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要旨 
【背景と目的】  
同種造血幹細胞移植において、移植片対宿主病 (graft-versus -host disease; GVHD)
は、移植後の生存率に影響を及ぼす重大な合併症の一つである。GVHD 予防の手段と

して、移植後シクロフォスファミド大量療法 (posttransplant cyclophosphamide; 
PTCY)は、ヒト白血球抗原 (human leukocyte antigen; HLA)半合致、もしくは一致

の造血幹細胞移植において広く使用されるようになってきている。しかし、PTCY 単

独では GVHD 抑制効果が不十分であり、カルシニューリン阻害剤（calcineurin 
inhibitor; CI）などの免疫抑制剤の併用が必要であることが示されている。しかし、

CI は移植後の制御性T 細胞 (regulatory T cell; Treg)の再構築を阻害することが知ら

れており、免疫寛容の構築に不利に働くと考えられ、また長期投与では腎機能障害な

どが問題となりやすく、CIを用いないGVHD予防法の確立が望まれる。KRP203は、

スフィンゴシン-1-リン酸受容体 type1 (sphingosine-1-phosphate receptor type1; 
S1PR1)の特異的アゴニストであり、GVHD 標的臓器へのリンパ球の遊走を抑止する

作用を持つと考えられる。今回我々は、PTCY に短期間のKRP203 投与を併用した新

しいGVHD 抑制療法について、GVHD のマウスモデルを用いて研究を行った。 
【材料と方法】 
B6D2F1 (H2b/d)マウスをレシピエントとし、骨髄破壊的な全身放射線を照射した後に、

ドナーの B6 (H2b)マウスから抽出した骨髄細胞と脾臓細胞を輸注した。CY は 50 
mg/kg を移植後 day +3 に腹腔内投与し、KRP203 は 1 mg/kg を移植日から day +4
まで連日内服させた。移植後の GVHD の程度の評価を連日行い、生存期間の観察を

行った。GVHD の組織学的評価は、移植後 4 週間の時点でレシピエントマウスの

GVHD 標的臓器を取り出し、病理組織標本を作成してHematoxylin & Eosin 染色を

行った。GVHD 標的臓器と2 次リンパ組織のドナーT 細胞は、フローサイトメトリー

による解析を行ない、血清のサイトカイン濃度測定には cytometric beads array を用

いた。 
移植片対腫瘍(graft versus leukemia; GVL)効果の評価のための移植では、T 細胞を除

去した骨髄細胞と、脾臓細胞から純化したT 細胞をグラフトとして用い、ルシフェラ

ーゼを導入した P815 腫瘍細胞を移植日に同時に輸注した。生体内生物発光イメージ

ング(Bioluminescence imaging; BLI)を用いて、移植後の腫瘍増殖の評価を1 週間ご

とに行った。 
【結果】 
移植後、無治療の同種移植レシピエントマウスは重症のGVHD を発症し、day +50 ま

でに全ての個体が死亡した。CY 50 mg/kg を投与したマウスではGVHD の改善が見
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られ、30 %の個体が生き延びた。KRP203 単独投与において、腸間膜リンパ節内で移

植後早期にドナーT 細胞のアポトーシスが誘導され、これによるドナーT 細胞数の減

少が起こっており、血清 IFNγ濃度も低下していた。KRP203 単独投与において、無

治療群と比較しGVHD が緩和され、死亡率が低下した。CY にday 0 からday +4 ま

での短期間のKRP203投与を併用すると、CY単独投与群と比較して生存率が改善し、

移植後 day +14 の血清 TNFα値が低下していた。CY+KRP203 併用群では、CY 単

独群と比較して腸管の組織学的所見が改善しており、各臓器のフローサイトメトリー

解析では、腸管と皮膚でドナーT 細胞の浸潤が少なかった。Treg はCY への耐性があ

り、PTCY では移植後Treg が温存され回復しやすいことが示されているが、KRP203
の併用はこれを阻害することなく、むしろより多くのTreg を誘導していた。GVL 効

果については、CY＋KRP203 併用群では、CY 単独群と比較すると腫瘍の増殖が亢進

したものの、ある程度のGVL 効果が保たれていることが示された。 
【考察】 
PTCY は、HLA 半合致移植におけるGVHD 予防法として、その安全性と有効性が示

されている。移植後に活性化した同種抗原反応性 T 細胞に対する clonal destruction
を起こすことがその主な作用機序だが、PTCY 単剤では GVHD 抑制効果は不十分で

