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要旨 
【背景と目的】 移植⽚対宿主病(graft-versus-host disease: GVHD)は同種造⾎細胞
移植(allogeneic hematopoietic cell transplantation: allo-HCT)における重要な合併症の
⼀つである。現在、カルシニューリン阻害剤(Calcineurin inhibitor: CNI)を⽤いた
GVHD 予防が広く⽤いられているが、依然として約半数の症例が慢性 GVHD を発
症し、数年にわたる免疫抑制剤による治療が必要になり、患者の QOL を著しく低下
させる。慢性 GVHD の病態には、T 細胞を介した胸腺障害によるネガティブセレク
ションが障害されることや、制御性 T 細胞（Treg）の恒常性の乱れ、ドナーB 細胞
の異常な活性化、ドナーT 細胞や⾻髄細胞の慢性活性化が関与することが⽰されてい
る。また、CNI による GVHD 予防が失敗するメカニズムの⼀つとして、CNI の IL-
2 シグナル遮断に伴うTreg の減少が関与すると考えられている。しかしながら、
我々の研究グループでは、allo-HCT後にドナーT 細胞が宿主⾮造⾎細胞上のアロ抗
原に慢性的に曝露されると、エフェクター機能が著しく低下したドナーT 細胞疲弊が
促進されることを⽰しており、CNI投与中の慢性 GVHD の発症には Treg減少だけ
でなく、ドナーT 細胞疲弊の抑制による慢性活性化が必要と考えられる。最近、カル
シニューリン阻害剤の主要な作⽤である NFAT の阻害によって、慢性ウイルス感染
や腫瘍モデルにおいて T 細胞疲弊が抑制されることが報告された。従って、CNI に
よる GVHD 予防では、ドナーT 細胞疲弊が抑制されることで、逆説的にドナーの抗
宿主免疫寛容の誘導に失敗してしまう可能性が考えられる。しかし、実際に CNI が
allo-HCT 後のドナー T 細胞疲弊にどのような影響を与えているかは不明である。
そこで、本研究では、GVHDマウスモデルと養⼦免疫マウスモデルを⽤いて、CNI
が allo-HCT後のドナーT 細胞疲弊の動態に及ぼす影響を検討した。 

 
【材料と方法】 マウスの HCT では、前処置として 11Gy の全⾝放射線照射を⾏
い、主要組織適合遺伝⼦複合体半合致の allo-HCT を⾏った。移植⽚として、アロ抗
原を特異的に認識する 2C-TCR トランスジェニックマウス(2C)由来の純化 T 細胞 1 
x 106個と、ポリクローナル TCR を発現する Ly5aマウス(WT)由来の純化 T 細胞 1 x 
106個、および野⽣型B6マウス由来の T 細胞除去⾻髄細胞 5 x 106個を輸注した。
CNI投与実験では、シクロスポリン(Cyclosporine: CSP) 25mg/kg を移植後day 0か
ら day28まで連⽇投与した。抗PD-L1抗体（PD-L1 mAbs)投与実験では、初回
500μg、2回⽬以降 200μg を移植後day0もしくは day14から day42まで投与し
た。ドナーT 細胞の疲弊観察実験では、移植後day7、14、21、28、35のレシピエン
トマウスの肝臓と脾臓の T 細胞の免疫チェックポイントや T 細胞疲弊に関わる分⼦
発現をシングルセル RNA シーケンス法による mRNA シーケンシング法
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（scRNAseq）およびフローサイトメトリー(FCM)で観察した。移植⽚対⽩⾎病効果
(graft-versus-leukemia: GVL)の検討実験では、上記の同種移植モデルの移植後day7
に、ルシフェラーゼを発現させた B6マウス由来⽩⾎病細胞である C1498-luc をレシ
ピエントマウスに播種し、day14、21、28、35、42、49に、⽣物発光イメージング
（Bioluminescence imaging:BLI）を⽤いてマウス体内の腫瘍を検出および定量し
た。養⼦免疫実験では、前処置として 11Gy の全⾝放射線照射を⾏い、CSPを day0-
14まで投与したレシピエントマウス由来の純化 T 細胞 1 x 106個、および野⽣型B6
マウス由来の T 細胞除去⾻髄細胞 5 x 106個を輸注し、週 3回体重および GVHDス
コアを観察した。移植後day50 に慢性 GVHD の評価として、涙液分泌試験と
GVHD標的臓器である唾液腺、肝臓、⽪膚における病理学的検討を⾏って評価し
た。 

 
【結果】 FCM により、同種 SCT後day14 に 2C由来の CD8+T 細胞がPD-1 や
TIGIT などの複数の免疫チェックポイント受容体を発現する terminally exhausted T 
cell（Tex）に分化し、PD-1遮断に対するドナーT 細胞の反応性の低下につながった
ことが⽰された。次に、同種 SCT後day14 に CSPまたは vehicle が投与したレシピ
エントから採取したドナーT 細胞の scRNAseqを実施した。UMAP解析により、
CD4+ T 細胞の 4 つのクラスター（C10-C13）と CD8+ T 細胞の 9つのクラスター
（C1-C9）を同定し、それら全てが疲弊を誘導する分⼦である Tox を発現し、全て
のドナーT 細胞が疲弊分化経路に⼊っていることが⽰唆された。CSPの投与によっ
て、他のクラスターと⽐較して、Tox の発現が低く、Ly6c2 の発現が⾼いことを特徴
とする C10（CD4+）および C1（CD8+）を顕著に増加させた。FCM では、CSP
投与群において day14 に 2C由来CD8+、WT CD8+、WT CD4+ドナーT 細胞で
PD-1+TIGIT-TOXlow細胞を著しく増加しており、これらの細胞は CSP中⽌後少な
くとも 2週間持続していることを確認した。CSPを投与されたレシピエントマウス
から純化した Ly6C+ T 細胞は、養⼦免疫後に Ly6C- Tex に分化し、Ly6C- T 細胞は
Ly6C-にとどまったことから、CSP誘導Ly6C+ドナーT 細胞は Tex の前駆細胞であ
ると考えられた。我々は、これらの細胞を、PD-1 に加えて CX3CR1 や GranzymeB
が⾼発現であることから transitory-CNI と命名した。GVHD 予防/治療や Texへの
分化を抑制することが知られている様々な薬剤の中で、CSPと ibrutinib のみが
TOXlowPD-1+TIGIT-Ly6C+ transitory-CNI を誘導したことから、NFAT 阻害が
transitory-CNI誘導に重要であることが⽰唆された。重要なことに、Ly6C-細胞では
なく Ly6C+ドナーT 細胞のみが養⼦移⼊後に慢性 GVHD を誘導し、transitory-CNI
が慢性 GVHD の病態⽣理に重要な役割を果たすことが⽰唆された。Day14からの
PD-L1 mAbs の投与は、ドナーT 細胞の酸化的リン酸化(oxidative phosphorylation: 
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OXPHOS)を増強し、CSPで治療されたレシピエントにおいてのみ宿主由来⽩⾎病
細胞を根絶させた。 

 
【考察】 本研究では、網羅的遺伝⼦発現解析およびマウスモデルを⽤いて、CNI
によるドナーT 細胞の疲弊抑制によって transitory-Tex と定義される Ly6C陽性細胞
集団が誘導されることが確認された。さらに Ly6C陽性のドナー由来T 細胞を養⼦
免疫することで、Ly6C陰性 terminal-Texへと分化しながら慢性 GVHD が発症する
ことから、CNI によってドナーT 細胞の最終的な疲弊が抑制され、同時に誘導され
た transitory-Tex が慢性 GVHD 発症の原因となることが⽰された。また、本研究で
は CNI によって誘導された transitory-Tex が免疫チェックポイント阻害薬(immune 
checkpoint inhibitor: ICI)に対して強い反応性を⽰し、transitory-Tex が保持されたレ
シピエントマウスでは ICI投与後に増殖能や殺細胞能が増強されることで、GVL効
果が増強されることが明らかになった。 
 
【結論】 CNI の早期投与によって誘導されるドナー由来の transitory-Tex 細胞の残
存は、慢性 GVHD 発症のリスクを⾼める。同時に、移植後の原病再発に対して ICI
投与による GVL増強を介した治療選択肢を残すことが可能である。本研究により、
同種移植において、ドナーT 細胞疲弊に基づく、最適な GVHD 予防法と移植後再発
の際の適切な治療の選択ができる可能性が⽰された。 
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略語表 
 

本⽂中および図中で使⽤した略語は以下の通りである。 
 
Allo allogeneic 
AP-1 activator protein 1 
BCL6 B-cell lymphoma 6 
BCR B-cell receptor 
BLI bioluminescence imaging 
BTK Brutonʼs tyrosine kinase 
BMT bone marrow transplantation 
CNI Calcineurin inhibitor 
CSP Cyclosporine 
CX3CR1 C-X3-C motif chemokine receptor 1 
DAPI  4',6-diamidino-2-phenylindole 
DEG differential expressed genes 
DNA deoxyribonucleic acid 
EDTA ethylenediaminetetraacetic acid 
ERK extracellular signal-regulated kinase 
FCM flow cytometry 
FCS fetal calf serum 
GVHD  graft-versus-host disease 
GVL graft-versus-leukemia 
HCT hematopoietic cell transplantation 
H&E hematoxylin and eosin 
ICI immune checkpoint inhibitor 
IFNγ interferon-γ 
IL-2 interleukin-2 
IRES internal ribosome entry site 
ITK interleukin-2-inducible T-cell kinase 
IVIS in vivo imaging system 
JAK janus kinase 
KEGG Kyoto encyclopedia of genes and genomes 
KLR killer cell lectin-like receptor 
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LMCs liver-infiltrating mononuclear cells 
mAb monoclonal antibody 
MEK MAP kinase 
MFI mean fluorescence intensity 
MHC major histocompatibility complex 
mRNA messenger RNA 
MSCV murine stem cell virus 
MT Masson trichrome 
mTOR mammalian target of rapamycin 
NFAT nuclear factor of activated T-cells 
OGDH oxoglutarate dehydrogenase 
PBS  phosphate buffered saline 
PCA principal component analysis 
PD-1 programmed cell death-1 
PD-L1 programmed cell death ligand-1 
PFA paraformaldehyde 
PSL prednisolone 
PTCy post-transplant cyclophosphamide 
RNA ribonucleic acid 
RPMI Roswell Park memorial institute medium 
scRNAseq single cell RNA sequence 
Syn syngeneic 
TBI total body irradiation 
TCD-BM T-cell depleted bone marrow 
TCF-1 T-cell factor 1 
TCR T-cell receptor 
TIGIT T-cell immunoreceptor with Ig and ITIM domains 
Tim-3 T-cell immunoglobulin and mucin-domain containing-3 
TNFα tumor necrosis factor-α 
TOX thymocyte selection associated high mobility group box 
Tpex precursor of exhausted T-cell 
Treg regulatory T-cell 
UMAP uniform manifold approximation and projection 
WT wild type 
WTA whole transcriptome analysis 
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YFP yellow fluorescent protein  
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緒⾔ 
同種造⾎細胞移植(allogeneic hematopoietic cell transplantation : allo-HCT)は、
様々な⾎液悪性腫瘍に対する根治的治療法である。移植⽚対宿主病(graft-versus-host 
disease：GVHD)はその中でも重要な合併症の⼀つであり、時に致死的となりうるた
め、免疫抑制剤を⽤いた GVHD の予防は allo-HCT の成功には不可⽋である。標準
的な GVHD 予防法としてカルシニューリン阻害剤（calcineurin inhibitor：CNI）や
代謝拮抗剤による GVHD 予防が広く普及しているが、allo-HCT で治療された患者
の約 40〜50%が慢性 GVHD を発症し、数年にわたる免疫抑制剤による治療が必要
となり、患者の QOL が著しく低下する(Lee et al., 2010; Anasetti et al., 2012; Zeiser 
et al., 2021)。慢性 GVHD の病態には、T 細胞を介した胸腺障害による胸腺ネガティ
ブセレクションの障害、制御性 T 細胞（Treg）の恒常性の乱れ、ドナーB 細胞の異
常な活性化、ドナーT 細胞や⾻髄細胞の慢性活性化が関与することが⽰されており
(Sakoda et al., 2007; Zeiser et al., 2017)、CNI による GVHD 予防が失敗するメカニ
ズムの⼀つとして、CNI の IL-2 シグナル遮断に伴うTreg の減少が提唱されている
(Sugiyama et al., 2014; Satake et al., 2014)。 

我々は、これまでに allo-HCT後にドナーT 細胞を宿主⾮造⾎細胞上のアロ抗原に
慢性的に曝露すると、ドナーT 細胞の疲弊が促進され、ドナーT 細胞のエフェクター
機能が著しく低下することを⽰しており、慢性 GVHD の発症には Treg減少だけで
はなくドナーT 細胞疲弊の抑制が必要と考えられる(Asakura et al., 2010; Flutter et al., 
2010)。近年、CNI の主要な機能である NFAT 阻害が、慢性ウイルス感染や腫瘍モ
デルにおいて T 細胞疲弊を抑制することが報告された(Khan et al., 2019; Seo et al., 
2019)。したがって、CNI を⽤いた GVHD 予防では、ドナーT 細胞疲弊が抑制され
ることで、逆説的にドナー細胞の免疫寛容誘導が失敗している可能性がある。しか
し、実際に CNI が allo-HCT 後のドナー T 細胞疲弊に影響を与えるかどうかは、
まだ明らかにされていない。 

⼀⽅で、移植後再発も慢性 GVHD と共に allo-HCT後の重要な問題の⼀つであ
り、ドナーT 細胞の疲弊は、allo-HCT後のマウスや患者における⽩⾎病の再発と関
連する。免疫チェックポイント阻害剤（immune checkpoint inhibitor：ICI）は、古
典的ホジキンリンパ腫などの⾎液悪性腫瘍の allo-HCT後再発に対して投与される
が、その奏功率は限定的である(Noviello et al.,2019;Liu et al., 2018;Toffalori et al., 
2019)。さらに、allo-HCT後の ICI投与による T 細胞の活性化から⽣じる GVHD
の増悪は、移植⽚対⽩⾎病(graft-versus-leukemia: GVL)効果の増強効果を相殺する
可能性があり、allo-HCT後のドナーT 細胞が疲弊に⾄る分⼦メカニズムの詳細な理
解は移植後再発の治療戦略にも不可⽋である(Herbaux et al., 2018;Kohler et al., 2021; 
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Blazar et al., 2003;Ito et al., 2022)。T 細胞が疲弊T 細胞へと分化する過程は多段階で
あり、疲弊した T 細胞の中には、幹細胞様の性質を持つ precursor of exhausted T 
cells（Tpex）や、エフェクター様機能を持つ Tpex由来の transitory T cell、そして
複数の抑制受容体を発現し機能が著しく低下した terminal differentiated exhausted T 
cell（Tex）などの異なる特徴を持つ細胞群が含まれることが明らかとなっている
（Utzschneider et al., 2016; Im et al., 2016; Wu et al., 2016; He et al., 2016; Hudson et 
al., 2019）。本研究では、シングルセル RNA-シークエンス（scRNAseq）とフロー
サイトメトリー分析を⽤いて、マウス同種⾻髄移植（BMT）後のドナーT 細胞疲弊
に対する CNI の影響を評価した。また、マウスBMTモデルを⽤いて、HCT後の免
疫寛容誘導および ICI の抗腫瘍効果に対する CNI の影響を検討し、allo-HCT におい
て CNI がドナーT 細胞の疲弊を抑制し transitory T cell の特徴を⽰すLy6C+T 細胞
を増加させることで、慢性 GVHD 発症を誘導することを初めて報告した。また、
Ly6C+T 細胞が ICI に対する⾼い反応性を⽰し、GVL効果増強による再発予防効果
を誘導することを⽰した。 
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実験⽅法 
 
1. 実験材料 
1） マウス 
7週齢、雌の C57BL/6 (B6, H-2b, CD45.2+, CD8.2+)、BALB/c (H-2d, 
CD45.2+, CD8.2+)、 B6-Ly5a (H-2b, CD45.1+, CD8.2+)、B6D2F1 (H-2b/d, 
CD45.2+, CD8.1+/CD8.2+) マウスを⽇本クレア株式会社 (Tokyo, Japan) よ
り購⼊した。B6.Cg-Tg(Tcra2C,Tcrb2C)1Dlo (2C-Tg, H-2b, CD8.1+, 
CD45.2+) マウスはProf. Paul J. Martin (Fred Hutchinson Cancer Center)から
提供され使⽤した。本マウスは理研バイオリソース研究センター (RBRC02781) 
に deposit されている。 

