMV-CTL かどうかの判定を行った。CMV-CTL であった

場合、前項の CMV-CTLモニタリングと同様の方法にて CMV-CTLの CDR3領

域の塩基配列を解析し、クローンを同定した。培養開始から 3 週間後、確立し

た CMV-CTLクローンを用いて IFN-γ ELISPOT解析を施行した。 

このようにして症例 1 では、移植後 1521 日に採取した CMV-CTL からクロ

ーンを樹立した。症例 2、症例 3 においても同様の方法にて CMV-CTL クロー
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ン樹立を試みたが成功しなかった。 

 

2.2.6 CMV-CTLクローンの IFN-γ ELISPOT解析 

 CMV-CTL クローンからの IFN-γ産生能を評価するため、IFN-γ ELISOT 

kit (MABTECH, Nacka Strand, Sweden) を用いて IFN-γ ELISPOT解析を

施行した。標的細胞は T2-A24 細胞 (慶応大学河上裕教授より御好意で頂いた) 

を選択した。最初に、IFNγ特異的モノクローナル抗体を固層表面に固定化した。

次に、T2-A24細胞に10 μg/mLのCMV-pp65341-349ペプチド (QYDPVAALF) 、

もしくは 10 μg/mL の HIV env gp 160 ペプチド (RYLRDQQLL) (Sigma 

Genosis) を混合し 37 度で 1 時間反応させた。また、ポジティブコントロール

として 5μg/mL の PHA を加えた T2-24 細胞も用意した。その後、CMV ペプ

チド、HIVペプチド、PHAの何れかを添加した標的細胞(1×104 cells/well) に

樹立した CMV-CTLクローン (1×104 cells/well) を加え、37度で 24時間、共

培養を行った。培養後にウェルを洗浄し細胞を除去した後、ビオチン標識抗 IFN-

γ抗体を添加し 2 時間反応させた。再度洗浄後、ストレプトアビジン／ぺルオ

キシダーゼ複合体を添加し 1時間反応させた。更に洗浄後、発色基質 (True blue 

peroxidase substrate, TMB) を添加しスポット出現を確認した。得られたスポ

ットはELIPHOTOカウンター (Minerva Tech, Tokyo, Japan) を用いてカウン

トを行った。 
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2.3 結果 

2.3.1 臨床経過および HLA-A*2402拘束性 CMV特異的 CTL の発現頻度 

 患者背景を表 1に示す。3例全例で生着を認め、かつ CMV感染症の発症は認

めなかった。症例 1および症例 3は移植後 day30から、症例 2は移植後 day60

から CMV-CTLsが検出された。 

   

表 1 患者背景 

疾患 年齢 性別
血縁 /
非血縁

移植源 年齢 性別

症例1 AA 22 女性 血縁
末梢血
幹細胞

24 男性
Flu+CY
+ATG-G

CsA+MTX 認めず

症例2 AML 64 男性 非血縁 骨髄 23 男性 Flu+Mel CsA+MTX 移植後早期のみ

症例3
BPDC

neoplasm
58 男性 非血縁 骨髄 21 男性 Flu+TBI CsA+MTX

移植後早期、
6ヶ月、1.5年

脚注: AA; 再生不良性貧血、AML; 急性骨髄性白血病、BPDC neoplasm; 芽球性形質細胞様樹状細胞腫瘍、
Flu; フルダラビン、CY; シクロホスファミド、ATG-G; 抗ヒト胸腺細胞ウサギ免疫グロブリン、Mel; メルファラン、
TBI; 全身放射線照射、CsA; シクロスポリン、MTX; メトトレキサート

レシピエント ドナー
移植

前処置
GVHD予防 CMV再活性化

 

 