ある。今回我々は、KRP203 を併用することでCI とは異なりTreg の働きを阻害せず

にGVHD を改善する効果が得られることを確認した。PTCY にKRP203 を併用した

場合、PTCY 単独投与と比較して GVHD 標的臓器におけるドナーT 細胞の浸潤が有

意に少なかった。移植後早期に活性化したドナーT 細胞を二次リンパ組織に隔離する

ことで、より効率的にPTCYによるclonal destructionが起こったことが考えられる。

S1P アゴニストの二次リンパ組織へのリンパ球隔離効果は可逆的とされているが、

KRP203 により移植後早期にドナーT 細胞球のアポトーシスが起こるために、移植後

早期の短期間のみの併用でも十分に GVHD 抑制効果を示したものと考えられる。

PTCY では GVL 効果が阻害されないことがこれまで示されている。PTCY 投与前の

一時的なドナーT 細胞活性化が抗腫瘍効果に重要である可能性が考えられ、KRP203
を併用した場合にも移植後早期のドナーT 細胞活性化が起こるため、GVL 効果には有

利に働く可能性が考えられる。先に報告された S1PR1,3,4,5 のアゴニストである

FTY720 は、臨床的にも GVHD 抑制効果が示されているものの、心血管系への副作

用が問題となった。S1PR1の選択的アゴニストであるKRP203 は、より少ない副作用

でGVHD 抑制効果が期待できる薬剤である。 
【結論】 
HLA 半合致の造血幹細胞移植において、短期間のKRP203 投与とPTCY の併用療法

は、CI を用いない新たな優れたGVHD 抑制療法である。  
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略語 
 

本文中および図中で使用した略語は以下の通りである。 
ALDH Aldehyde dehydrogenase 
Allo Allogeneic 
APCs Antigen presenting cells 
BLI Bioluminescence imaging 
CI Calcineurin inhibitor 
CY Cyclophosphamide 
CSP Cyclosporine A 
GVHD Graft-versus-host disease 
GVL Graft-versus-leukemia effect 
Gy Gray 
H&E Hematoxylin and eosin 
HLA Human leukocyte antigen 
IFNγ Interferon gamma 
IL-1 Interleukin 1 
IL-2 Interleukin 2 
MHC Major histocompatibility complex 
PTCY Posttransplant cyclophosphamide 
S1P Sphingosine-1-phosphate 
S1PR Sphingosine-1-phosphate receptor 
Syn Syngeneic 
TBI Total body irradiation 
TCD-BM T cell depleted bone marrow cell 
TNFα Tumor necrosis factor alpha 
Treg Regulatory T cell 
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緒言	
  同種造血幹細胞は、多くの造血器悪性腫瘍および非悪性疾患の唯一の根治療法であ

る。移植片対宿主病 (graft-versus-host disease; GVHD)は、移植後の生存に関わる重

大な合併症の一つである。GVHD は、移植片に含まれるドナーリンパ球が、ホストの

二次リンパ組織において抗原提示細胞 (antigen presenting cells; APCs)からドナー

とは異なるホストの組織抗原を提示されることによって活性化・増殖し、ホストの組

織を傷害することで起こる(Ferrara et al., 2009; Shlomchik et al., 1999; Teshima et 
al., 2002)。これまでのマウスGVHD モデルを用いた研究により、移植後比較的早期

に起こる急性 GVHD が、3 段階の連続的な phase によって引き起こされることが明

らかとなっている(Matzinger, 2002)。まずPhase I では、移植前処置の放射線や薬剤

により傷害を受けたホストの組織が、炎症性サイトカインやケモカインなどを含む

danger signal を産生することで、APCs が活性化される。Phase II では、ホストの

APCs から抗原提示を受けたドナーT 細胞が増殖、分化する。Phase III では、細胞傷

害性 T 細胞および NK 細胞による GVHD 標的臓器の直接的な組織傷害とともに、

IFN-γや TNF-α、IL−１といった炎症性サイトカインによって炎症が助長され組織

の傷害が進行する。 
 
ヒト白血球抗原 (Human leukocyte antigen; HLA)は、レシピエントの組織抗原とし

て認識される最も重要なたんぱくである。レシピエントがドナーとは異なる HLA を

持つ場合に重症のGVHD が起こりやすくなるため、HLA 一致の同胞間または同種の

造血幹細胞移植では GVHD のリスクが低減し移植後の成績が良好であることが示さ

れてきた(Anasetti and Hansen, 1994; Beatty et al., 1993; Crocchiolo et al., 2009)。
しかし、約半数のケースでHLA 一致のドナーが得られず、代替のドナーとしてHLA
不一致や半合致のドナー、あるいは臍帯血が造血幹細胞移植のソースとして用いられ