 
遺伝⼦組み換えマウスに関しては下記⽤途に使⽤した。 

 
B6.Cg-Tg(Tcra2C,Tcrb2C)1Dlo (2C-Tg) 
上記マウスは、⼀般的にマウスにユビキタスに発現される OGDH に由来す

るペプチドと H-2Ld の複合体を認識する(Sha et al.,1988)。移植マウスモデルに
おけるアロ抗原特異的T 細胞の profile を検証するため、ドナーT 細胞に本マウ
ス由来の T 細胞を使⽤し、レシピエントマウスに B6D2F1(H-2d)を使⽤した。 

 
これらのマウスは本学の動物実験施設にて繁殖飼育し、全ての実験で 8〜12週
齢時に実験を⾏った。いずれの実験においても、「北海道⼤学動物実験に関す
る規程」および「北海道⼤学遺伝⼦組換え実験等安全管理規定」に従って、動
物実験 (承認番号：17-0026, 2022-009) と遺伝⼦組換え実験 (承認番号: 20176-
036, 22-0013) の承認を得て⾏った。 
 

2） 薬剤 
抗PD-L1モノクローナル抗体：（PD-L1 mAbs, clone MIH5）は、理研バイオ
リソースセンター（Tsukuba, Japan）から得た MIH5ハイブリドーマ細胞
（RCB2324）より調製した(Tsushima et al., 2003)。マウスにPD-L1 mAb を、
最初の注射は 500μg、その後は週 2回 200μg を腹腔内注射した。 
 
シクロスポリン：Cyclosporine（Novartis Pharma, Tokyo, Japan）は T 細胞内で
シクロフィリンと複合体を形成して細胞質でカルシニューリンを阻害する薬剤
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である（Qadir et al., 2005）。Cyclosporine はWater(Sigma Aldrich:#W3500)に
溶解し、allo-HCT後の day 0から day14もしくは day28まで 25mg/kg の⽤量
で連⽇内服投与した。 

 
イブルチニブ：Ibrutinib（LC Laboratories, Woburn, USA）は、B 細胞受容体
(BCR)および B 細胞の遊⾛や接着に関与するケモカイン受容体の下流に位置す
るシグナル分⼦のブルトン型チロシンキナーゼ(BTK)と、IL-2誘導性 T 細胞キ
ナーゼ(ITK)を阻害する薬剤である（Dubovsky et al., 2014）。Ibrutinib は
Water(Sigma Aldrich:#W3500)に溶解し、allo-HCT後の day 0から day28まで
25mg/kg の⽤量で連⽇内服投与した。 

 
ルキソリチニブ：Ruxolitinib（LC Laboratories, Woburn, USA）は、JAK1 およ
び JAK2 に⾼い選択性を有する JAK 阻害薬である(Takahashi et al., 2018)。
Ruxolitinib は、エタノールに溶解したのちに 0.1%Tween20 を含むリン酸緩衝
⽣理⾷塩⽔で希釈し、30mg/kg の⽤量で 1⽇ 2回、allo-HCT後の day 0から
day28まで連⽇内服投与した。 

 
DAPT： N-[N-(3,5-difluorophen-acetyl)-alanyl]-S-phenylglycine t-butyl ester 
(DAPT; Sigma-Aldrich, USA) は、1回膜貫通型受容体である Notch のγセクレ
ターゼによる切断を阻害することで Notch の細胞内領域の核への移⾏を阻害す
る薬剤である(Toubai et al., 2011)。DAPT はPBSで希釈し、50mg/kg の⽤量
で、allo-HCT後の day 0から day28まで連⽇腹腔内注射によって投与した。 
 
セルメチニブ：Selumetinib（LC Laboratories, Woburn, USA）は、細胞外シグ
ナル調節キナーゼ(ERK)経路の上流調節因⼦である MEK1/2 を標的とした阻害
剤である（Verma et al., 2021）。Selumetinib はWater(Sigma Aldrich:#W3500)
に溶解し、allo-HCT後の day 0から day28まで 10mg/kg の⽤量で連⽇内服投与
した。 
 
シロリムス：Sirolimus（LC Laboratories, Woburn, USA）は、mTOR の活性化
を阻害する薬剤である（Herrero-Sánchez et al., 2016)。Sirolimus は、0.5％メチ
ルセルロースに懸濁し、1.5mg/kg の⽤量で allo-HCT後の day 0から day28ま
で連⽇内服投与した。 
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プレドニゾロン：Prednisolone (Shionogi, Osaka, Japan)は、細胞質の
glucocorticoid receptor に結合し、炎症関連転写因⼦を抑制する薬剤である
（Takahashi et al., 2018）。Prednisolone はPBS で溶解し、10mg/kg の⽤量で
allo-HCT後の day 0から day28まで連⽇内服投与した。 

 
低⽤量インターロイキン２：IL-2 (PeproTech, NJ, USA)は、低⽤量で投与する
ことで CD8+T 細胞や CD4+T 細胞を活性化することなく Treg を誘導する薬剤
である（Yu et al., 2006）。IL-2 はPBS に溶解し、5000IU/day の⽤量で allo-
HCT後の day 0から day14まで連⽇⽪下注射した。 

 
 
2. ⽅法 
1) マウス同種造⾎細胞移植 

レシピエントに B6D2F1マウス（H-2b/d）を、ドナーに主要組織適合遺伝⼦
複合体(Major histocompatibility complex: MHC)が半合致となる B6マウス(H-
2b)を⽤いて同種移植を⾏った。アロ抗原特異的なドナー由来T 細胞を識別する
ために、移植⽚として、アロ抗原を特異的に認識する 2C-TCR トランスジェニ
ックマウス(2C)由来の純化 T 細胞 1 x 106個と、ポリクローナル TCR を発現する
Ly5aマウス(WT)由来の純化 T 細胞 1 x 106個を⽤いた。また、移植後の造⾎を担
保するために野⽣型B6マウス由来の T 細胞除去⾻髄細胞 5 x 106個を⽤いた。 

ドナーマウスをイソフルラン吸⼊で⿇酔して安楽死させ、両側⼤腿⾻、脛
⾻、⾻盤⾻及び脾臓を摘出した。摘出した脾臓は滅菌済みのスライドガラスです
りつぶし、70 μm セルストレイナーを通して RPMI1640 (Sigma-Aldrich) + 
4% FCS （Selborne, Tasmania, Australia）を⽤いて細胞浮遊液にした。⼤腿
⾻・脛⾻・⾻盤⾻は、両側先端を切断し、23 ゲージ針と 1ml シリンジを⽤いて
RPMI1640 + 4% FCS で⾻髄細胞を押し出し、70μm セルストレイナーを通し
て細胞浮遊液とした。その後、脾臓細胞、⾻髄細胞浮遊液に Lysing Buffer（BD 
Bioscience, San Jose, CA）を⽤いて溶⾎処理を⾏い、トリパンブルー法により⽣
細胞数をカウントした。細胞数カウントの後、脾臓細胞浮遊液は総細胞数：1 x 
106個につき 4μl の MACS® Buffer(Miltenyi Biotec)でペレットを混和させ、総
細胞数 1 x 106個につき 1μl の MACS® pan-T antibody cocktail (Miltenyi Biotec)
を添加した。4℃で 5分間静置した後、総細胞数 1 x 106個につき 3μl の MACS® 
Buffer で混和し、1 x 106個につき 2μl の MACS® anti-biotin 
Microbeads(Miltenyi Biotec)を加え、4℃で 10分間静置した。10ml の MACS® 
Buffer を加え、4℃, 1500rpm, 5min で遠⼼分離を⾏い、上清を吸引し破棄した
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後、再度 5ml の MACS® Buffer を加えて、autoMACS® Pro Separator を使⽤し
て、negative selection で純化 T 細胞を単離した。⾻髄細胞浮遊液は総細胞数：1 
x 106個につき 9μl の MACS® Buffer(Miltenyi Biotec)でペレットを混和させ、総
細胞数 1 x 106個につき 1μl の MACS® anti-CD90 microbeads (Miltenyi Biotec)
を添加した。4℃で 15分間静置した後、10ml の MACS® Buffer を加え、4℃, 
1500rpm, 5min で遠⼼分離を⾏い、上清を吸引し破棄した後、再度 5ml の
MACS® Buffer を加えて、autoMACS® Pro Separator を使⽤して、negative 
selection で T 細胞除去⾻髄細胞を単離した。単離後に細胞浮遊液を遠⼼して上
清を破棄し、⽣細胞数をカウントした。細胞数をカウントした後に、細胞浮遊液
を遠⼼して上清を破棄し、レシピエント 1匹あたり、2C由来純化 T 細胞 1 x 106

個、WT由来純化 T 細胞 1 x 106個、野⽣型B6マウス由来T 細胞除去⾻髄細胞
5 x 106個をPBS 250μl で希釈し、移植⽚として使⽤した。 

移植細胞を輸注するレシピエントマウスには 8〜12週齢の雌マウスを使⽤し
た。移植前処置として、移植当⽇に放射線照射装置 MBR-1520R-4 (HITACHI, 
Tokyo, Japan)を⽤いて、電圧 125kV、電流 15mA、照射距離 500mm、遮蔽板 
アルミニウム 0.5mm + 銅 0.2mm の条件で、総線量 11Gy を 4時間間隔の 2
分割照射で施⾏した。照射 2時間後に移植⽚を 1匹あたり 250μlずつ静脈内投
与した。 
また、移植後腫瘍再発モデルとして、B6マウス由来の腫瘍細胞である

C1498を⽤いるため、B6 レシピエントに、ドナーマウスとして BALB/cマウス
から精製した 5×106個の T 細胞除去⾻髄細胞および 1×106個の純化 T 細胞を
移植した。移植前処置として、移植当⽇に放射線照射装置 MBR-1520R-4 
(HITACHI, Tokyo, Japan)を⽤いて、電圧 125kV、電流 15mA、照射距離 
500mm、遮蔽板 アルミニウム 0.5mm + 銅 0.2mm の条件で、総線量 11Gy を
4時間間隔の 2分割照射で施⾏した。照射 2時間後に移植⽚を 1匹あたり 250μl
ずつ静脈内投与した。 

HCT後のマウスは specific pathogen-free環境下で、通常の餌と、液体滅菌を
施し塩酸で pH 2.5に調整した滅菌酸性⽔で飼育した。HCT後のマウスの
GVHD の重症度は、⽣存率と GVHD score で評価した。GVHD score は体重、
姿勢 (posture)、活動性 (activity)、⽑並み (fur texture)、脱⽑ (skin integrity)の
5項⽬を各項⽬ 0〜2点で点数化し、合計したものとした(Cooke et al., 1996)。
(表 1) 
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表 1：Assessment of Clinical GVHD in Transplanted Animals 
Criteria Grade 0 Grade 1 Grade 2 
Weight loss <10% >10% to <25% >25% 

Posture Normal 
Hunching noted only 
at rest 

Severe hunching 
impairs movement 

Activity Normal 
Mild to moderately 
decreased 

Stationary unless 
stimulated 

Fur texture Normal 
Mild to moderately 
ruffling 

Severe ruffling/ poor 
grooming 

Skin integrity Normal Scaling of paws/tail 
Obvious areas of 
denuded skin 

 
2) マウス脾臓、肝臓の摘出 

  マウスをイソフルランの吸⼊によって安楽死させ、腹膜を切開し脾臓を摘出
した。次に胸郭を開けて⼼臓を露出し、下⼤静脈・⾨脈を切断後、左⼼室より
10ml のPBS で還流を⾏った後に肝臓を摘出した。フローサイトメトリー解析に
は脾臓と肝臓全体を使⽤した(図１)。 

 

 
図 1. マウス肝臓、脾臓と実験使⽤部位 

 
 
3) マウス脾臓からの単核細胞の単離 

RPMI1640 (Sigma-Aldrich) + 4% FCS （Selborne, Tasmania, Australia）を
2ml加えた 12-well plate に、採取した脾臓を⼊れて on ice で保存し、全マウスの
検体が揃ったのちに滅菌済みのスライドガラスですりつぶし、70 μm セルスト

フローサイトメトリー解析

肝臓 脾臓



 15 

レイナーを通して RPMI1640 + 4% FCS を⽤いて細胞浮遊液にした。その後、
細胞浮遊液に Lysing Buffer（BD Bioscience, San Jose, CA）を⽤いて溶⾎処理を
⾏い、トリパンブルー法により⽣細胞数をカウントした。 

 
4) マウス肝臓からの肝臓浸潤単核細胞(liver-infiltrating mononuclear cells: LMCs)の
単離 

4 mg/ml の濃度の collagenase typeⅣ (Sigma-Aldrich)を含むRPMI1680 + 
4% FCS を 6ml加えた 6-well plate に、採取した肝臓を⼊れ、剪⼑を⽤いて 1−2 
mm ⽚に細かく切り刻み、37℃で 1時間静置した。その後、細胞浮遊液を 3ml
シリンジと 19ゲージ針を⽤いて混和し、70μm のセルストレーナーを通して
50 mlチューブに回収した。回収した細胞浮遊液を 4℃、2000回/分、5分間で
遠⼼し、上清を慎重に破棄して細胞ペレットを得た。得られたペレットを
Water(Sigma-Aldrich)で調整した 30% パーコール液 (GE Healthcare, Tokyo 
Japan) 10ml でよく混和し、50mlチューブに回収した。その後、1700回/分、30
分、室温で遠⼼し、上層をサクションで取り除き、沈殿した細胞液層を回収し
た。Lysing Buffer を⽤いて溶⾎処理を⾏い、トリパンブルー法により⽣細胞数
をカウントした。 

 
5) フローサイトメトリーによる解析 

表２に⽰した抗体を使⽤し、細胞表⾯抗原の染⾊を⾏った。具体的には、各
種抗体をFlow buffer (PBS + 2% FCS + 2μmol EDTA)で200倍に希釈し抗体カ
クテルを作成し、脾臓および肝臓から単離した細胞に抗体カクテルを加え、
4℃、30分間静置させることで反応させた。抗CD8.1抗体、抗CD45.1抗体を含ん
だ抗体カクテルに関しては、⼀次染⾊の後に抗Streptavidin抗体をFlow bufferで
200倍に希釈し、4℃、30分間静置させ⼆次染⾊を⾏った上で解析した。 
また、脾臓および肝臓から単離した細胞のTOX、TCF-1、Foxp3、

GranzymeBの発現を評価するため、細胞質内のTOX、TCF-1、Foxp3、
GranzymeBを蛍光抗体で染⾊しフローサイトメトリーで解析した。具体的に
は、細胞表⾯抗原の染⾊後に、Cytofix/Cytoperm kit (BD Biosciences, San Jose, 
CA)を⽤いて、細胞の固定と透過処理を⾏い、⼀晩4℃で静置した後、各抗原に
対する抗体をPerm bufferで200倍に希釈して染⾊し解析を⾏った。 
反応後は、FACS ARIAIII (BD Biosciences, San Jose, CA )及び、FlowJo 

software (Tree Star, Inc.) を⽤いて解析した。 
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表 2. フローサイトメトリーで使⽤した抗体 
抗原 クローン 標識 販売元 カタログ番号 

Granzyme B GB11 FITC BioLegend 515403 
Ly-6C HK1.4 FITC BioLegend 128006 
TCRb H57-597 FITC BD Biosciences 553171 
CD8a 53-6.7 FITC BD Biosciences 553033 
H2-Kd SF1-1.1 FITC BD Biosciences 553566 
Foxp3 R16-715 PerCP/Cy5.5 BD Biosciences 563902 
TCRb H57-597 PerCP/Cy5.5 BD Biosciences 560657 
CD4 GK1.5 PerCP/Cy5.5 BioLegend 100422 
CD8a 53-6.7 PerCP/Cy5.5 BioLegend 100733 
CD62L MEL-14 PerCP/Cy5.5 BD Biosciences 560513 
H2-Kb AF6-88.5 PE BD Biosciences 553570 
Ki-67 16A8 PE BioLegend 652404 
TCF-7/TCF-1 S33-966 PE BD Biosciences 564217 
PD-1 J43 PE-CF594 BD Biosciences 562523 
CD45.1 A20 PE/Cyanine7 BioLegend 110730 
CD8a 53-6.7 PE/Cyanine7 BioLegend 100721 
CD62L MEL-14 PE/Cyanine7 BD Pharmigen 560516 
CD4 GK1.5 PE/Cyanine7 BioLegend 100422 