移植後の臨床経過を図 8に示す。症例 1は移植後経過中、急性・慢性 GVHD

の発症を認めなかった。しかしながら生着後も長期間にわたり汎血球減少が持

続し、骨髄・末梢血キメリズム解析では混合キメラが持続していた。このため

造血回復を期待し、移植後 1年 11ヶ月にドナーリンパ球輸注を施行したが、そ

の後も汎血球減少は持続した。 

 症例 2は移植後 50日に CMV再活性化を一度のみ認めたが、抗ウイルス薬に

よる pre-emptive therapy を要することなく陰性化した。GVHD に関しては

grade2 acute GVHD およびmild chronic GVHD (口腔・肝臓病変) の合併を認

めた。急性・慢性 GVHD ともに非重篤であり、GVHD 管理のためにシクロス

ポリンの増量やステロイドの全身投与を要することはなかった。 

症例 3 は移植後 30 日から 3 ヶ月までの間、6 ヶ月、1 年以降に CMV 再活性

化を認めた。このためプロトコールに則り、ガンシクロビルもしくはバラガン

シクロビルによる pre-emptive therapyを行った。本症例は生着後 grade1 acute 

GVHD を合併し、更に移植後 5ヶ月から severe chronic GVHD (皮膚、肝臓、
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眼、口腔、筋病変) を合併した。慢性 GVHD管理のためにシクロスポリン増量

およびステロイドの全身投与を要した。 

 

図 8 各症例の移植後経過 
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 CMV-CTL の同定方法を図 9 に示す。2.2.2 で示した通り染色した PBMC

を FACS Aria IIにて解析した。最初に forward scatter (FSC) と side scatter 

(SSC) で展開し、PBMCの細胞集団を同定した。次にソーティングの純度を高

めるために、FSCと SSCの width を用いてダブレットを除去した。ダブレット

除去後の PBMC (図 9 における P3 分画) を CD8 および CMV テトラマーで展

開し、double positiveの細胞集団をCMV-CTLと同定した (図 9における P4 分

画)。 

 

図 9 CMV-CTLの同定方法 
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表 2に移植後経過における白血球数、リンパ球数、CD8陽性 T細胞数、およ

び CD8陽性 T細胞にしめる CMV-CTLの割合を示した。症例 1は移植後 30日

の時点で CMV-CTL が CD8 陽性 T 細胞の 8.1%を占めていたが、3 ヶ月後には

3.7%、1.5 年後には 1.1%と減少傾向を認めた。症例 2 では経過中を通じて

CMV-CTL が CD8 陽性 T 細胞の 0.5%を超えることはなかった。症例 3 では、

移植後 2カ月までは CMV-CTLが CD8陽性 T細胞の約 1%を占めたが、その後

減少傾向を認めた。 

 

表 2 移植後血球数の推移  

  
移植後 

日数 

白血球数 

 (/μL) 

リンパ球数  

  (/μL) 

CD8陽性 

T細胞数 (/μL) 

CD8陽性 T細胞に占める 

CMV-CTLの割合 (%) 

症例 1 

day30 1500  180  2  8.1  

day60 2240  627  10  7.7  

day90 2300  644  4  3.7  

day180 2710  569  3  3.2  

1.5y 1190  714  3  1.1  

    
   

  

症例 2 

day60 5460  1529  1  0.5  

day90 4550  3276  1  0.1  

day180 8020  4571  1  0.03  

1y 7630  4349  0.4  0.01  

    
   

  

症例 3 

day30 2990  329  2  1.0  

day60 1450  493  3  1.1  

day90 1720  533  1  0.4  

day180 5530  1825  3  0.3  

1y 5030  2113  3  0.2  
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2.3.2 HLA-A*2402 拘束性 CMV 特異的 CTLの分化・成熟 

CMV-CTL の分化段階及び成熟度を図 10 に示す。分化段階は CD45RA と

CCR7 の発現パターンにより評価した。3 例全例において観察期間を通じて、

CD45RA 陰性 CCR7 陰性エフェクターメモリーT 細胞、および CD45RA 陽性

CCR7陰性エフェクターT細胞が大多数を占めていた。詳細には、CMVの再活

性化を認めなかった症例 1と、CMV の再活性化を認めたものの無治療にて速や

かに CMV アンチゲネミアの陰性化を認めた症例 2 では、エフェクターメモリ

ーT細胞が最も主要な構成要素であった。一方、pre-emptive therapyを要する

CMVアンチゲネミアの増加を認めた症例 3では、エフェクターT細胞が最も多

くの割合を占めていた。 

 CMV-CTL の成熟度に関しては、3 例全例において CD27 陰性 CD57 陽性の

成熟した T 細胞が主要分画を構成していた。この傾向は CMV 再活性化を頻回

に認めた症例 3において特に顕著であり、経過中、CMV-CTLの約 80%を CD27

陰性 CD57陽性が占めていた。 
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図 10 CMV-CTLの分化段階及び成熟度 