ている。HLA 半合致のドナーの場合、親や同胞を含む親族においてドナーが存在する

可能性が非常に高く、ドナーの造血幹細胞採取から移植までの期間が短縮できるとい

うメリットがある。しかし、HLA が両方向に不一致であることから、強力な同種抗原

反応が起こり、移植後の生着不全や重症 GVHD が問題となる(Anasetti et al., 1989; 
Anasetti et al., 1990)。これらの問題を解決するため、HLA 半合致の移植においては、

骨髄抑制、免疫抑制効果を高めるため移植前処置の強度を上げる試み、体外および抗

胸腺グロブリンによる体内 T 細胞除去の試みなどがなされた(Bozdech et al., 1985; 
Henslee-Downey et al., 1996; Reisner et al., 2011)。しかし、T 細胞を除去する移植

では、再発や移植後の免疫再構築の遅延による感染症などの問題が起こりやすかった。

そこで近年、HLA半合致の移植においてもT細胞除去を行わない方法の一つとして、
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移植後シクロフォスファミド大量療法 (posttransplant cyclophosphamide; PTCY)が
注目されている。 
 
1960 年から1990 年代にかけて、動物モデルの同種移植において、移植後1 から4

日後にCY を投与すると、免疫寛容が誘導され組織の拒絶や骨髄の生着不全、GVHD
が抑制されることが示された(Berenbaum and Brown, 1963; Eto et al., 1991; Santos 
and Owens, 1966)。1990 年代の野本らの基礎的研究により、PTCY は移植後早期に

同種抗原に反応して増殖、活性化した同種抗原反応性T 細胞を選択的に傷害する一方

で、それ以外のT 細胞は温存されることが示された(Maeda et al., 1993; Mayumi et 
al., 1985)。また、造血幹細胞は CY の代謝産物を不活性型に変換する aldehyde 
dehydrogenase (ALDH)を高発現しているために、移植後にCY を投与しても造血幹

細胞への影響は少なく生着不全などの問題は起こらないこと(Emadi et al., 2009)、制

御性T 細胞 (regulatory T cell; Treg)もALDH の発現が高いためにPTCY 後に温存

され、回復しやすく、GVHD の抑制効果に寄与することが報告されている(Ganguly 
et al., 2014; Kanakry et al., 2013)。臨床試験としては、Johns Hopkins Hospital に
おいて PTCY を用いた HLA 半合致骨髄移植の報告が 2002 年に初めてなされ

(O'Donnell et al., 2002)、その後、PTCY の原法となる移植後day +3 と+4 にPTCY 
50 mg/kg を投与し、day +5 から他の免疫抑制剤を併用する方法が報告された(Luznik 
et al., 2008)。その後、世界的にPTCY によるGVHD 抑制療法を用いたHLA 半合致

移植の報告がなされ、その有効性と安全性が示されてきた(Bacigalupo et al., 2015; 
Castagna et al., 2014; Sugita et al., 2015)。近年では、PTCY を用いたHLA 半合致

移植の成績は HLA 一致の移植にも劣らないという報告もなされ、その汎用性が拡大

している(Bashey et al., 2016; Ciurea et al., 2015; McCurdy and Fuchs, 2015)。 
 
歴史的には、PTCY はカルシニューリン阻害剤 (calcineurin inhibitors; CI)やミコ

フェノール酸モフェチル (mycophenolate mofetil; MMF)などの他の免疫抑制剤を併

用して用いられてきた。近年、HLA 一致の移植において GVHD 予防に PTCY を単

剤で使用する試みがなされているが、HLA 一致の移植においても PTCY 単独では完

全に GVHD を抑制することができず、GVHD を発症後にステロイドや CI などの免

疫抑制剤の追加が必要となっている(Kanakry et al., 2014; Luznik et al., 2010; 
O'Donnell et al., 2002; Ruggeri et al., 2018)。CI の長期的な投与は、持続的なT 細胞