TOX TXRX10 eFluor660 
Thermo Fisher 
Scientific 

50-6502-82 

IFN-gamma XMG1.2 APC BioLegend 505810 
TCRb H57-597 APC BD Biosciences 553174 
CD90.2 53-2.1 APC BioLegend 140312 
TCF-7/TCF-1 S33-966 BV421 BD Biosciences 566692 
Tim-3 RMT3-23 BV421 BioLegend 119723 
CD4 GK1.5 BV480 BD Biosciences 746475 
TCRb H57-597 BV480 BD Biosciences 746385 
CD44 IM7 BV510 BD Biosciences 563114 
CD45.2 104 BV510 BioLegend 109827 
Tim-3 5D12 BV510 BD Biosciences 747625 
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CD8a 53-6.7 BV605 BD Biosciences 563152 
TCRb H57-597 BV605 BioLegend 109241 
Ly-108 13G3 BV711 BD Biosciences 740823 
TIGIT 1G9 BV711 BD Biosciences 744214 
CD8a 53-6.7 BV711 BioLegend 100759 
Ly6c HK1.4 BV785 BioLegend 128041 
TIGIT 1G9 BV786 BD Biosciences 744215 
CD8a 53-6.7 BV786 BioLegend 100749 
CD8a(CD8.1) 49-31.1 Biotin CEDARLANE CL8921B 
CD45.1 A20 Biotin BioLegend 110704 
Fixable Viability 
Stain 780 

  APC-Cy7 BD Horizon 565388 

Streptavidin  BV421 BioLegend 405226 
Streptavidin  BV605 BioLegend 405229 

 
6) マウス養⼦免疫移植（Adoptive transfer） 

2-(1)の通り施⾏した allo-HCT のレシピエントに、移植後day0（移植⽇）から
day14まで CSPまたは Vehicle としてWater(Sigma-Aldrich)を投与し、day14 に
2nd ドナーとして脾臓を摘出し、2-(1)と同様に純化 T 細胞を抽出した。野⽣型
B6マウス由来の T 細胞除去⾻髄細胞 5 x 106個と、2ndドナー由来の純化 T 細胞 1
×106個を合わせて移植⽚とし、CSP治療群と Vehicle 治療群の２種類の移植⽚を
作成した。移植細胞を輸注する 2nd レシピエントマウスには B6D2F1 の 8〜12
週齢雌マウスを使⽤した。移植前処置として、移植当⽇に放射線照射装置 MBR-
1520R-4 (HITACHI, Tokyo, Japan)を⽤いて、電圧 125kV、電流 15mA、照射距
離 500mm、遮蔽板 アルミニウム 0.5mm + 銅 0.2mm の条件で、総線量 11Gy
を 4時間間隔の 2分割照射で施⾏した。照射 2時間後に移植⽚を 1匹あたり 250
μlずつ静脈内投与した。 

Ly6C+/-T 細胞の機能解析としての Adoptive transfer は以下の通り施⾏し
た。CSPで治療したマウスの脾臓から上記の通り T 細胞を抽出し、抗CD90.2
抗体、抗CD11b抗体、抗Ly6C抗体を抗体:MACS Baffer=1:200 で作成した抗
体カクテルで染⾊した後、DAPI で染⾊し、FACS ARIAIII (BD Biosciences, San 
Jose, CA )を⽤いて DAPI-CD11b-CD90.2+Ly6C+T 細胞もしくは DAPI-
CD11b-CD90.2+Ly6C-T 細胞を sort した。野⽣型B6マウス由来の T 細胞除去
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⾻髄細胞 5 x 106個と、2ndドナーから sort した純化 T 細胞 1 x 106個を合わせて
移植⽚とし、Ly6C+群と Ly6C-群の２種類の移植⽚を作成した。この検討でも
移植細胞を輸注する 2nd レシピエントマウスには B6D2F1 の 8〜12週齢雌マウ
スを使⽤した。移植前処置として、移植当⽇に放射線照射装置 MBR-1520R-4 
(HITACHI, Tokyo, Japan)を⽤いて、電圧 125kV、電流 15mA、照射距離 
500mm、遮蔽板 アルミニウム 0.5mm + 銅 0.2mm の条件で、総線量 11Gy を
4時間間隔の 2分割照射で施⾏した。照射 2時間後に移植⽚を 1匹あたり 250μl
ずつ静脈内投与した。 

HCT後のマウスは specific pathogen-free環境下で、通常の餌と、液体滅菌を
施し塩酸で pH 2.5に調整した滅菌酸性⽔で飼育した。HCT後のマウスの GVHD
の重症度は、⽣存率と GVHD score で評価した。GVHD score は体重、姿勢 
(posture)、活動性 (activity)、⽑並み (fur texture)、脱⽑ (skin integrity)の 5項⽬
を各項⽬ 0〜2 点で点数化し、合計したものとした(Cooke et al., 1996)(表 1)。
Day50 に涙液量を測定した後 sacrifice し、肝臓、唾液腺、⽪膚の組織標本を作成
した。 

 
7) 涙液量の測定 

移植後のマウスのドライアイを評価するために涙液量を測定した。10 %ケタミ
ン (フジタ製薬、東京、⽇本)と 2 %キシラジン (バイエル薬品、⼤阪、⽇本) を
1×PBS (-)で希釈し、最終濃度がケタミン 20 mg/ml、キシラジン 2 mg/ml にな
る⿇酔薬を作成し、マウス 1匹あたり 70 μl を腹腔内投与して鎮痛、鎮静させた。
⿇酔後のマウスの下眼瞼にフェノールレッド⽷（商品名：ゾーンクイック、メニ
コン、名古屋、⽇本）を 15秒間接着させ、左右の⻩⾊から⾚⾊に変⾊した⽷の⻑
さを測定し平均を求めた（図 2）。 

 

 
図 2. フェノールレッド⽷での涙液量測定 
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8) 組織標本作製 
パラフィン標本の作成：移植後のマウスから得た⽪膚は短冊状にトリミングし

た後に、⽖楊枝に巻きつけてのロール標本を作成し、4% paraformaldehyde (Merk 
Millipore, Billerica, MA) にて 4℃で⼀晩固定した (図 3)。固定後の標本のパラフ
ィン包埋から切⽚の作成は札幌総合病理研究所に依頼した。肝臓はマウスから摘
出する前に 1×PBS で灌流処理を⾏い、末梢⾎をできる限り除いた後に 4% PFA
で固定した。唾液腺も摘出し 4%PFA で固定した(図 4)。肝臓、唾液腺も同様に包
埋以降の処理は札幌総合病理研究所に依頼し、hematoxylin and eosin (H&E)染⾊
標本とマッソン・トリクローム (Masson trichrome stain, MT) 染⾊、未染⾊標本
の作成を依頼した。 

 
図 3. (A)⽪膚のロール標本, (B)マウス肝臓、(C)唾液腺 

 
H&E染⾊標本および MT染⾊標本は BZ-X700顕微鏡 (KEYENCE, Tokyo, 
Japan) の 20×/0.75NA、または 100×/1.45NA の対物レンズを⽤いて室温下で
観察及び撮影を⾏った。画像解析は Adobe Photoshop (22.5.8)及び imageJ 
(https://imagej.nih.gov/ij/)を⽤いて⾏った。 

 
9) MT染⾊での線維化部位の定量 

移植後 day 50 の MT染⾊標本を臓器切⽚の全域が含まれるようBZ-X700顕微
鏡 (KEYENCE, Tokyo, Japan) で撮影した。画像を Adobe Photoshop (22.5.8)に
おいてグレースケール画像に変換し、次に MT画像中の⻘⾊の線維化領域を
Photoshop の⾃動選択ツールで選択し、画像として書き出した。MT染⾊陽性領
域の算出には Image J software (NIH, Bethesda, MD, http://imagej.nih.gov/ij/)を⽤い、
全体領域と線維化領域の pixel 数をカウントし、全体領域に対する線維化領域の
⾯積⽐率を算出した（図 4）。 

 

A

肝左葉 唾液腺

B C
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図 4.MT positive area の算出 

 
 
10) シングルセル RNA シークエンス(scRNAseq) 

scRNAseqには、BD Rhapsody Express Single-Cell Analysis system を⽤い
た。FACSAriaIII セルソーターを⽤いて CD90+細胞のフローソーティングを⾏
い、移植後 14⽇⽬の脾臓から純化 T 細胞を抽出した。T 細胞は BD Mouse 
Immune Single-Cell Multiplexing Kit (BD Biosciences, #633793)を⽤いてラベル
化した。単細胞分離及び cDNA 合成には、BD Rhapsody Single-Cell Analysis 
System (BD) を⽤いた。ライブラリーは、Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent 
Technologies) と Qubit 4.0 (Thermo Fisher Scientific) を⽤いて定量した。配列
解析は、かずさ DNA 研究所（Chiba, Japan）にて DNBSEQ-G400 シーケンサ
ー(MGI Tech, Shenzhen, China)を⽤いて 100-bpペアエンドリードで⾏った。
CSP治療群 2匹、Vehicle 治療群 2匹合計 4匹のレシピエントマウスからプール
された合計 16578個の細胞の遺伝⼦配列が決定された。DNBSEQパイプライン
によって⽣成されたペアエンドFastqファイル中の⽣リード（R1：セルバーコー
ドリード、R2：RNA リード）をもとにクリーンリードを得るための前処理が⾏
われ、BD Rhapsody TM WTAパイプライン v1.0 をクリーンデータで使⽤し、
品質管理、バーコードと UMI の抽出、マウス参照ゲノム（GRCm38-PhiX-
gencodevM19）へのアライメントを⾏い、FASTQファイルを経て csvファイル
に変換された。シングルセルデータのクラスタリングとアノテーションについ

Original 画像

Photoshop でグレースケールに変換 Photoshop で線維化領域を選択

ImageJ で pixel 数をカウント

MT positive area (%) = 線維化領域 /全体領域 x100
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て、各データセットの単⼀細胞のクラスタリングおよび差次的発現遺伝⼦解析
は、SeqGeq v1.8 (BD Biosciences)(Eisenstein et al., 2020)を⽤いて実施した。細
胞の品質管理として、空のウェル、ミトコンドリア遺伝⼦の割合が 0.2 以上の死
細胞、または細胞の Library Size と発現 Gene 数からダブレットと思われる異常
値を削除し、最終的に 15985個の細胞を解析に使⽤した。発現データを連結
し、10,000 リードあたりのカウント数で正規化し、全マトリックスを対象とし
て解析した。主成分分析（PCA）では、1966個の⾼分散遺伝⼦を選択した。ま
た、PCAパラメータを 15次元、分解能を 0.45として Uniform Manifold 
Approximation and Projection (UMAP)を実⾏し、データの可視化および探索を
⾏った。次に、同定された各クラスターを、細胞サブセットを定義するマーカー
遺伝⼦として以前に報告されたそのマーカー遺伝⼦によって⼿動で注釈をつけ
た。すべての発現差解析では、⽐較対象集団に対してFold-Change > |1.5| と
Bonferroni adjust q-value < 0.01 を⽰した遺伝⼦を、⾼発現遺伝⼦または低発現
遺伝⼦と定義した。パスウェイ解析では、各クラスタの DEG で強い発現を⽰し
た遺伝⼦を DAVID Bioinformatics Resources (https://david.ncifcrf.gov/ )(Huang 
et al., 2009; Sherman et al., 2022)に登録し、Mus musculus のデータリソースと
照合し、各クラスターについて上位の KEGGパスウェイ項⽬をP値とともに記
録した。 

 
11) 腫瘍細胞への luciferase遺伝⼦の導⼊ 

 ドナーT 細胞による GVL効果を In vivo bioluminescence imaging (BLI)で評
価するために、Luciferase遺伝⼦を導⼊した⽩⾎病細胞株を作成した。ATCC
（Rockville, MD, USA）から購⼊した B6マウス由来急性⾻髄性⽩⾎病細胞株
C1498に、pMSCV-lus-IRES-YFPプラスミドを導⼊した HEK293T 細胞から⽣
成したウイルス上清と pCL-Eco（#12371; Addgene）を、1μg/mlピューロマイ
シン（Sigma-Aldrich）および 6μg/mlポリブレン（Nakarai Tesque, Kyoto, 
Japan）を添加した RPMI 1640培地中で培養した(Zhang et al., 2022; Naviaux et 
al., 1996)。pMSCV-luc-IRES-YFPプラスミドおよび pCL-Eco は、それぞれ Dr. 
Gerard Grosveld（St. Jude Children’s Research Hospital）および Dr. Inder Verma
（Addgene）から提供された。ウイルスを C1498に感染させた後、限界希釈法
を⽤いて細胞を単細胞分離し、単⼀の YFP発現腫瘍細胞(C1498luc)を回収した。 

 
12) 移植⽚対⽩⾎病（GVL）効果の評価 

移植後腫瘍再発モデルを⽤いて、移植後day0から day14まで、CSPまたは
Vehicle を 25mg/kg の⽤量で連⽇経⼝投与した。移植後+7に、レシピエントマ
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ウスにそれぞれ 5×104個の C1498luc細胞および 1×106個の C1498luc細胞を静脈
注射した。移植後day14 に in vivo bioluminescence imaging（BLI）を実施し、
検出された腫瘍量に基づいて群間の腫瘍量が同等となるようにマウスをPD-L1 
mAbs投与群または Vehicle群に振り分けた。その後週 1回BLI で腫瘍量を測定
した。BLI は、撮像の 5分前に 500μg の d-ルシフェリン（Promega, Madison, 
USA）をマウスに⽪下投与し、IVIS Imaging System ver. 4.3.1 (Perkin Elmer, 
Waltham, MA) を⽤いて施⾏した。発光量は photons per second per square 
centimeter per steer radiant (ph/s/cm2/sr) として算出した。 
 

13) 統計処理 
2群⽐較は Mann-Whitney U test を⽤いて検定した。P値< 0.05をもって統

計学的有意差の有無を判断し、全てのデータは平均値±標準誤差にて表記した。
全ての統計学的検定は、GraphPad Prism 9 (La Jolla, CA) の統計プログラムを⽤
いて⾏なった。 
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結果 
 
１．アロ抗原特異的ドナーT 細胞疲弊のマウスモデルの作成 

Allo-HCT後のアロ抗原特異的なドナーT 細胞の疲弊状況を評価するため、致
死量の放射線を照射した B6D2F1（H-2b/d）マウス 1匹あたりに、レシピエント特
異的 2C TCRトランスジェニック（2C-Tg）マウス（B6-CD8.1+background）由来
の T 細胞 1×106 個および B6-CD45.1+ドナー由来の T 細胞 1×106 個と、B6マ
ウス由来の TCD-BM  5×106 個を day0 に移植した。Allo-HCT後１週間ごと
に、脾臓、肝臓、腸管、肺、⽪膚のドナーT 細胞における疲弊マーカーである
PD-1 および TIGIT の発現を、FCM解析により評価した。しかし、腸管、肺、⽪
膚由来のドナーT 細胞の PD-1 および TIGIT の発現はレシピエントマウスにおけ
る個体差が著明であり、また実験間での差が⼤きく再現性に乏しかった（図 5A-
C）。 

 
 
図 5. Allo-HCT後の donor T 細胞の疲弊化マーカー発現の検討 
レシピエントマウス(B6D2F1)に 11Gy の放射線照射で前処置を⾏い，2C-Tg ドナー
から採取した 1 x 106個/匹の T 細胞、B6-CD45.1+ドナー由来の T 細胞 1×106 個、お
よび B6マウス由来の T 細胞除去⾻髄細胞 5×106  個を day0 に経静脈的に輸注した。
移植後day7、14、21、28、35における、２実験それぞれの⼩腸(A）、肺（B）、⽪
膚（C）における 2C-Tg ドナー由来T 細胞のPD-1、TIGIT の発現割合(平均±標準
誤差)を⽰す。(各実験あたり N=5/⽇） 
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⼀⽅で、脾臓と肝臓由来のドナーT 細胞の PD-1 および TIGIT の発現は個体差
が少なく、複数回の実験で結果に再現性が得られたため、以後は脾臓と肝臓のデ
ータのみを収集する⽅針とした。 