 

TEF; エフェクターT細胞、TEM; エフェクターメモリーT細胞、 

TCM; セントラルメモリーT細胞、Naïve; ナイーブ T細胞 
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2.3.3 HLA-A*2402 拘束性 CMV 特異的 CTLのクローン型 

 症例 1では 472細胞、症例 2では 317細胞、症例 3では 495細胞、合計 1284

細胞に関して、CTM-CTL のクローン型を同定した。ソーティングした細胞数

に占める解析細胞数の割合は、症例 1 が 66% (範囲: 23-77) 、症例 2が 75.5% (範

囲: 41-91)、症例 3が 85% (範囲: 68-94) であった。 

 CMV-CTLの BVおよび BJ gene familyの使用割合を図 11に示す。BV gene 

family に関して、症例 1 では BV7 が CMV-CTL の 9 割以上を占めていた。症

例 2では BV5、BV7、BV29の 3種類の BV gene familyが、同様に症例 3 では

BV7、BV28、BV29の 3種類の BV gene familyが頻回に用いられていた。3例

全例で BV7が使用され、症例 2と症例 3では BV29 が共通して用いられる傾向

を認めた。一方 BJ gene familyに関しては、症例 2と症例 3で 1-2が共通して

用いられていたものの、3症例で共通して使用される BJ gene familyは認めな

かった。 

図 11 CMV-CTLの BVおよび BJ gene familyの使用割合 

a. 症例1 BV gene family BJ gene family

b. 症例2

c. 症例3
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 CMV-CTL のクローン型を CDR3 の配列により分類した推移を図 12 に示す。

各ポイントにおいて一度でも 5%以上検出されたクローン型を記載した。症例 1

は 3種類、症例 2は 7種類、症例 3 は 6種類のクローン型が検出された。 

全症例において、移植後早期に同定された CMV-CTL クローン型がその後も

検出され、かつ主要クローンを占めていた。CMVの再活性化を認めなかった症

例 1では、単一の CDR3配列を有する CMV-CTLクローン型 (クローン ID 1-1; 

CASSSNQGAGGNQPQHF) が移植経過中 9割以上を占めていた。症例 1では

移植後 1年 11ヶ月にドナーリンパ球輸注を施行したが、その後の解析でもクロ

ーン ID 1-1が 92.1%を占めており、新たなクローン型の出現は認めなかった。 

症例 2では CMV再活性化前の移植後 30日間の解析では CMV-CTLが検出さ

れなかった。移植後約 50 日で CMV の再活性化を認め、移植後 60 日の時点で

は 4種類の CMV-CTLクローン型 (クローン ID 2-1、2-4、2-6、2-7) が主要な

クローンとして検出された。移植後 90 日以降はクローン ID 2-6 が減少し、残

りの 3種類のクローン型 (クローン ID 2-1、2-4、2-7) が 8割以上を占める状態

が続いた。経過中に検出されたクローンは全て移植後 60日の時点で検出された

クローンであり、移植後 90日以降に新たなクローンの出現を認めることはなか

った。 

症例3では移植後30日の時点では単一のCMV-CTLクローン型 (クローン ID 

3-6) が 87％を占めていた。移植後約 40 日から CMV の再活性化を認め、その

後に施行した移植後 60 日の解析では、新たにクローン ID 3-2 および 3-4 の台

頭を認めた。これらのクローンはその後も主要クローンとして保持された。ま

た、移植後 30日の時点で主要クローンであったクローン ID3-6に関しても、割

合は減少したものの、25%以上を占める状態が持続した。よって 3 種類のクロ

ーン (クローン ID 3-2、3-4、3-6) が経過中にわたり主要クローンとして保持さ

れ続けた。 

 CDR3配列に関して、症例間で同一の配列は認めなかった。しかしながら、3

症例全てにおいて QGA モチーフが検出された。さらに、症例 1 と症例 2 では

TGEおよび TDTモチーフが、症例 2と症例 3では RDRGモチーフが共に検出
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された。各々の症例内では症例 2では DPGモチーフが、症例 3では TPYモチ

ーフが 2つのクローン型で検出された。 

図 12  CMV-CTLのクローン型 
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2.3.4 HLA-A*2402 拘束性 CMV 特異的 CTLのキメリズム解析 