肝臓と脾臓において、allo-specific 2C-Tg T 細胞は、allo-HCT後 7⽇⽬までに
PD-1 と TIGIT を⾼発現し、2C-Tg T 細胞の約 80%が PD-1 と TIGIT が両⽅陽性
だった（図 6B）。2C-Tg T 細胞では、T 細胞疲弊の master regulator である TOX

 

 
 
図 6. Allo-HCT後の 2C-Tg donor T 細胞の疲弊化マーカー発現の検討 
図 5と同様に移植を施⾏した。移植後day7、14、21、28、35にレシピエントマウスを処

理し、脾臓（Spleen）、肝臓(Liver)における 2C-Tg ドナー由来T 細胞のPD-1、TIGIT、
TCF-1、TOX の発現をFCM で解析した。PD-1、TIGIT の発現について、代表的な
contour plot (A)と、発現割合の経時的変化(B; 平均±標準誤差、N=5-6/群)を⽰す。
TOX、TCF-1 の発現について、Day14 における代表的な contour plot (C)と、Day0、14、
28における TOX-MFI(D; 平均±標準誤差、N=5-6/群)を⽰す 。**p < 0.01; ns,有意差な
し 

C D

Sp
le

en
Li

ve
r

0

2

4

6

8

10

0

2

4

6

8

10

TO
X 

M
FI

 (x
10

2 )
Sp

le
en

Li
ve

r

Spleen

Liver

∗∗

ns

0

20

40

60

80

100

BA
2C-Tg

0

20

40

60

80

100

2C-Tg (Day14)

Day14 Day28Day0

PD-1

Sp
le

en
Li

ve
r

TI
G

IT

TOX

TC
F-

1

79.316

2.42.3

88.1

8.9

2.3

0.7

0.8

2.294

3.0

89.980.00.62.4

95.1 1.9

4.1

3.6 12.4

1.8

0.6 7.8

147 21 28

Day

TO
X 

M
FI

 (x
10

2 )

140 28

Day 140 28

35Day0
2C

-T
g

2C
-T

g

2C-Tg
1.0 5.4

78.315.3

0.2 6.9

87.45.6

(%)

(%)

PD-1+, TIGIT+
PD-1+, TIGIT-PD-1-, TIGIT-

PD-1-, TIGIT+



 25 

が upregulate され、同時に TCF-1 の発現が down-regulate しており、T 細胞が
terminal-Texへ経時的に分化した（図 6C,D）。同様に、CD45.1+ WT CD8+T 細胞
の⼤部分は terminal-Tex に分化していた（図 7A-D）。以上の結果から、allo-
HCT後にはモノクローナルおよびポリクローナルのアロ抗原反応性 CD8+T 細胞
が terminal-Tex に分化することが⽰された。 

 
次に、ドナーT 細胞の terminal-Texへの分化が、移植それ⾃体ではなく allo-

HCT によって誘導されたかどうかを検証するために、同系移植を施⾏した。B6
由来のドナーT 細胞を、B6マウスをレシピエントとして注⼊すると、PD-1-
TOX-TCF-1+表現型のままで疲弊化に⾄っていないことから、ドナーT 細胞の疲
弊化は、allo-HCT によって誘導されたことが確認された（図 8A-D）。 

 
図 7. Allo-HCT後の WT-donor由来CD8+ T 細胞の疲弊化マーカー発現の検討 
図 5と同様に移植を施⾏した。移植後day7、14、21、28、35にレシピエントマ
ウスを処理し、脾臓（Spleen）、肝臓(Liver)におけるWT ドナー由来CD8+T 細
胞のPD-1、TIGIT、TCF-1、TOX の発現をFCM で解析した。PD-1、TIGIT の
発現について、代表的な contour plot (A)と、発現割合の経時的変化(B; 平均±標
準誤差)を⽰す(N=5-6/群)。TOX、TCF-1 の発現について、Day14 における代表
的な contour plot (C)と、Day0、14、28における TOX-MFI(D; 平均±標準誤
差、N=5-6/群)を⽰す 。**p < 0.01; ***p < 0.005. 
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CD8+T 細胞だけでなく、CD4+T 細胞の all-HCT後の疲弊状況も評価した。ド

ナーWT CD4+T 細胞もまたドナーCD8+T 細胞同様に、allo-HCT後に PD-1 と
TOX を⾼発現した（図 9A,B）。ドナーの WT CD8+T 細胞、WT CD4+T 細胞に
おける IFNγ、TNFαの発現は著明に減少した(図 10A-D)。 

 
 
 

 
図 8. Syn-HCT後の donor T 細胞の疲弊化マーカー発現の検討 
同系移植として、レシピエントマウス(B6)に 11Gy の放射線照射で前処置を⾏
い、2C-Tg ドナーから採取した 1 x 106個/匹の T 細胞、B6-CD45.1+ドナー由来の
T 細胞 1×106 個、および B6マウス由来の T 細胞除去⾻髄細胞 5×106  個を day0
に経静脈的に輸注した。移植後day14、28にレシピエントマウスおよびナイーブ
ドナーマウス(Naïve)を処理し、脾臓（Spleen）、肝臓(Liver)における 2C-Tg ドナ
ー由来T 細胞のPD-1、TIGIT、TCF-1、TOX の発現をFCM で解析した。PD-
1、TIGIT の発現について、代表的な contour plot (A)と、Naïve、Day14、28の
発現割合(B; 平均±標準偏差)を⽰す(N=5/群)。TOX、TCF-1 の発現について、
Day14 における代表的な contour plot (C)と、Naive、Day14、28の発現割合(D; 
平均±標準偏差、N=5-6/群)を⽰す。 
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図 10. Allo-HCT後の donor T 細胞のサイトカイン産⽣能の検討 
図 5と同様に移植を施⾏した。移植後day14 にレシピエントマウスおよびナイー
ブドナーマウス(naïve)を処理し、脾臓（Spleen）におけるWT ドナー由来
CD8+、CD4+T 細胞の IFN-γ、TNF-αの発現をFCM で解析した。 
代表的な contour plot (A,C)と、Naïve、Day14 の IFN-γ陽性細胞(B; 平均±標準
誤差、 N=4/群)、TNF-α陽性細胞(D; 平均±標準誤差、N=4/群)の割合を⽰
す。**p < 0.01 
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図 9. Allo-HCT後の donor CD4+ T 細胞の疲弊化マーカー発現の検討 
図 5と同様に移植を施⾏した。移植後day7、14、21、28、35にレシピエントマ
ウスおよびナイーブドナーマウス(naïve)を処理し、脾臓（Spleen）、肝臓(Liver)
におけるWT ドナー由来CD4+T 細胞のPD-1、TIGIT、TCF-1、TOX の発現を
FCM で解析した。PD-1、TIGIT の発現について、経時的な発現割合の変化(A; 
平均±標準誤差)を⽰す(N=5-6/群)。TOX の発現について、Day0（Naïve）、
Day14、28における TOX-MFI(B; 平均±標準誤差、N=5-6/群)を⽰す 。n.s. 有
意差なし。 
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これまでの結果から、allo-HCT後のドナー由来T 細胞において速やかに疲弊
が進⾏し、移植後 day14-day21 に疲弊状態が最⼤化することが明らかになった。
疲弊が進⾏した T 細胞では PD-1遮断に対する反応性が低下し、免疫賦活化が起
こりにくくなることが報告されている(Hudson et al., 2019; Sade-Feldman et al., 
2018; Wu et al., 2020; Burger et al., 2021)。そこで、allo-HCT後の PD-1遮断の開始
時期を変えることによって、ドナーT 細胞の免疫賦活化の程度に差が⽣じ、レシ
ピエントマウスの急性 GVHD増悪の程度に差が⽣じるかを検討した。Allo-HCT
の 0⽇⽬に開始したαPD-L1mAb の投与による PD-1遮断は、既報と同様に 
(Blazar et al., 2003)、急性 GVHD を有意に増悪させた（図 11A-C）。 

 
⼀⽅、移植後 14⽇⽬からαPD-L1 mAb の投与を開始した場合は GVHD は悪

化せず（図 12A-C）、ドナーT 細胞の増殖を誘導しなかった（図 13A-C）。この
ことから、allo-HCT直後に疲弊が進⾏していないドナーT 細胞は PD-1遮断に反
応するのに対し、allo-HCT後 14⽇⽬に terminal-Texまで分化したドナーT 細胞
は PD-1遮断への反応性が低下しており、急性 GVHD増悪を引き起こさないこと
が確認された。 

 
図 11. Allo-HCT後早期のαPD-L1mAb投与による GVHDへの影響 
レシピエントマウス(BDF1)に 11Gy の放射線照射で前処置を⾏い、B6 ドナーから採
取した脾臓細胞 5 x 106個/匹と⾻髄細胞 5×106個を day+0 に経静脈的に輸注した。
レシピエントマウスは移植後day0-28までαPD-L1mAbもしくは PBS を投与した。 
体重変化の推移(A; 平均±標準偏差、N=5/群)、GVHDスコア(B; 平均±標準偏差、
N=5/群)、⽣存曲線(C; N=5/群)を⽰す。*p<0.05, **p<0.01 
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図 12. Allo-HCT後 2週間後からのαPD-L1mAb投与による GVHDへの影響 
図 11 と同様の移植を⾏い、レシピエントマウスに移植後day14-42までαPD-L1mAb
もしくは PBS を投与した。体重変化の推移(A; 平均±標準偏差、N=5/群)、GVHDス
コア (B; 平均±標準偏差、N=5/群)、⽣存曲線(C; N=5/群)を⽰す。 
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図 13. Allo-HCT後 2週間後のαPD-L1mAb投与による donor T 細胞への影響 
図 5と同様に移植を施⾏した。レシピエントマウスに移植後day14 にαPD-L1mAbも
しくは PBS を投与した。移植後day16 にレシピエントマウスを処理し、脾臓における
2C-Tg(A)、WT CD8+T 細胞(B)、WT CD4+T 細胞(C)の Ki-67の発現をFCM で解
析した。Ki-67陽性細胞割合(平均±標準誤差)を⽰す(N=5/群)。ns; 有意差なし。 
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2．CNI投与によるドナーT 細胞の遺伝⼦発現に対する影響の網羅的解析 
Allo-HCT後の T 細胞疲弊に対する CNI の影響を評価するために、ドナーT 細

胞の scRNA-seq解析を⾏った。Allo-HCT後 14⽇⽬にシクロスポリン（CSP）投
与または Vehicle を投与したマウスの脾臓から T 細胞を抽出した（図 14）。 

 

 
scRNA-seqデータの Unsupervised-clustering により、CD4+ T 細胞の 4 つのクラ

スター（C10-13）および CD8+ T 細胞の 9 つのクラスター（C1-9）が特定された
（図 15A）。C10 および C1 が、CSP を投与されたレシピエント由来のドナーT
細胞における CD4+および CD8+ T 細胞全体のうち、それぞれ 50％を超えていた
（図 15B,C）。これらのクラスターはすべて Tox と Pdcd1 を発現し、T 細胞疲弊
化への移⾏を⽰した（図 16）。 

 

 
図 14. Allo-HCT後のドナー由来T 細胞の scRNAseq の概略図 
図 5 と同様に移植を施⾏した。移植後 day0-14までレシピエントマウスに CSP
もしくは Vehicle を投与し、day14 にレシピエントマウスの脾臓からドナー由
来T 細胞を抽出し、scRNAseq を⾏った(N=2/群)。 
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図 15. scRNAseq におけるクラスタリングと各クラスターにおける治療群の割合 
(A)R および Seurat,Phenograph を⽤いて同定した Unsupervised-clustering によるクラス
タリングと各クラスターの名称を⽰す。(B)Vehicle投与群と CSP投与群別の T 細胞
分布を可視化した Pseudocolor plots を⽰す。(C)解析した全 16,500 の T 細胞につい
て、各クラスターに分布する Vehicle投与群または CSP投与群の T 細胞の割合をパ
イチャートで⽰す。 
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CD8+T 細胞において、C9 クラスターは Tox と Pdcd1 の発現とともに Tcf7 と
Slamf6 の⾼発現を特徴とし、C8 は Tox、Pdcd1、Tigit、Havcr2、Entpd1、Lag3 の
発現と Tcf7 低発現を特徴としたことから、C9 と C8 はそれぞれ、Tpex と
terminal-Tex であると考えられた（図 16、図 17、図 18A-G）。C1 は、Havcr2、
Entpd1、Lag3 などの抑制性受容体の発現が⾼く、Tox、Pdcd1、Tigit が C8、C9
より低く、Slamf6、Tcf7 が発現していないことが特徴であった（図 16、図 17、
図 18A-G）。 

 
 

 
図 16. scRNAseq における UMAP での各遺伝⼦発現 
図 14 の通り施⾏した scRNAseq で得た、T 細胞の分化、疲弊化、サイトカイ
ン・ケモカイン受容体、機能のそれぞれを代表する分⼦の遺伝⼦発現データを
normalize し、図 15 に⽰した UMAP上に投影した図を⽰す。 
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図 18. C1、C8、C9 における代表的な分⼦の遺伝⼦発現の violin plots 
図 14 の通り施⾏した scRNAseq で得た C1,C8,C9 における代表的な遺伝⼦発現の
violin plots を Tcf7 (A)、Tox (B)、Pdcd1 (C)、Tigit (D)、Havcr2 (E)、Entpd1 
(F)、Lag3 (G)、Gzmb (H)、Cx3cr1 (I)、Ly6c2 (J)の順に⽰す。 
***p < 0.005; n.s, 有意差なし 
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図 17. CD8+T 細胞におけるクラスター別の遺伝⼦発現の Heatmap  
図 14 の通り施⾏した scRNAseq で得た、CD8+T 細胞のクラスターについて、各遺
伝⼦発現の上位 283 の DEG を heatmap に⽰す。各クラスターで upregulate された特
徴的な分⼦を heatmap の左に⽰す。 

C1 C9C2 C3 C4 C6 C7 C8C5

Slamf6
Il7r

Cxcr5
Tcf7
Sell
Xcr1
Nr4a2
Lag3
Prf1

Havcr2
Ifng

Cdc6

Prdm1
Tbx21
Ctla4

Cd226
Ccr5
Gzmb
Klrc1
Klrk1

Mki67

Cxcr3
Cd44

Mcm5
Mcm3

Mcm4
Mcm6

Pdcd1
Eomes

Tox
Tigit
Cxcr6
Itga1
Itgae
Klrg1
Ly6c
Ccl5
Klrd1

Cx3cr1
Gzma
Itgax



 34 

さらに、C1 は Cx3cr1 や、NK 細胞媒介性細胞傷害経路に属する遺伝⼦ととも
に Gzmb や Prf1 といった細胞傷害性分⼦を⾼発現していた（図 16、図 17、図
18H、 図 19）。このように、C1 はエフェクター様の transitory-Tex として報告さ
れている表現型(Hudson et al., 2019)に類似していた。また、Ly6c2 は、CD8+T 細
胞の他のクラスターと区別する C1特有のマーカーであった（図 18J）。C1 クラ
スターが CSP投与によって増加し、かつ transitory-Tex の表現型を⽰したことか
ら(図 15B,C）、我々は C1 クラスターを CNI誘導性 transitory-Tex（transitory-Tex-
CNI）と命名した（図 20）。 
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CD4+T 細胞(C10-C13)において、C11 クラスターは、Tox と Pdcd1 をわずかに

発現し、Tcf7 を⾼いレベルで発現したことから、C11 が Tpex の CD4+カウンタ
ーパートを表すことが⽰唆された（図 16, 図 17, 図 21A-G）。C10 は、C11 と⽐
較して、Tcf7 の発現が低い⼀⽅で、Havcr2 を除く抑制性受容体は同程度の発現
を⽰した（図 21A-G）。 

 
図 19. CD4+T 細胞、CD8+T 細胞由来のクラスター毎のパスウェイ解析 
図 14 の通り施⾏した scRNAseq で得た各クラスターにおける遺伝⼦発現データを元
に、KEGG database に基づいたパスウェイ解析を施⾏した。CD8+T 細胞(A)、
CD4+T 細胞(B)由来のクラスターで濃縮された KEGG pathway を heatmap で⽰した。 
 

 
図 20. scRNAseq で得た各クラスターの annotation 
図 14 の通り施⾏した scRNAseq で得た各クラスターにおける遺伝⼦発現データに基
づいた各クラスターの annotation を⽰す。 
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CD8+T 細胞の transitory-Tex-CNI（C1）と類似して、C10 は Gzmb、Cx3cr1、

Ly6c2 がアップレギュレートされ、NK 細胞媒介性細胞傷害経路に属する遺伝⼦
を⾼発現しており、C10 が transitory-Tex-CNI の CD4+における counter part である
ことが⽰唆された（図 21H-J、図 19B）。さらに、C10 と C1 の上位 10個の DEG
のうち、Ccl5、Gzmb、Ccr2、Ly6c2、Fgl2 の 5 つの遺伝⼦が共通であり、C10 と
C1 のトランスクリプトームの類似性がさらに確認された（図 22A、B）。 

 

 
図 21. C10、C11 における代表的な分⼦の遺伝⼦発現の violin plots 
図 14 の通り施⾏した scRNAseq で得た C10、C11 における代表的な遺伝⼦発現の
violin plots を Tcf7 (A)、Tox (B)、Pdcd1 (C)、Tigit (D)、Havcr2 (E)、Entpd1 (F), 
Lag3 (G)、Gzmb (H)、Cx3cr1 (I)、Ly6c2 (J)の順に⽰す。 
*p<0.05; ***p < 0.005; n.s, 有意差なし 
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以上の結果より、allo-HCT後の CSP投与によって、CD4+T 細胞と CD8+T 細

胞の双⽅において、T 細胞疲弊関連分⼦とエフェクター関連分⼦を同時に発現す
る transitory-Tex-CNI が⽣成され、ドナーT 細胞の terminal-Texへの分化が阻害さ
れていることが⽰された。 

 
  

 
図 22. C10、C1 の遺伝⼦発現の volcano plots および⾼発現の DEG リスト 
図 14 の通り施⾏した scRNAseq で得たデータ解析に基づいた、C10 クラスター
と他の CD4+T 細胞由来のクラスター、および C1 クラスターと他の CD8+T 細胞
由来のクラスターにおける各遺伝⼦発現の有意性(q-value)と fold change を⽐較し
た volcano plots(A)を⽰す。C10 および C1 における⾼発現遺伝⼦ top10 を fold 
change の順にリストとして⽰す。C10 と C1 の間で共有される DEG を⾚い⻑⽅
形で⽰す。 
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3．CNI投与による transitory-Tex 細胞の誘導能の検討 
scRNAseq で得られたデータから、transitory-Tex（C1）は terminal-Tex（C8）

と⽐較して、Pdcd1、Tigit、Tox の発現が低いことが⽰されたが、これらの分⼦
プロファイルを細胞表⾯蛋⽩レベルで確認するため、FCM解析を⾏った。
scRNAseq と同様に、CSP の投与により脾臓と肝臓の両⽅で PD-1+TIGIT- 2C-Tg 
T 細胞の割合と絶対数が有意に増加し、PD-1+TIGIT+ 2C-Tg T 細胞が減少した
（図 23A-H）。 

 
PD-1+TIGIT- 2C-Tg T 細胞は、PD-1+TIGIT+ 2C-Tg T 細胞よりも有意に⾼いレ

ベルの Granzyme B（GZMB）を発現し、PD-1+TIGIT-の細胞集団が scRNAseq に
よって定義された transitory-Tex-CNI を表していることが確認された（図 24）。 

 
図 23. Allo-HCT後の 2C-Tg ドナー由来CD8+T 細胞の PD-1、TIGIT 発現に対する
CSP投与の影響 
図 5と同様に移植を施⾏し、移植後day0-28まで Vehicleもしくは CSPを投与し
た。移植後day7、14、21、28、35にレシピエントマウスを処理し、脾臓
（Spleen）、肝臓(Liver)における 2C-Tg ドナー由来CD8+T 細胞のPD-1、TIGIT
の発現をFCM で解析した。PD-1、TIGIT の発現について、代表的な contour plot 
(A,E)と、経時的な発現割合の変化(B,F; 平均±標準誤差,N=5/群)を⽰す。Day14、
28におけるPD-1+TIGIT+(C,G; 平均±標準誤差、N=6/群)および PD-1+TIGIT-
(D,H; 平均±標準誤差、N=6/群)細胞数を⽰す 。**p < 0.01. 
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さらに、CSP は TOX の発現を有意に抑制し、脾臓および肝臓における

TOXlowTCF-1- 2C-Tg T 細胞の絶対数を増加させた（図 25A-E）。 

 
 

 
図 24. Allo-HCT後 2C-Tg ドナー由来T 細胞における PD-1+TIGIT+細胞と PD-
1+TIGIT-細胞での GZMB 発現の⽐較 
図 5と同様に移植を施⾏し、移植後day0-28まで Vehicleもしくは CSPを投与し
た。移植後day14、28にレシピエントマウスを処理し、脾臓（Spleen）、肝臓
(Liver)における 2C-Tg ドナー由来T 細胞のPD-1、TIGIT、GZMB の発現をFCM
で解析した。Day14、28それぞれの脾臓(A)もしくは肝臓(B)由来のPD-1+TIGIT+
細胞とPD-1+TIGIT-細胞における GZMB-MFI を⽰す（平均±標準誤差、N=6/
群）。*p<0.05; **p < 0.01; ***p < 0.005. 
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図 25. Allo-HCT後 2C-Tg ドナー由来T 細胞における TOX,TCF-1 発現に対する CSP
投与の影響 
図 5と同様に移植を施⾏し、移植後day0-28まで Vehicleもしくは CSPを投与し
た。移植後day14,28にレシピエントマウスを処理し、脾臓と肝臓における 2C-Tg
ドナー由来T 細胞の TOX、TCF-1 の発現をFCM で解析した。脾臓の解析におけ
る代表的な contour plots (A)、TOX-MFI(B)、TOXlow 細胞数(C)、および肝臓の解
析における TOX-MFI(D)、TOXlow 細胞数(E)を⽰す (平均±標準誤差、N=6/
群）。**p < 0.01; ***p < 0.005. 
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同様の結果が、CD45.1+ WT CD8+T 細胞の解析でも得られた（図 26A-O）。 
 

 

 
図 26. Allo-HCT後WT CD8+T 細胞における疲弊マーカー発現に対する CSP投与
の影響 
図 5と同様に移植を施⾏し、移植後day0-28まで Vehicleもしくは CSPを投与し
た。移植後day7、14、21、28、35にレシピエントマウスを処理し、脾臓
（Spleen）、肝臓(Liver)におけるWT ドナー由来CD8+T 細胞のPD-1、
TIGIT、TOX、TCF-1、GZMB の発現をFCM で解析した。PD-1、TIGIT の発
現について、代表的な contour plot (A,I)と、経時的な発現割合の変化(B,J; 平均±
標準誤差,N=5/群)を⽰す。Day14、28におけるPD-1+TIGIT+(C,K; 平均±標準
誤差、N=6/群)および PD-1+TIGIT-(D,L; 平均±標準誤差、N=6/群)細胞数を
⽰す。Day14,28それぞれの脾臓(E)もしくは肝臓(M)由来のPD-1+TIGIT+細胞と
PD-1+TIGIT-細胞における GZMB-MFI を⽰す（平均±標準誤差、N=6/群）。
TOX、TCF-1 の発現について、脾臓の解析における代表的な contour plots (F)、
TOX-MFI(G)、TOXlow 細胞数(H)、および肝臓の解析における TOX-MFI(N)、
TOXlow 細胞数(O)を⽰す (平均±標準誤差、N=6/群）。*p<0.05; **p < 0.01; 
***p < 0.005. 
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⼀⽅で、CSP はドナーCD4+ T 細胞上の PD-1または TIGIT の発現を有意に変
化させなかった（図 27）。CD4＋ドナーT 細胞においても、CNI ⾮投与下では
allo-HCT 後の機能的な疲弊が観察されたため、CD4＋transitory-Tex-CNI と CD4
＋terminal-Tex を識別するためには TIGIT 以外のマーカーの探索が必要であっ
た（図 10A-D、図 13C）。  

 

 
scRNAseq では、他の T 細胞集団と⽐較して、CD4+および CD8+の transitory-

Tex-CNI の両⽅において Ly6c2 が⾼発現していた（図 22B）。FCM解析によ
り、CSP投与によって脾臓および肝臓のドナーT 細胞上の Ly6C が⾼発現し、こ
れらの細胞の絶対数が増加することを確認した（図 28A-E）。 

 

図 27. Allo-HCT後WT CD4+T 細胞における疲弊マーカー発現に対する CSP投与
の影響 
図 5と同様に移植を施⾏し、移植後day0-28まで Vehicleもしくは CSPを投与し
た。移植後day7、14、21、28、35にレシピエントマウスを処理し、脾臓におけ
るWT ドナー由来CD4+T 細胞のPD-1、TIGIT の発現をFCM で解析した。
PD-1、TIGIT の経時的な発現割合の変化(平均±標準誤差,N=5/群)を⽰す。 
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Ly6C+ 2C-Tg ドナーT 細胞は、Ly6C-細胞と⽐較して、PD-1、TIGIT、TOX の

発現レベルが有意に低く、Ki-67 と GZMB の発現レベルが⾼く、TCF-1 の発現レ
ベルは同程度であった（図 29）。 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 28. Allo-HCT後ドナーT 細胞における Ly6C 発現に対する CSP投与の影響 
図 5と同様に移植を施⾏し、移植後day0-28まで Vehicleもしくは CSPを投与し
た。移植後day14 にレシピエントマウスを処理し、脾臓（Spleen）、肝臓(Liver)に
おける 2C-Tg由来、WT ドナー由来CD4+もしくは CD8+T 細胞の Ly6C、TOX の
発現をFCM で解析した。各臓器由来T 細胞の代表的な contour plot (A,B)と、Ly6C
陽性細胞割合 (C,D; 平均±標準誤差、N=5/群)および Ly6C陽性細胞数(E 平均±
標準誤差、N=5/群)を⽰す。*p<0.05, **p < 0.01, ***p < 0.005, ns;有意差なし 
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また、Ly6C+ WT CD4+ドナーT 細胞は Ly6C-細胞と⽐較して有意に⾼いレベ

ルの Ki-67 と GZMB を発現し、Ly6C が⾼い増殖能とエフェクター機能を持つ
CD4+/CD8+ transitory-Tex-CNI の共通のマーカーであることが⽰された（図 30A-
B）。以下、移植後CSP投与後のレシピエントでのドナーT 細胞について、FCM
で Ly6C陽性で⽰される細胞群を CD4/8-transitory-Tex-CNI として扱うこととし
た。 

 
 

 
図 29. Allo-HCT後ドナー由来Ly6C+T 細胞と Ly6C-T 細胞における、疲弊マーカ
ーおよび Ki-67,GZMB 発現の⽐較 
図 28 と同様の移植、投薬、FCM解析を施⾏した。CSP投与群レシピエントマウ
スについて、Day14 の脾臓における 2C-Tg ドナー由来T 細胞を FCM で解析し、
Ly6C+T 細胞と Ly6C-T 細胞それぞれの PD-1、TIGIT、TOX、TCF-1、Ki-67、
GZMB の MFI を⽰す。(平均±標準誤差、N=5/群)を⽰す。*p<0.05, **p < 0.01, 
ns;有意差なし 
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図 30. Allo-HCT後WT ドナー由来CD4+T 細胞における Ly6C+細胞と Ly6C-細胞
での Ki-67,GZMB 発現の⽐較 
図 28 と同様の移植、投薬、FCM解析を施⾏した。CSP投与群レシピエントマウ
スについて、Day14 の脾臓における WT ドナー由来CD4+T 細胞を FCM で解析
し、Ly6C+T 細胞と Ly6C-T 細胞それぞれの Ki-67、GZMB の MFI を⽰す。(平均
±標準誤差、N=5/群)を⽰す。*p<0.05, **p < 0.01. 
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4. 他の免疫抑制剤による transitory-Tex 細胞の誘導能の検討 
CNI は、活性化 T 細胞核因⼦（Nuclear factor of activated T cells; NFAT）を阻害

し、慢性ウイルス感染症や腫瘍モデルにおいて T 細胞疲弊を抑制することが報
告されている(Khan et al., 2019; Seo et al., 2019)。そこで、他の作⽤機序を有する免
疫抑制剤による T 細胞機能の抑制によって、CSP投与で誘導された transitory-
Tex-CNI と同様の細胞集団が誘導されるかどうかを検討した。CSP での検討と同
様の移植モデルを⽤いて、これまで GVHD を改善することが報告されているイ
ブルチニブ、ルキソリチニブ（JAK1/2 阻害剤）、DAPT（NOTCH 阻害剤）、セ
ルメチニブ（MEK 阻害剤）、シロリムス（mTOR 阻害剤）、プレドニゾロンを
レシピエントマウスに投与した。Allo-HCT14⽇⽬の FCM解析では、CSP とイブ
ルチニブのみが PD-1+TIGIT- 2C-Tg および WT CD8+T 細胞を有意に増加させた
が、他の免疫抑制剤の投与は PD-1+TIGIT-T 細胞の増加を認めなかった（図 31A-
D）。 

 

 
 
 
 
 
 
 

 
図 31.各免疫抑制剤による Allo-HCT後ドナー由来T 細胞の PD-1,TIGIT 発現への影響 
図 5と同様に移植を施⾏し、移植後day0-14まで Vehicleもしくは各免疫抑制剤を投
与した。移植後day14 にレシピエントマウスを処理し、脾臓における 2C-Tg由来も
しくはWT ドナー由来CD8+T 細胞のPD-1、TIGIT の発現をFCM で解析した。
2C-Tg T 細胞およびWT CD8+T 細胞のPD-1+TIGIT-陽性細胞割合 (A,C; 平均±
標準誤差、N=5/群)およびPD-1+TIGIT-陽性細胞数(B,D; 平均±標準誤差、N=5/
群)を⽰す。*p<0.05, **p < 0.01.  
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イブルチニブは、transitory-Tex、TOXlow T 細胞、および Ly6C+ transitory-Tex
を増加させる⼀⽅で、terminal-Tex の数と TOX の発現レベルを有意に減少させた
（図 32A-F）。イブルチニブは CSP と同様に NFAT 阻害効果を有することか
ら、NFAT 阻害が transitory-Tex の誘導に必要であることが⽰唆された(Schutt et 
al., 2015; Dubovsky et al., 2014)。 

 

  

 

図 32.Ibrutinib による Allo-HCT後ドナー由来T 細胞の PD-1,TIGIT,TOX,Ly6C
発現への影響 
図 5と同様に移植を施⾏し、移植後day0-14まで Vehicleもしくは Ibrutinib を
投与した。移植後day14 にレシピエントマウスを処理し、脾臓における 2C-Tg
由来、WT ドナー由来CD8+もしくは CD4+T 細胞のPD-1、TIGIT、TOX、
Ly6C の発現をFCM で解析した。Day14、28それぞれの 2C-Tg T 細胞および
WT CD8+T 細胞のPD-1+TIGIT+陽性細胞割合 (A)、PD-1+TIGIT+陽性細
胞数(B)、TOX-MFI(C)および TOXlow 細胞数(D)(平均±標準誤差、N=6/群)
を⽰す。また Day14 の 2C-Tg 、WT CD8+およびWT CD4+T 細胞の Ly6C
陽性細胞割合 (E; 平均±標準誤差、N=5/群)および Ly6C陽性細胞数(F 平均
±標準誤差、N=5/群)を⽰す。*p<0.05; **p < 0.01. 
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次に、低⽤量 IL-2投与は CNI による IL-2減少を抑制し、T 細胞の疲弊を改善
する可能性があることが報告されていることから(Hermann-Kleiter et al., 2010; 
Blattman et al., 2003; West et al., 2013)、我々は低⽤量 IL-2 の投与が CNI を投与し
たレシピエントマウスにおける transitory-Tex の誘導に影響を与えるかどうかを
検証した。同様の移植モデルによる検討で、CNIまたは vehicle を投与されたレ
シピエントのいずれにおいても、低⽤量 IL-2 は transitory-Tex の誘導に影響を及
ぼさなかった（図 33A-H）。 

 