 キメリズム解析の結果を図 13に示す。症例 1では、移植後 30日、1.5年両ポ

イントの CD45 陽性、CD15 陽性かつ CD33 陽性、CD3 陽性かつ CD4 陽性、

CD3陽性かつCD8陽性細胞の細胞集団、および 1.5年のCD19陽性細胞集団は、

全てが混合キメラであった。しかしながら CMV-CTL に関しては、アメロゲニ

ンローカスにおいてドナー由来を示す Y アリルは一貫して検出されず、X アリ

ルのみが検出された。ドナーリンパ球輸注後の解析においても、Y アリルが検

出されることはなかった。これより、移植後 2 年間にわたり、CMV-CTL は専

らレシピエントに由来していたことが判明した。すなわち、他の細胞集団は混

合キメラであるにもかかわらず、CMV-CTL のみが完全にレシピエント由来と

いう乖離した状態が持続していることが判明した。 

 症例 2では移植前レシピエント細胞を用いた解析にて、レシピエントは TH01

ローカスのアリル 9および、vWAローカスのアリル 14および 20が陽性である

ことを確認している。移植後 CMV-CTL では、全ての解析ポイントにおいて

TH01ローカスはアリル 6が、vWA ローカスはアリル 16および 18が陽性であ

った。つまり、移植後 60日の時点から CMV-CTLは完全ドナー由来であること

が判明した。また、移植後 60 日での CD45 陽性、CD15 陽性かつ CD33 陽性、

CD3陽性かつ CD4陽性、CD3陽性かつ CD8陽性、CD19陽性の細胞の細胞集

団に関しても TH01および vWAローカスにつき解析したところ、これらの細胞

集団も完全ドナー由来であることが判明した。 

 症例 3 では移植前レシピエント細胞を用いた解析にて、レシピエントは

D5S818 ローカスのアリル 10 および 13 が、vWA ローカスのアリル 14 および

17 が陽性であることを確認している。一方、CMV-CTL は全ての解析ポイント

において D5S818ローカスはアリル 9および 11が、vWAローカスはアリル 18

および 19が陽性であった。つまり、移植後 30日の時点から CMV-CTLは完全

ドナー由来であることが判明した。また、移植後 30 日での CD45 陽性、CD15

陽性かつ CD33陽性、CD3陽性かつ CD4陽性、CD3陽性かつ CD8陽性、CD19

陽性の細胞の細胞集団に関してもD5S818および vWAローカスにつき解析した
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ところ、CMV-CTL同様に完全ドナー由来であった。 

 

図 13 キメリズム解析 
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2.3.5 CMV-CTLクローンの IFN-γ ELISPOT解析 

 症例 1において最も有意であったクローン型 ID1-1 (CDR3領域のアミノ酸配

列；CASSNQGAGGNQPQHF) につき、クローン樹立に成功した。本クローン

を用いた ELISPOT 解析の結果を図 14 に示す。本クローンは、CMV ペプチド

を提示させた T2-A24 細胞との共培養において、著明な IFN-γ産生を認めた。

一方、HIVペプチドを提示させた T2-A24との共培養では IFN-γ産生は乏しく、

CMVペプチド提示細胞を認識し、特異的に傷害していることが確認できた。 

 

図 14 CMV-CTLクローンの INF-γ ELISPOT解析 
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3．考察 