 
以上のことから、活性化 NFAT の下流で起こる IL-2 発現誘導を抑制する機序

ではなく、NFAT-Tox-axis⾃体の抑制が、CNI による transitory-Tex の誘導に重要
な役割を果している可能性が⽰唆された。 

  

 

図 33. Low dose IL-2 による allo-HCT後ドナー由来 transitory-Tex誘導能の検討 
図 5と同様に移植を施⾏し、レシピエントマウスを 4群に分け、移植後day0-14まで
Vehicle、CSP、IL-2、または CSP+IL-2 を投与した。移植後day14 にレシピエント
マウスを処理し、脾臓における 2C-Tg由来、WT ドナー由来CD8+もしくは
CD4+T 細胞のPD-1、TIGIT、Ly6C の発現をFCM で解析した。2C-Tg T 細胞の
PD-1+TIGIT-陽性細胞割合 (A)、PD-1+TIGIT-陽性細胞数(B)、Ly6C陽性細胞割
合(C)および Ly6C陽性細胞数(D)(平均±標準誤差、N=5/群)を⽰す。また Day14 の
WT CD8+およびWT CD4+T 細胞それぞれの Ly6C陽性細胞割合 (E,F; 平均±標準
誤差、N=5/群)および Ly6C陽性細胞数(G,H: 平均±標準誤差、N=5/群)を⽰す。
**p < 0.01, ns;有意差なし。 
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5. transitory-Tex による慢性 GVHD誘導能の評価 
慢性 GVHD の病態⽣理における transitory-Tex CNI の役割を評価するために、

養⼦免疫移植を実施した。まず、Allo-HCT後に Day0-14まで２週間Vehicleまた
は CSP を投与した 1st レシピエントマウスから Day14 にそれぞれ T 細胞を採取し
2nd ドナーT 細胞とした。2nd レシピエントマウス 1匹あたり、1×106個の 2nd ドナ
ーT 細胞を、5×106個野⽣型B6マウスの TCD-BM と組み合わせ、致死的な放射
線照射した 2nd レシピエントマウス(B6D2F1)に養⼦免疫移植を実施した（図
34）。その結果、CSP の投与の有無にかかわらず、2nd ドナーT 細胞にはごく少
数のドナーTreg が含まれていたが、その数は CSP投与の有無では差を認めなか
った（図 35A-B）。 

 
図 34.CSP投与後のドナーT 細胞による養⼦免疫移植の概略図 
図 5 と同様に移植を施⾏し、移植後Day0-14まで Vehicleまたは CSP を投与した 1st レ
シピエントマウスから、Day14 にそれぞれ T 細胞を採取し 2nd ドナーT 細胞とした。
2nd レシピエントマウス 1匹あたり、1×106個の 2nd ドナーT 細胞を、5×106個野⽣型
B6マウスの TCD-BM と組み合わせ、致死的な放射線を照射した 2nd レシピエントマ
ウス(B6D2F1)に養⼦免疫移植を実施した。2nd 移植後 50⽇⽬に Schirmer 実験を施⾏し
た後マウスを処理し、病理学的標本作成および FCM解析を施⾏した。 
 

 
図 35.養⼦免疫移植での 2ndドナーT 細胞における Treg の解析 
図 34 と同様に移植を施⾏し、初回移植の day14 において、Vehicleまたは CSP を投与
したマウスそれぞれに由来する 2nd ドナーT 細胞での CD4、Foxp3 発現を FCM で解析
した。代表的な contour plots (A)、および Foxp3陽性 CD4+T 細胞割合(B)を⽰す。(平
均±標準誤差、N=5/群)を⽰す。ns;有意差なし。 
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さらに、Treg上の疲弊関連マーカーである PD-1、Tim-3、TIGIT の発現も
CSP の投与の有無で変化はなかったことから、CSP はこの養⼦免疫モデルにおい
て Treg の量や機能に影響を与えないことが⽰された（図 36A-B）。CSP投与群
から採取された 2nd ドナーT 細胞の移植では、Vehicle群に⽐べて 2nd レシピエン
トマウスの著しい体重減少を認め（図 37）、⽪下脂肪の減少、⽪膚、唾液腺お
よび肝臓の線維化、涙液分泌量の減少といった慢性 GVHD の典型的な病理的特
徴を認めた（図 38A-D）。 

 

 
図 36.Treg における疲弊マーカー発現の検討 
図 35 と同様の実験系において、Treg の PD-1、TIGIT、Tim3 の発現を FCM で解
析した。CSP投与群の代表的な contour plot (A)、PD-1、TIGIT、Tim3それぞれの
MFI(B; 平均±標準誤差、N=5/群)を⽰す。 
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図 37.CSP投与ドナーマウスの T 細胞養⼦免疫移植による GVHD誘導能の検討 
図 34 と同様に施⾏した養⼦免疫移植において、CSP投与マウス由来の T 細胞お
よび Vehicle投与マウス由来の T 細胞を 2nd 移植した後のレシピエントマウスの
体重推移を⽰す。(平均±標準誤差、N=5/群) 
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以上のことから、allo-SCT後に CNI を投与されていたマウスの T 細胞ではア

ロ反応性が保持されて、慢性 GVHD の発症を誘導することが⽰された。 
 
 

 
図 38. CSP投与ドナーマウスの T 細胞養⼦免疫移植による GVHD誘導能の検討 
図 34 と同様に施⾏した養⼦免疫移植において、CSP投与マウス由来の T 細胞お
よび Vehicle投与マウス由来の T 細胞を 2nd 移植した後のレシピエントマウスの
病理学的所⾒およびシルマー試験の結果を⽰す。代表的な⽪膚の H&E染⾊、唾
液腺および肝臓の MT染⾊標本を⽰す（A; Scale bar, 100μm）。病理標本につ
いて図 4 の通りに算出した唾液腺(B)および肝臓(C)の線維化領域割合およびシ
ルマー試験の結果（D）を⽰す(平均±標準誤差、N=6-9/群)。**p < 0.01, ***p < 
0.005, ns;有意差なし。 
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続いて、この慢性 GVHD の発症を誘導する T 細胞が transitory-Tex-CNI である
かどうか確認するための養⼦免疫実験を⾏った。Allo-HCT後に Day0-14まで２
週間CSP を投与した 1st レシピエントマウスから、Day14 に CD90+Ly6C+ 
transitory-Tex-CNIまたは CD90+Ly6C- terminal-Tex を採取し、2nd ドナーT 細胞と
した。2nd レシピエントマウス 1匹あたり、1×106個の 2nd ドナーT 細胞を、5×
106個野⽣型B6マウスの TCD-BM と組み合わせ、致死的な放射線を照射した 2nd

レシピエントマウス(B6D2F1)に養⼦免疫した(図 39）。Ly6C+T 細胞は、2nd allo-
HCT後 50⽇を経過しても transitory-Tex-CNI の表現型を維持していた（図
40）。また、Cell Trace Violet にて標識した transitory-Tex の多くが養⼦移⼊後早
期に数回分裂することが確認され、これらの細胞が活発に増殖していることが⽰
唆された（図 41A-B）。 

 

 
 
 

 
図 39.Transitory-Tex-CNIもしくは terminal-Tex 細胞による養⼦免疫移植の概略図 
図 5 と同様に移植を施⾏し、移植後Day0-14まで CSP を投与した 1st レシピエント
マウスから、Day14 に Ly6C+T 細胞もしくは Ly6C-T 細胞をそれぞれ採取し 2nd ド
ナーT 細胞とした。2nd レシピエントマウス 1匹あたり、1×106個の 2nd ドナーT 細
胞を、5×106個野⽣型B6マウスの TCD-BM と組み合わせ、致死的な放射線を照
射した 2nd レシピエントマウス(B6D2F1)に養⼦免疫移植を実施した。2nd 移植後 50
⽇⽬に Schirmer 実験を施⾏した後マウスを処理し、病理学的標本作成および FCM
解析を施⾏した。 
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図 41. Transitory-Tex-CNI の養⼦免疫移植後の⾃⼰複製能の検討 
図 39 の通りに実施した養⼦免疫移植において、1st 移植後 14⽇⽬に CSP 治療さ
れたレシピエントマウスから抽出した Ly6C+ transitory-Tex-CNI を cell trace violet
（CTV）で標識し、2nd レシピエントマウスに輸注した。養⼦免疫移植前（0⽇
⽬）および移植 5⽇後の脾臓のドナーCD8+T 細胞における CTV シグナルの代表
的な contour plots（A）およびヒストグラム（B; 中央値±標準誤差）を⽰す。 
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図 40. Transitory-Tex-CNI、terminal-Tex 細胞の養⼦免疫移植後の疲弊化マーカ
ーおよび増殖能・殺細胞能の検討 
図 39 の通りに実施した養⼦免疫移植において、移植後 50⽇⽬の脾臓での
CD4+(上段)および CD8+(下段)T 細胞における Ly6C+および Ly6C-細胞それぞれ
の PD1、TIGIT、TOX、Ki-67、GZMB の MFI を⽰す（平均±標準誤差、N=5/
群）。*p<0.05, **p < 0.01, ns; 有意差なし 
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移植された transitory-Tex-CNI の⼤部分は、allo-HCT後 50⽇までに Ly6C- 

terminal-Tex に分化したが、これらの細胞の約 25％は Ly6C+のままであった（図
42A-B）。⼀⽅、移植された Ly6C- terminal-Tex は Ly6C- terminal-Tex の表現型を
維持したままであった（図 42A-B）。Transitory-Tex-CNI は、2nd レシピエントマ
ウスの著しい体重減少を誘導し（図 37）、⽪下脂肪の減少、⽪膚、唾液腺およ
び肝臓の線維化、涙液分泌量の減少といった cGVHD の典型的な病理的特徴を誘
導した（図 43A-E）。これらのデータから、transitory-Tex-CNI 細胞が⾃⼰複製能
および terminal-Texへの分化能を発揮しながら慢性 GVHD を引き起こすことが
確認された。 

 
図 42. Transitory-Tex-CNI の養⼦免疫移植後の⾃⼰複製能および分化能の検討 
図 39 の通りに実施した養⼦免疫移植において、terminal-Texもしくは transitory-
Tex-CNI を、 2nd レシピエントマウスに輸注される前（day0）と移植後 50⽇⽬に
FCM を⾏い、Ly6C陽性細胞の割合を解析した。Terminal-Texもしくは transitory-
Tex-CNI の移植前後における Ly6C 発現について代表的な contour plots(A)を⽰
す。Terminal-Texもしくは transitory-Tex-CNI の移植前後の Ly6C陽性細胞割合を
⽰す（B; 平均±標準誤差、N=5/群）。*p<0.05. 
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図 43. Transitory-Tex-CNI の養⼦免疫移植による GVHD誘導能の検討 
図 39 と同様に施⾏した養⼦免疫移植において、Ly6C+transitory-Tex-CNI 細胞およ
び Ly6C-terminal-Tex 細胞を 2nd 移植した後のレシピエントマウスの慢性 GVHD所
⾒を評価した。体重推移（A; 平均±標準誤差、N=5/群）、代表的な⽪膚の H&E
染⾊、唾液腺および肝臓の MT染⾊標本を⽰す（B; Scale bar, 100μm）。病理標
本について図 4 の通りに算出した唾液腺(C)および肝臓(D)の線維化領域割合およ
びシルマー試験の結果（E）を⽰す(平均±標準誤差、N=5/群)。*p < 0.05, **p < 
0.01. 
 
 



 54 

6. Transitory-Tex-CNI の免疫チェックポイント阻害薬に対する反応性の評価 
腫瘍および慢性感染モデルにおいて、Tpex および transitory-Tex が PD-1 

blockade に反応して活性化し増殖する⼀⽅で、terminal-Tex は PD-1 blockade に対
する反応性が乏しく活性化しないことが報告されている(Hudson et al., 2019; Sade-
Feldman et al., 2018; Wu et al., 2020; Burger et al., 2021)。我々は、今回CSP で誘導
された transitory-Tex-CNI が、allo-HCT後の PD-1 blockade によって活性化して
GVL効果の増強に寄与するのかを検討した。Allo-HCT後のレシピエントマウス
に Day0-14まで２週間Vehicleまたは CSP を投与し、allo-HCT 14⽇⽬に PD-L1 
mAbs を腹腔内注射により投与し、Allo-HCT16⽇⽬に脾臓由来のドナーT 細胞を
FCM によって解析した（図 44）。 

 

 
Vehicle を投与されたマウスでは、PD-L1 mAbs を投与しても 2C-Tg ドナーT

細胞の Ki-67 発現は増強されず、GZMB の発現増強も最⼩限であった（図 45A-
D）。⼀⽅、CSP を投与されたマウスでは、PD-L1 mAbs投与によって、2C-Tg
ドナーT 細胞で Ki-67 発現と GZMB 発現の著しい上昇を認めた。さらに、PD-L1 
mAbs投与により、PD-1+TIGIT-細胞のわずかな増加と PD-1+TIGIT+terminal-Tex

 
図 44. Allo-HCT後 transitory-Tex-CNI の免疫チェックポイント阻害薬に対する反
応性の検討 
図 5と同様に移植を施⾏し、レシピエントマウスを 4群に群別した。移植後day0-
14まで Vehicleもしくは CSPを投与した。移植後day14 にαPD-L1mAbもしく
はPBS を投与した。移植後day14 のαPD-L1mAb投与前もしくは移植後day16
にレシピエントマウスを処理し、脾臓における 2C-Tg由来、WT ドナー由来
CD8+もしくは CD4+T 細胞のミトコンドリア機能およびPD-1、TIGIT、
Ly6C、Ki-67、GZMB の発現をFCM で解析した。 
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の著しい増加を認めた。以上から PD-L1 mAbs を投与することで transitory-Tex-
CNI が⾃⼰複製と同時に terminal-Texへの分化も促進されたことが⽰された（図
46A-B）。 

 

 
図 45.Allo-HCT後の 2C-Tg由来T 細胞の免疫チェックポイント阻害薬に対する反
応性の検討 
図 44 の通りに移植・薬剤投与・FCM を施⾏した。各治療群における移植後 day16
における 2C-Tg ドナーT 細胞の Ki-67、GZMB 発現のデータを⽰す。各群における
Ki-67 発現(A)、GZMB 発現(B)の代表的な contour plots、および Ki-67陽性細胞割合
(C)、GZMB陽性細胞割合(D) (平均±標準誤差、N=8/群）を⽰す。*p<0.05, **p < 
0.01, ***p < 0.005, ns;有意差なし. 

 
図 46. Allo-HCT後の 2C-Tg由来T 細胞の免疫チェックポイント阻害薬による
terminal-Texへの分化の評価 
図 44 の通りに移植・薬剤投与・FCM を施⾏した。各治療群における移植後 day16
における 2C-Tg ドナーT 細胞の PD-1、TIGIT 発現のデータを⽰す。各群における
PD-1+TIGIT-細胞数(A)、PD-1+TIGIT+細胞数(B) (平均±標準誤差、N=8/群）を⽰
す。*p<0.05, **p < 0.01, ns;有意差なし. 
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また、CSP投与後に検出された Ly6C陽性細胞と Ly6C陰性細胞について、
PD-L1 mAbs投与による両者の Ki-67 および GZMB 発現の程度を⽐較した。その
結果、Ly6C陽性細胞は、Ly6C陰性細胞と⽐較して有意に⾼く、CSP投与に続
く PD-L1 mAbs投与に反応して増殖能および殺細胞能が増強した（図 47）。こ
の結果から、Ly6C が ICI に反応する transitory-Tex-CNI のマーカーになりうると
考えられた。 

 

WT CD8+ドナーT 細胞においても 2C-Tg ドナーT 細胞と同様に、PD-L1 mAbs
投与によって、CSP を投与されたマウスでは、PD-L1 mAbs投与によって、ドナ
ーT 細胞の著しい増殖反応と GZMB 発現の著しい上昇が誘導され、Vehicle を投
与されたマウスでは誘導されなかった（図 48A-B）。 

 
図 47. Allo-HCT後の 2C-Tg由来Ly6C+transitory-Tex 細胞の免疫チェックポイン
ト阻害薬に対する反応性の評価 
図 44 の通りに移植・薬剤投与・FCM を施⾏した。CSP 治療群もしくは CSP+α
PD-L1mAb 治療群について、移植後 day16 における Ly6C+もしくは Ly6C-T 細胞そ
れぞれでの 2C-Tg ドナーT 細胞の Ki-67、GZMB 発現のデータを⽰す。各群におけ
る Ki-67-MFI、GZMB-MFI(平均±標準誤差、N=5/群）を⽰す。*p<0.05, **p < 
0.01, ns;有意差なし. 

2C
-T

g 

CSP

Ly
6C

-
Ly

6C
+ CSP

CSP+αPD-L1

CSP+αPD-L1

Ki-67

0

5

10

15

Ki
-6

7 
M

FI
 (x

10
2 )

ns∗∗

∗∗

∗

∗∗
∗∗

G
ZM

B 
M

FI
 (x

10
2 )

GZMB

∗∗
∗∗

∗∗

∗∗

ns
ns

0

2

4

6

8

10



 57 

   
WT CD4+ ドナーT 細胞においても、PD-L1 mAbs投与によって、CSP を投与

されたマウスではドナーT 細胞の著しい増殖反応が誘導され、Vehicle を投与さ
れたマウスでは誘導されなかった。（図 49）。 

 
続いて、イブルチニブが CSP 以外の免疫抑制剤の中で有意に Ly6C+ transitory-

Tex を増加させたことから（図 32A-F）、イブルチニブによって誘導された
transitory-Tex の PD-1 blockade に対する反応性を検討した。そこでレシピエント
マウスにおいて CSP の代わりにイブルチニブを投与したところ、イブルチニブ

 
図 48. Allo-HCT後の WT ドナー由来CD8+T 細胞の免疫チェックポイント阻害薬
に対する反応性の検討 
図 44 の通りに移植・薬剤投与・FCM を施⾏した。各治療群における移植後
day16 における WT ドナーCD8+T 細胞の Ki-67、GZMB 発現のデータを⽰す。各
群における Ki-67陽性細胞割合(A)、GZMB陽性細胞割合(B) (平均±標準誤差、
N=8/群）を⽰す。*p<0.05, **p < 0.01, ***p < 0.005, ns;有意差なし. 
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図 49. Allo-HCT後の WT ドナー由来CD4+T 細胞の免疫チェックポイント阻害薬に対
する反応性の検討 
図 44 の通りに移植・薬剤投与・FCM を施⾏した。各治療群における移植後 day16 に
おける WT ドナーCD4+T 細胞の各群における Ki-67陽性細胞割合(平均±標準誤差、
N=8/群）を⽰す。*p<0.05, **p < 0.01, ns;有意差なし. 
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によって誘導された transitory-Tex は CSP によって誘導された transitory-Tex-CNI
と同様に、PD-1 blockade に対する⾼い反応性を⽰した（図 50A-B）。 

 

 
続いて、ナイーブ野⽣型由来の Ly6C+T 細胞と、allo-HCT後の CSP によって

誘導された Ly6C+transitory-Tex-CNI が異なる細胞集団かどうかを検討するため
に、ナイーブ野⽣型B6マウス由来の Ly6C+ T 細胞の PD-1 blockade に対する反
応性を評価した。その結果、ナイーブマウスでは PD-L1mAbs の投与によって、
Ly6C+ T 細胞もLy6C- T 細胞もPD-1 や TIGIT を発現せず（図 51A、B）、
Ly6C+ CD4+および CD8+ T 細胞上の Ki-67 および GZMB の発現も変化しなかっ
た（図 51C-F）。このことから、PD-1 blockade に対する反応性は、allo-HCT後に
CSP を投与されたレシピエントマウスにおいて誘導されるドナー由来の
transitory-Tex-CNI に特有の反応であることが⽰された。 

 

図 50. Allo-HCT後の WT ドナー由来CD8+T 細胞の免疫チェックポイント阻害薬に対
する反応性の検討 
図 44 に従い移植を施⾏し、薬剤は CSP ではなく Ibrutinib を投与し、他の薬剤投与・
FCM は図 44 の通りに施⾏した。各治療群における移植後 day16 における WT ドナー
CD8+T 細胞の各群における Ki-67陽性細胞割合(A)、GZMB陽性細胞割合(B)(平均±
標準誤差、N=4/群）を⽰す。*p<0.05, **p < 0.01, ns;有意差なし. 
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T 細胞疲弊の最終分化段階である terminal-Tex においては、ミトコンドリア機

能が低下していることが報告されている(Hudson et al., 2019; Scharping et al., 2016; 
Bengsch et al., 2016; Vaeth et al., 2017)。そこで我々は、同様のマウス移植モデルを
⽤いて、allo-HCT後のレシピエントマウスに Day0-14まで２週間Vehicleまたは
CSP を投与し、PD-L1 mAbs投与前（14⽇⽬）もしくは投与後（16⽇⽬）にレ
シピエントマウスからドナーT 細胞を抽出し、ドナーT 細胞のミトコンドリア機

 

図 51. ナイーブマウス由来Ly6C陽性細胞の免疫チェックポイント阻害薬に対する反
応性の検討 
野⽣型のナイーブ B6マウスにαPD-L1mAbもしくはPBS を投与した。投与前およ
び投与 2⽇後に脾臓由来の T 細胞のPD-1、TIGIT、Ly6C、Ki-67、GZMB の発現
をFCM で解析した。投与前に解析した CD8+T 細胞のPD-1、TIGIT 発現について
代表的な contour plots(A)およびPD1-TIGIT-CD8+T 細胞割合(B; 平均±標準誤
差、N=5/群)を⽰す。投与 2⽇後の Ly6C+CD8+T 細胞（C）、Ly6C+CD4+T 細
胞(D)の Ki-67陽性細胞の割合、および Ly6C+CD8+T 細胞（E）、Ly6C+CD4+T
細胞(F)の GZMB陽性細胞の割合を⽰す(平均±標準誤差、N=5/群) 。ns;有意差な
し. 
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能として酸化的リン酸化（OXPHOS）を評価した。その結果、Vehicle を投与し
たレシピエントマウスから抽出されたドナーT 細胞は、低いミトコンドリア予備
呼吸能を⽰し、PD-L1 mAbs投与は基礎呼吸能または予備呼吸能に影響しなかっ
たことから、allo-HCT後に terminal-Tex に分化したドナーT 細胞においては、ミ
トコンドリア機能が著しく低下していることが⽰された（図 52A-D）。⼀⽅
で、CSP を投与したレシピエントマウスから抽出されたドナーT 細胞では、以前
に CNI の⼀種であるタクロリムスで処理された T 細胞で報告されていたもの
(Vaeth et al., 2017)と同様、PD-L1mAbs投与前のドナーT 細胞の基礎呼吸能が著し
く抑制されていた（図 52A-D）ものの、PD-L1 mAbs投与後には予備呼吸能が劇
的に増強されたことから、CSP 投与によって、ドナーT 細胞のαPD-L1投与に
反応しうるミトコンドリア予備呼吸能が保持されることが⽰された（図
52A,B,D）。 

 

 
次に、我々は CSP投与期間が transitory-Tex-CNI誘導能へ及ぼす影響および

CSP投与中⽌後の transitory-Tex-CNI の持続性について検討した。Allo-HCT後の
レシピエントマウスに Day0-28まで 4週間Vehicleまたは CSP を延⻑して投与し
た後、28⽇⽬に PD-L1 mAbs を投与したところ、PD-1＋TIGIT- 2C-Tg T 細胞が
維持され、PD-1 blockade に反応して増殖、活性化し、PD-1＋TIGIT+ 2C-Tg T 細
胞への分化が誘導されることが⽰された（図 53A-E）。 

 

図 52. Allo-HCT後のドナーT 細胞の免疫チェックポイント阻害薬前後ミトコンドリア機
能の検討 
図 44 の通りに移植・薬剤投与・FCM を施⾏した。各治療群での day14、day16 における
ドナーT 細胞の OCR のデータを⽰す。αPD-L1mAb投与前(A)と投与後(B)における代表
的な OCR カーブ、および基礎呼吸能 (C)、予備呼吸能(D) (平均±標準誤差、N=6/群）
を⽰す。**p < 0.01, ns;有意差なし. 
 
 
 

A
CSP
VehicleBefore αPD-L1 After αPD-L1

B

0

*
* ∗ ∗

20 40 60 80 100
0

50

100

Time (minutes)
0 20 40 60 80 100

Time (minutes)

O
C

R
 (p

m
ol

es
/m

in
)

0

50

100

O
C

R
 (p

m
ol

es
/m

in
)

Oligomycin FCCP Antimycin/
Rotenone Oligomycin FCCP Antimycin/

Rotenone

CSP→αPD-L1
Vehicle→αPD-L1

C D

CSP (-)
(-)

(-) (+)
(+) (-) (+)

(+)
αPD-L1

CSP (-)
(-)

(-) (+)
(+) (-) (+)

(+)
αPD-L1

Ba
sa

l r
es

pi
ra

tio
n

(p
m

ol
es

/m
in

)

Sp
ar

e 
re

sp
ira

to
ry

 c
ap

ac
ity

(p
m

ol
es

/m
in

)∗∗ ∗∗

∗∗
ns

ns
ns

0

10

20

30

40

50
∗∗

∗∗

∗∗

ns

ns

ns

0

10

20

30

40



 61 

 

 
また、allo-HCT後のレシピエントマウスに Day0-14まで 2週間Vehicleまたは

CSP を投与してから Day15-28まで CSP投与を中⽌し、Allo-HCT後 28⽇⽬に
PD-L1 mAbs を投与したところ、CSP中⽌後でもPD-1＋TIGIT- 2C-Tg T 細胞は維
持され、PD-1 blockade に反応して増殖、活性化し、PD-1＋TIGIT+ 2C-Tg T 細胞
への分化が誘導されることが⽰された（図 54A-E）。 

 

図 53. Allo-HCT後の CSP⻑期投与後のドナー由来T 細胞の免疫チェックポイント
阻害薬に対する反応性および terminal-Texへの分化能の検討 
図 44 の通りに移植を施⾏した。CSPもしくは Vehicle を day0-28まで⻑期間投与
し、αPD-L1もしくはPBS を day28に投与した（A）。各治療群での day30 にお
ける 2C-Tg ドナーT 細胞の Ki-67陽性細胞割合(B)、GZMB陽性細胞割合(C)、
PD-1+TIGIT-細胞数(D)、PD-1+TIGIT+細胞数(E)(平均±標準誤差、N=5/群）
を⽰す。*p<0.05, **p < 0.01, ***p < 0.005, ns;有意差なし. 
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さらに、より⻑期での CSP中⽌後の transitory-Tex-CNI の持続性を検討するた
めに allo-HCT後のレシピエントマウスに Day0-28まで 4週間Vehicleまたは CSP
を投与し、Day29 以降は投与を中⽌し、allo-HCT後 160⽇⽬に脾臓由来ドナーT
細胞を FCM解析したところ、PD-1+TIGIT-および Ly6C+の transitory-Tex が持続
して存在することが確認された（図 55A-D）。以上のことから、移植後早期の
CSP 治療により誘導された transitory-Tex-CNI は、CSP 治療中⽌後も少なくとも 4
ヶ⽉間は持続することが確認された。 

 
 
 
 
 
 

 
図 54. Allo-HCT後の CSP投与中⽌後のドナー由来T 細胞の免疫チェックポイン
ト阻害薬に対する反応性および terminal-Texへの分化能の検討 
図 44 の通りに移植を施⾏した。CSPもしくは Vehicle を day0-14まで投与し、
day15-28まで休薬し、day28にαPD-L1もしくはPBS を投与した（A）。各治療
群での day30 における 2C-Tg ドナーT 細胞の Ki-67陽性細胞割合(B)、GZMB陽
性細胞割合(C)、PD-1+TIGIT-細胞数(D)、PD-1+TIGIT+細胞数(E)(平均±標
準誤差、N=5/群）を⽰す。*p<0.05, **p < 0.01, ***p < 0.005, ns;有意差なし. 
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図 55. Allo-HCT後の CSP投与後⻑期間中⽌後の transitory-Tex-CNI の維持能の検
討 
図 44 の通りに移植を施⾏した。CSPもしくは Vehicle を day0-28まで投与し、
day29-160まで休薬し、day160 にレシピエントマウスを処理し、脾臓のドナー由
来T 細胞をFCM解析した。Vehicle群および CSP投与群での 2C-Tg ドナーT 細
胞(A)、WT CD8+T 細胞(B)のPD-1+TIGIT+細胞数、PD-1+TIGIT-細胞数を⽰
す。2C-Tg、WT CD8+、WT CD4+細胞における Ly6C陽性細胞の割合(C)、
Ly6C陽性細胞数(D)を⽰す。(平均±標準誤差、N=5/群）*p<0.05, **p < 0.01. 
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7. 免疫チェックポイント阻害薬による transitory-Tex-CNI の活性化を介した GVL増
強効果の検討 

最後に、transitory-Tex-CNI がαPD-L1mAbs によって誘導される GVL効果を
増強しうるかについて検討を⾏った。B6由来の luciferase 発現 C1498 ⾻髄性⽩⾎
病細胞株（C1498luc）を⽤いるため、BALB/cマウスをドナー、B6マウスをレシ
ピエントとした移植モデルを⽤いた。まず、この移植モデルにおいてもこれまで
の移植モデルと同様に、CSP投与によってドナーCD8+T 細胞において PD-
1+TIGIT-および TOXlow TCF-1-の transitory-Tex-CNI が誘導されることを確認し
た（図 56A-G）。 

 

 

 
図 56. BALBc into B6 移植モデルにおける CSP の transitory-Tex-CNI誘導能の検討 
レシピエントマウス(B6)に 11Gy の放射線照射で前処置を⾏い、BALB/c ドナーから採
取した 1×106個/匹の T 細胞、T 細胞除去⾻髄細胞 5×106  個を day0 に経静脈的に輸
注した。移植後day0-14まで CSPもしくは Vehicle を投与し、移植後day14 にαPD-
L1mAbもしくはPBS を投与し、移植後day14(αPD-L1mAb投与前)および day16 に
ドナーT 細胞をFCM で解析した(A)。移植後day14 の、脾臓(B)、肝臓(C)におけるド
ナー由来CD8+T 細胞のPD-1、TIGIT の発現割合(n=6/群, 平均±標準誤差)を⽰す。
移植後day14 の、脾臓(D)、肝臓(E)における TOXlowTCF-1-細胞の割合(n=6/群, 平
均±標準誤差)を⽰す。各治療群におけるドナーCD8+T 細胞の Ki-67陽性細胞割合
(F)、GZMB陽性細胞割合(G) (平均±標準誤差、n=8/群）を⽰す。*p<0.05, **p < 
0.01, ***p < 0.005, ns;有意差なし. 
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次に、レシピエントマウスに allo-HCT後 0⽇⽬から 14⽇⽬まで Vehicleまた
は CSP を投与した上で、allo-HCT後 7⽇⽬に C1498luc を播種し、allo-HCT後 14
⽇⽬から 42⽇⽬まで、PD-L1 mAbsもしくは PBS を週 3回腹腔内注射で投与し
た（図 57）。 

 
バイオルミネッセンスイメージング(BLI)を⽤いて⽩⾎病細胞の増殖を評価し

たところ、Vehicle を投与されたマウスでは、PD-L1 mAbs投与の有無に関わら
ず、⽩⾎病細胞が増加して allo-HCT後 5週⽬までにすべてのマウスが死亡した
（図 58A-B）。その⼀⽅で、CSP を投与されたマウスのうちαPD-L1mAbs が投
与されたマウスでは 70％において C1498luc 細胞が根絶したことから、この群で
GVL効果が著明に増強されたことが⽰唆された。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 57.急性⾻髄性⽩⾎病の同種移植後再発モデルの概略図 
図 56(A)と同様の移植を施⾏し、day0-14まで CSPもしくは Vehicle を 
投与し、day7 に C1498luc(CSP投与群に 5×104  個、Vehicle投与群に 1×106  個)を
播種した。移植後 day14-42まで、PD-L1 mAbsもしくは PBS を週 3回腹腔内注射
で投与した。 
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Day42
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C1498 細胞株はもともと PD-L1 を強発現していることから、⽩⾎病細胞株の

PD-L1 発現の程度が、allo-HCT後の transitory-Tex誘導に影響するかどうかを検
討した。7 種類のマウス⽩⾎病細株について、PD-L1 の発現を FCM で評価した
結果、C1498 細胞株がこれらの細胞株の中で最も⾼い PD-L1 発現を⽰したのに
対し、B6D2F1マウス由来の P815 細胞は PD-L1 の発現が最低であった（図
59）。 