 Direct single-cell analysis を用いて、HLA-A*2402拘束性 CMV特異的 CTL

の T細胞受容体β鎖の解析を 3組のレシピエント CMV既感染、ドナーCMV未

感染のペアで施行した。CMV-CTL の大多数はエフェクターメモリーもしくは

エフェクターT細胞であった。約 1300細胞の解析にて、症例間に共通したCDR3

配列を有するCMV-CTLクローン型は存在しなかったものの、各症例内でCDR3

内に特定のアミノ酸モチーフを共有していることが判明した。かつ、各症例に

おいては特定の BV gene familyが用いられる傾向を認めた。更に、移植後早期

に同定されたクローン型が、その後も長期間にわたり主要クローンとして保持

されることが明らかとなった。また、症例 1 の CMV-CTL は、移植後 2 年間に

わたり完全にレシピエント由来であった。加えて、このレシピエント由来の

CMV-CTL は CMV ペプチド提示 T2-24 細胞に対して明らかな IFNγ産生を認

めており、CMV感染細胞に対する細胞傷害活性が存在することが示唆された。 

 Allo-HCT後の CMV感染症において、CMV-CTLの再構築は極めて重要な役

割を果たしている 11, 13, 19, 31, 32。血清学的 CMV陽性のレシピエントと血清学的

CMV 陰性のドナー間での移植では、CMV 再活性化のリスクが高いと言われて

いる 7, 23。その理由の一つとして、移植源からのドナー由来 CMV-CTLの供給が

皆無であることが挙げられる 19。それゆえ、ドナー由来の幹細胞はレシピエン

ト胸腺で教育を受けた後、CMV再活性化に対応するために速やかに CMV-CTL

へと分化・増幅する必要がある 11。CMV再活性化への対応という観点から考え

ると、今回解析した CMV-CTL の大半がエフェクターメモリーもしくはエフェ

クターT細胞であった理由も、CMV 再活性化に対抗するために、より細胞傷害

活性能を有する段階へ分化していたためと考えられる 33, 34。特に症例 3 に関し

ては、慢性 GVHDの管理に対して免疫抑制剤の増量と全身性のステロイド投与

を要したため、CMV再活性化を頻回に認めていた。本症例においてエフェクタ

ーT細胞が著しく増加した理由は、CMV感染症発症を抑止するためであったと

考えられる 35。一方、CMV再活性化に対する治療を要さなかった症例 1および

症例 2では CMV感染症に速やかに対抗できるよう、エフェクターメモリーT細
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胞の段階で待機していた可能性が考えられる。CMV-CTL の成熟段階に関して

は、既報と同じく成熟傾向を認めた 30, 36。 

 これまでの報告で HLA-A*0201 を有する健常ドナーの CDR3 領域は特定の

BV gene family (BV3、14、21、23、11) が使用される傾向にあり、また似通っ

たモチーフを有すると報告されている 37。他の報告においても、CMV感染時に

特定の BV gene familyが選択されるとの報告がある 14, 38, 39。しかしながら、こ

れらの報告では、CMV-CLTクローン型の同定・定量の手法として in vitroでの

培養や細菌形質転換を用いている。これらの方法ではクローン型により培養速

度や形質転換効率が異なるため、正確な in vivoにおける状況を反映していない

可能性を否定できない 15。それゆえ、我々は in vivoでの CMV-CTLの動態をよ

り正確に評価するため direct single-cell analysis 法を用いて解析した。今回の

解析では、日本人に特に多いHLA-A*2402を有するAllo-HCT後患者において、

特定の BV gene familyが用いられる傾向を認めた。更に、我々が以前に CMV

血清学的陽性 HLA*-A2402レシピエントに関して解析した報告と同様、BV5お

よび BV7が頻回に使用される傾向を認めた 15。これらの報告から、同種移植後

の CMV-CTLは HLA拘束性に特定の BV gene familyを選択する傾向があるの

かもしれない 14。 

 骨髄破壊的前処置を用いた Allo-HCTと比較し、骨髄非破壊的前処置を用いた

Allo-HCTでは移植後の CMV感染症の発症が遅い傾向にある。これは、移植後

早期は、残存するレシピエント由来の T 細胞が CMV 感染症防御を担っている

ためではないかと推測されている 40, 41。実際、いくつかの報告では Allo-HCT

後、レシピエント由来の抗ウイルス T細胞が残存していることを STR法により

証明している 23, 24, 42。しかしながら、これらは全血や CD3分画、もしくは CD8

分画を用いて解析しているため、ウイルス特異的 CTLに限定したキメリズムは

明らかではなかった。CMV-CTL について、直接キメリズム解析を行った報告

はこれまでに 1報のみである。Gandhiらは、血清学的 CMV陰性ドナーから骨

髄破壊的かつ T 細胞除去を伴う前処置により移植した、血清学的 CMV 陽性レ

シピエントの CMV-CTL についてキメリズム解析を行っている 25。この報告で
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は、慢性 GVHD コントロールのため、移植後 20 ヶ月まで免疫抑制剤を使用し