 
図 58. 免疫チェックポイント阻害薬による Transitory-Tex-CNI の免疫賦活化によ
る GVL効果増強効果の検討 
図 57 で⽰した通りに移植を施⾏した。１週間毎に IVIS によって腫瘍の増加を測定
した(A)。治療群ごとの⽣存曲線(B; n=5/群)を⽰す。***p < 0.005. 
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そこで、B6マウスをドナー、B6D2F1マウスをレシピエントとし、さらに

P815 細胞株をレシピエントマウスに播種する allo-HCT後腫瘍再発モデルを⽤い
て検討したところ、C1498 細胞株を⽤いたモデルと同様に、このモデルにおいて
もCSP投与によって transitory-Tex が誘導された（図 60A-D）。 

 
 
 
 
 

 
図 59.腫瘍細胞株毎の PD-L1 発現 

マウス由来⾎液悪性腫瘍の細胞株の PD-L1 発現を FCM で解析した。ヒストグラ
ムとして⽰す。 
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さらに、この transitory-Tex は PD-1遮断により、C1498 細胞株を⽤いたモデル

と同程度に活性化されたことから、⽩⾎病細胞上の PD-L1 発現の程度は、allo-
HCT後の CSP による transitory-Tex-CNI の誘導に関与していないことが⽰された
（図 61A-D）。 

 
以上の結果から、PD-1 blockade によって誘導される GVL効果の増強におい

て、transitory-Tex-CNI が重要な役割を果たしていることが⽰唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 60.P815腫瘍再発モデルと C1498腫瘍再発モデルにおける transitory-Tex-CNI誘
導能の検討 
図 57(A)の通りに移植を施⾏した C1498腫瘍再発モデルと、ドナーを B6マウス、
レシピエントを B6D2F1マウス、さらに腫瘍株を P815 とした P815腫瘍再発モデ
ルにおいて、移植後 day14 にレシピエントマウスを処理し、脾臓のドナー由来
CD8+T 細胞を FCM解析した。各モデルにおける PD1+TIGIT-CD8+T 細胞割合
(A)、PD1+TIGIT-CD8+T 細胞数(B)、Ly6C+CD8+T 細胞割合(C)、Ly6C+CD8+T 細
胞数(D)を⽰す。(平均±標準誤差、n=5/群）を⽰す。ns;有意差なし. 
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図 61. P815腫瘍再発モデルと C1498腫瘍再発モデルにおける transitory-Tex-CNI
の免疫チェックポイント阻害薬に対する反応性の検討 
図 57(A)の通りに移植を施⾏した C1498腫瘍再発モデルと、ドナーを B6マウス、
レシピエントを B6D2F1マウス、さらに腫瘍株を P815 とした P815腫瘍再発モデ
ルにおいて、移植後 day14 にαPD-L1もしくは PBS を投与し、day16 にレシピエ
ントマウスを処理し、脾臓のドナー由来CD8+T 細胞を FCM解析した。P815モ
デルにおける Ki-67+CD8+T 細胞割合(A)、GZMB+CD8+T 細胞割合(B)、C1498モ
デルにおける Ki-67+CD8+T 細胞割合(C)、GZMB+CD8+T 細胞割合(D)を⽰す。(平
均±標準誤差、n=5/群）を⽰す。*p<0.05; **p < 0.01. 
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考察 
 
T 細胞の疲弊については、慢性感染症や固形腫瘍モデルにおいて活発に報告されて

いる。T 細胞の疲弊は、Tpex、transitory-Tex、terminal-Tex を含む多段階の分化過
程であることが⽰されている(Belk et al., 2022)。Tpex は TCF-1+であり、TOX と
PD-1 の発現レベルが terminal-Tex より低く、エフェクター分⼦や、Tim-3、
TIGIT、CD39などの他の阻害性受容体を⽋いている(Utzschneider et al., 2020)。ま
た Tpex は⾃⼰複製細胞であり、PD-1 阻害は Tpex の増殖と transitory-Texへの分
化、さらに terminal-Texへの分化を誘導することが報告されている(Utzschneider et 
al., 2016; Im et al., 2016; Siddiqui et al., 2019)。対照的に、terminal-Tex はエピジェネ
ティック構造が⾮常に安定しているため、PD-1 阻害による terminal-Tex の再活性化
は起こりにくいことが報告されている(Beltra et al., 2020; Zehn et al., 2022; Pauken et 
al., 2016)。 
現在、同種造⾎幹細胞移植 (allo-HCT)の進歩によって、早期死亡率が低下し、⻑
期⽣存者が経時的に増加している。慢性 GVHD は同種移植患者の⽣活の質を極端に
低下しうる主たる晩期合併症であり、その病態⽣理を研究することの重要性が増して
いる (Wingard et al., 2011)。CNI を⽤いた GVHD 予防によって、重症急性 GVHD
の発症が抑制される⼀⽅で、CNI単独では慢性 GVHD を⼗分に予防することはでき
ないことが知られている (Sorror et al.,2005; Carpenter et al., 2018)。 
CNI投与にも関わらず慢性 GVHD を発症する原因の⼀つとして、CNI が Treg の

移植後再構築を阻害することで末梢性免疫寛容を阻害する可能性が報告されている
が、allo-HCT後のアロ特異的T 細胞の疲弊に対する CNI の影響については、⼗分
に解明されておらず (Sugiyama et al., 2014; Whitehouse et al., 2017)、臨床現場で
GVHD 予防の標準治療として広く⽤いられている CNI が、allo-HCT後のドナー
Tex の分化に与える影響は不明であった(Zhou et al., 2020)。 
GVHD を含めた免疫関連疾患における、T 細胞の疲弊に関する報告は限られてい

るが、allo-HCT後にレシピエントのアロ環境は永続的に存在することから、ドナー
T 細胞の多くは永続的な T 細胞刺激により、T 細胞疲弊すなわちTex の分化が誘導
されると予想され、GVHD においてもTex の誘導が移植後の免疫寛容に重要な役割
を果たすと考えられる。最近、Khan らにより、CNI が Tex の分化を抑制することが
報告されたことから(Khan et al., 2019)、我々は今回、CNI が allo-HCT後のドナーT
細胞の疲弊を抑制することで慢性 GVHD の発症に関与している可能性を検討した。 
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本研究では、CNI の⼀種である CSPの投与によりドナーT 細胞における TOX の発
現が抑制され、MHC不⼀致HCT後のドナーT 細胞の terminal-Tex分化が抑制され
ることが観察された。MHC ⼀致HCT後に CD40アゴニスト抗体の投与が Tpexか
ら terminal-Texへの分化を促進したと報告されているが(Zhou et al., 2020)、我々の
⽤いた MHC不⼀致HCT のモデルにおいては、Tpex はマイナーな細胞集団に過ぎ
ず、⼤多数のドナーT 細胞は MHC不⼀致HCT後、早期に terminal Tex に分化し
ており、このモデルにおいてはより強⼒な TCR シグナルが、迅速かつ強固な
terminal-Tex分化の誘導に関与していると考えられる。TCR シグナルは、カルシニ
ューリン依存的に NFAT の脱リン酸化による活性化を誘導し、活性化した NFAT は
核内に移⾏して AP-1 と協調して T 細胞活性化に関わる遺伝⼦を誘導する(Clipstone 
et al., 1992; Macian 2005)。⻑期間TCR シグナルが持続すると、活性化 NFAT が核
内で持続的に増加する⼀⽅で AP-1 が枯渇し、協調する AP-1 が⽋落した NFAT が
疲弊関連分⼦を誘導することで Texへの分化が促進される(Khan et al., 2019; 
Martinez et al., 2015; Sen et al., 2016)。 
CNI は主に NFAT の核内移⾏を阻害することから、ドナーT 細胞の活性化と疲弊

の両⽅を抑制することが⽰唆されていた(Flanagan et al., 1991; Wherry et al., 2015)。
我々の検討において、allo-HCT後の CNI投与下ではドナーT 細胞が terminal-Tex
への分化が抑制されると同時に、Ly6C+CX3CR1+Texへの分化が促進されることが
⽰された。CX3CR1+ Tex は慢性感染モデルで報告されており、intermediate 
(transitory) Tex とキラー細胞レクチン様受容体発現型Tex（TexKLR）の 2 つの異
なるサブセットによって構成される(Daniel et al., 2022)。TexKLR は terminal-Tex
とは異なる Tex分化のもう⼀つの終点であり、intermediate (transitory) Tex は、
terminal-Tex と TexKLR の前駆体であることが trajectory analysis により⽰されてい
る(Daniel et al., 2022)。今回、我々の検討では、CNI投与によって誘導された
Ly6C+CX3CR1+ドナーT 細胞は Ly6C-CX3CR1lowTOXhigh terminal-Texへの分化
能を⽰し、かつこれらの細胞が養⼦免疫後に⾃⼰複製したことから、
Ly6C+CX3CR1+T 細胞は最終的な分化細胞ではなく、分化の過程にある細胞である
ことが⽰された。従って、我々はこれらの細胞を transitory-Tex-CNI と命名した。 
Transitory-Tex-CNI は、養⼦免疫モデルにおいて慢性 GVHD を誘導し、また移植
再発モデルにおいてPD-1 阻害に反応して GVL効果を増強した。これらの結果は、
CNI によって慢性 GVHD が抑制できない原因の⼀つを明らかにするとともに、allo-
HCT後の免疫チェックポイント阻害薬による GVL効果の増強を安全かつ効率的に
⾏う可能性を⽰唆するものである。過去には、MHC ⼀致HCT後に出現したドナー
由来の CD44lowCD62LhighT 細胞が、mSca-1 や CD122 などの stem cell marker を
発現し、養⼦免疫後に 2ndレシピエントマウスにおいて急性 GVHD様の病態を呈す
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ることが⽰されている(Zhang et al, 2005)。今回我々が発⾒した transitory-Tex-CNI
は CD44highCD62Llow で stem cell marker を発現せず、また養⼦免疫後に急性
GVHD ではなく慢性 GVHD を誘導したことから、stem cell-like memory T 細胞と
は異なる表現型と機能を⽰す、CNI投与によって誘導された特異的な細胞集団であ
ることが考えられた。 
 
CNI投与による transitory-Tex-CNI の誘導が、NFAT 阻害によって引き起こされる
かどうかを検討するために、他の免疫抑制剤を⽤いた検討を⾏なったところ、イブル
チニブのみがイブルチニブが CSPと同様に allo-HCT後に transitory-Tex-CNI を誘
導した。イブルチニブは BTK 阻害と同時に ITK 阻害作⽤が報告されており、さらに
ITK 阻害は TCR刺激後の NFAT核内移⾏を抑制することが知られている。今回、
CSPとイブルチニブのみが transitory-Tex-CNI を誘導したことから、transitory-
Tex-CNI の分化における NFAT 阻害の重要性がさらに確認された(Vaeth et al., 2015; 
Sieber et al., 2009; Gallagher et al., 2021)。 
 
T 細胞の疲弊の分⼦および細胞メカニズムは主に CD8+ T 細胞で研究されてきた

が、CD4+T 細胞に関しても慢性抗原刺激によって機能的に疲弊した CD4+PD-
1+TOX+TCF1- T 細胞が誘導されることを⽰す報告がある(Crawford et al., 2014; 
Sekine et al., 2020; Tracy et al., 2022)。最近の研究では、ナイーブ CD4 T 細胞が、ウ
イルス慢性感染モデルにおいてにPD-1+TCF1+BCL6-前駆CD4+ T 細胞に分化
し、これらの前駆CD4+ T 細胞は⾃⼰複製能をもち、さらに TCF-1-BCL6-エフェ
クターT 細胞とPD-1+TCF1+BCL6+濾胞性ヘルパーT 細胞といった⼆つの特徴あ
る細胞集団に最終的に分化することが⽰された(Xia et al., 2022)。Allo-HCT後に機能
的に疲弊したドナーCD4+T 細胞が存在するかどうかは不明であるが、我々の研究で
は、CD4+ T 細胞がPD-1 阻害に反応して増殖能の増強を⽰したことから、ドナー
CD4+T 細胞も allo-HCT後に疲弊に陥っていることが⽰唆された。 
 
臨床において、transitory-Tex は有望な治療ターゲットであり、同種移植後の慢性

GVHD の発症、⽩⾎病の再発、免疫療法の有効性を予測するバイオマーカーとして
機能する可能性がある。通常、allo-HCT においては CNI はドナー細胞の輸注時点か
ら投与を開始するが、近年急速に広まりつつある移植後シクロホスファミド
（PTCy）を⽤いた同種移植では、CNI の投与開始時期は医師または施設の⽅針によ
って異なって様々であること(Raiola et al., 2022; Luznik et al., 2008)から、CNI の投
与開始タイミングと移植後の transitory-Tex の分化との関連性については今後の検討
が望まれる。具体的にはPTCy 移植においては CNI の開始が早ければ早いほど、
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transitory-Tex が誘発され、慢性 GVHD の発症と関連する可能性がある。最近の報
告で、PTCy が terminal-Tex を枯渇させるが、Tpex は温存させることが⽰されてい
る(Minnie et al., 2022)。CNI とPTCy と併⽤による腫瘍細胞存在下での T 細胞疲弊
に与える影響については、今後の研究課題である。 
 
全体として本研究では、allo-HCT後の CNI投与によってドナーT 細胞の terminal 

Texへの分化が阻害され、transitory-Tex が誘導されることで、免疫寛容誘導が阻害
され慢性 GVHD の原因となることを⽰した。また、transitory-Tex が免疫チェック
ポイント阻害薬に対する⾼い反応性を保持することで GVL効果の増強につながるこ
とからは、移植後腫瘍再発に対する新たな治療戦略となる可能性がある。 
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総括および結論 
 

1. 本研究にて以下の知⾒が得られた。 
 ・同種造⾎幹細胞移植後の CNI投与により、ドナーT 細胞の terminal-Texへの分
化が抑制され、transitory-Texへの分化が誘導された。 

 ・Transitory-Tex は養⼦免疫においてレシピエントに慢性 GVHD を誘導した。 
 ・Transitory-Tex はPD-1 阻害に対する反応性を⽰し、増殖能および殺細胞能を
増強することで GVL効果を増強させた。 

 
2. 新知⾒の意義 
 CNI は急性 GVHD の発症予防には有効であるが、慢性 GVHD の発症予防効果
は不⼗分であり、その機序は不明であった。今回我々は 2C-TCR-Tgマウス、およ
び scRNAseqを⽤いることで、CNI投与によって同種造⾎幹細胞移植後のドナーT
細胞の terminal-Texへの分化が阻害され、transitory-Texへの分化が誘導されること
を初めて報告した。また、Transitory-Tex が養⼦免疫によって慢性 GVHD を誘導す
ることを⽰し、CNI による慢性 GVHD の予防効果が限定的である機序の⼀つを明ら
かにした。さらに、transitory-Tex が、同種造⾎幹細胞移植後の免疫チェックポイン
ト阻害薬による GVL効果の増強に重要な役割を果たしていることを⽰し、移植後再
発に対する有効かつ安全な治療戦略となりうることを⽰した。 
 CNI が T 細胞疲弊を抑制することは報告されていたが、CNI が transitory-Tex
を誘導するというのは全く新しい知⾒であり、免疫学的にも重要な発⾒である。こう
した知⾒は、造⾎幹細胞移植領域以外にも、臓器移植や⾃⼰免疫性疾患における
CNI の免疫学的な影響を検討する上でも重要なものである。 
 
3. 今後の研究展開 
 今回我々は CNI を含める複数の免疫抑制剤についてドナーT 細胞疲弊に対する
影響を検討し、CNI とイブルチニブが transitory-Tex を誘導することを⽰したが、近
年新たな GVHD 予防法である移植後シクロフォスファミド(PTCy)の有効性が報告
されており、PTCy と CNI を組み合わせた GVHD 予防によるドナーT 細胞疲弊に
対する影響についても、検討が必要である。 
 また今回の検討はマウス同種移植モデルで⾏ったが、今回の結果をもとに、同種
移植を施⾏された患者検体を⽤いて、免疫抑制剤とドナーT 細胞疲弊の関連を評価す
ることで、慢性 GVHD の発症リスクや、免疫チェックポイント阻害薬による GVL
増強効果を予測するためのバイオマーカーとなりうるかを検討する。 
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