ていた。また、免疫抑制剤使用中の移植後 5 ヶ月で CMV 網膜炎を発症しガン

シクロビルにて治療を行っている。その後も免疫抑制剤の影響か、CMV-CTL

の出現は遅れ、移植後 9ヶ月の時点では検出されず、12ヶ月で初めて検出され

ている。初めて検出された CMV-CTL はキメリズム解析にてドナー由来であり、

以降は CMV感染症の合併は認めなかった。一方、我々の報告では移植後 30日

から一貫してレシピエント由来の CMV-CTL が残存しており、既報とは異なる

結果となった。この理由の一つとして、移植前処置が骨髄非破壊的であったた

め、レシピエント由来の CMV-CTL が残存しえた可能性が考えられた。もう一

つの理由として、前処置に抗ヒト胸腺細胞ウサギ免疫グロブリンを用いたこと

で、ドナーT細胞が抑制され、レシピエント細胞がより残存しやすい環境であっ

た可能性も考えられた。興味深い点として、症例 1 では移植後 2 年間にわたり

CD45 陽性、CD15 陽性かつ CD33 陽性、CD3 陽性かつ CD4 陽性、CD3 陽性

かつCD8陽性細胞、およびCD19陽性細胞集団が混合キメラであったのに対し、

CMV-CTL は完全にレシピエント由来であった。これまでに、直接 CMV-CTL

を解析してレシピエント由来であることを証明し、かつ、他の細胞分画との乖

離を認めた報告は認めず、本報告が初めてである。また、症例 1 では移植後汎

血球減少が持続したにもかかわらず、一度も CMV再活性化を認めることなく経

過した。これは残存したレシピエント由来の CMV-CTL が CMV 再活性化制御

に有効であった可能性が考えられた。 

 移植後の CMV 再活性化を抑えるためには、CTL に特定のクローン型の存在

が重要なのか（たとえば、特定の細胞障害活性の強いCDR3モチーフを持つ CTL

クローン）、クローン型の多様性が求められるのかは結論に至っていない 43-45。

しかしながら、少なくとも症例 1 からは、我々の以前の報告と同様、極めて限

定された、特定のクローンのみで CMV再活性化を十分に抑えられる可能性が示

唆される 15。我々は、Allo-HCT後にクローン型が極めて限定されていたとして

も、そのクローン型が十分に CMV 再活性化を抑止できれば、必ずしも

CMV-CTLが多様化する必要はないのかもしれないと推測している。 
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 本研究の限界点としては、3 症例のみの解析である点である。このため、

CMV-CTL の推移と臨床経過の相関について断定的な結論は導くことができな

い。同様に、骨髄非破壊的前処置を用いたり、移植前後に抗ヒト胸腺細胞ウサ

ギ免疫グロブリンを用いたりすることで、どのくらいの確率でレシピエント由

来の CMV-CTL が残存しうるかも明らかではない。これらの問題を解決するた

めには、今後も臨床症状とリンクしながらの基礎研究による追試が必要である。 

まとめ  

今回、direct single-cell analysis 法を用いて、Allo-HCT後 HLA-A*2402拘

束性 CMV 特異的 CTL の動態を解析した。いずれの症例も特定の BV gene 

family を限定的に使用し、かつ、特定のモチーフを有する傾向をみとめた。ま

た、移植後 2 年にわたりレシピエント由来の CMV-CTL が残存しうることを初

めて報告した。今後、更に症例を重ねることで、Allo-HCT後の CMV-CTL の動

態を明らかにできると考えている。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



35 

 

4．おわりに 

 造血器腫瘍に対する Allo-HCTは化学療法が進歩した現在においてもなお、重

要な役割を占める治療法である。GVHD 発症を抑えるためには免疫抑制を強化

することが必要であるが、一方で高度の免疫抑制状態では GVL効果の減弱によ

る再発のリスクや、感染症のリスクが高まる。移植臨床においては GHVDや再

発、また臓器障害等により死に至ることも経験するが、感染症による死亡は回

避したいという強い思いがある。 

 今回の研究では、Allo-HCTにおける CMV-CTLレパトア解析により、免疫回

復と感染症における CTLの果たす役割の一端を明らかにすることができた。ウ

イルス特異的な CTLの同定や誘導が可能となれば、移植後に特に感染リスクが

高いウイルスに対して、ウイルス特異的 CTLを誘導することで免疫抑制を弱め

ることなく感染対策を講じることが可能となる。今回の取り組みが今後のウイ

ルス特異的 CTLの解明と新規治療に発展していくことを期待する。 
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