の抑制による感染症のリスクや、腎機能障害が問題となる(Hingorani, 2016)。また、

移植後にGVHD 抑制効果を発揮するTreg の増殖には IL-2 の産生が重要であるが、

CI の投与によって IL-2 が抑制されることによりTreg が増殖せず、GVHD が悪化す

ることが報告されている(Sugiyama et al., 2014; Zeiser et al., 2006)。PTCY ではTreg



 7 

が温存され移植後の免疫寛容に寄与するが、CI を併用することでその利点が損なわれ

る可能性が考えられる。そのため、CI を用いない PTCY による GVHD 抑制療法の

開発が望まれる。 
 
スフィンゴシン1 リン酸 (Sphingosine-1-phosphate; S1P)は、生体膜を構成するス

フィンゴ脂質の代謝産物である。S1P は、5 種類のG タンパク質共役型受容体、S1PR1-

5を介して細胞の生存、増殖、遊走、代謝、アポトーシスといった様々なシグナル伝達

に関わる脂質メディエーターである(Blaho and Hla, 2014; Rosen et al., 2009)。S1PR
は生体内のあらゆる臓器や器官に発現しているが、S1P とその受容体の免疫系におけ

る役割の重要性が明らかにされている。骨髄や胸腺で新たに産生されたリンパ球は、

二次リンパ組織である脾臓、リンパ節、パイエル板へと遊走する。リンパ球は二次リ

ンパ組織から血管やリンパ管内に入り、炎症組織へ遊走し effector 細胞として機能す

る。S1PR1, 3,4,5に作用するアゴニストである fingolimod (FTY720)の開発によって、

リンパ球がリンパ組織から血液・リンパ流へ脱出する機序が明らかにされた。S1P の

血管・リンパ管内の濃度は、リンパ組織の間質と比較して高濃度となっている。リン

パ球には S1PR1が発現しており、S1P が低濃度であるリンパ組織内で S1PR1の up-
regulation が起こる。S1PR1を高発現したリンパ球は、濃度勾配に従って、S1P 濃度

の高い血管内およびリンパ管内へと出ていく。FTY720 は、S1P アゴニストとしてリ

ンパ組織内でリンパ球の S1PR1に結合し S1PR1の down-regulation を起こさせるこ

とで、リンパ球をリンパ組織内に留めて蓄積させる作用を持つため、FTY720 の投与

では血管・リンパ管内および末梢組織のリンパ球数が減少する(Brinkmann et al., 
2002; Cyster and Schwab, 2012; Fujita et al., 1996)。この作用により、マウスの

GVHD モデルにおいて、ドナーT 細胞をリンパ組織に隔離することでGVHD 標的臓

器への浸潤を阻止し、GVHD が改善されることが示されている(Mandala et al., 2002; 
Matloubian et al., 2004)。また、FTY720 によるGVHD 改善効果の機序として、ド

ナーT 細胞を隔離したリンパ組織内において、activation-induced cell death をもたら

すことでドナーのT cell の数自体を減少させる効果も示されている(Hashimoto et al., 
2007; Kim et al., 2003)。 

 
FTY720 は、神経細胞への直接作用と免疫抑制の機序により、多発性硬化症の治療

薬として既に承認されている(Kappos et al., 2006; Kappos et al., 2010)。しかし

FTY720 では、血圧上昇や低下、徐脈といった心血管系の異常、肺水腫や乳頭浮腫と

いった血管透過性の亢進、腎機能障害などの副作用が問題となっている(Willis and 
Cohen, 2013)。これらの副作用は、造血幹細胞移植後の GVHD という炎症病態にお

いて大きな問題となる可能性を孕んでいる。FTY720 は、リンパ球に発現するS1PR1
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以外の受容体にも作用するため、様々な副作用をきたしやすいと考えられる。KRP203
は、S1PR1に特異的に作用するアゴニストとして開発され、FTY720 と比較して副作

用が少ない可能性があり(Khattar et al., 2013; Shimizu et al., 2005)、PTCY に併用さ

れるCI の代わりとして有望な薬剤である。今回我々は、マウスのGVHD モデルを用

いて、PTCY に短期間のKRP203 を併用した新しいGVHD 抑制療法の役割ついて研

究を行なった。 
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実験方法 
 
1） マウス 
移植実験を行うため、7 週齢、雌のB6 (H-2b, CD45.2)、Ly5a-B6 (H-2b, CD45.1)、

B6D2F1(H-2b/d, CD45.2)、C3H (H-2k, Mls-1b, Mls-2a, Thy-1.2)を日本クレア株式会社 
(東京、日本) より、7 週齢、雌のAKR (H-2k, Mls-1a, Mls-2b, Thy-1.1)を日本エスエル

シー（静岡、日本）より購入した。これらのマウスは本学の動物実験施設の無菌環境

で飼育し、8 週齢以上 12 週未満のマウスを実験に使用した。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」に従って、動物実験(承認番号：17-0026)の
承認を得て行った。 

 
2） マウス造血幹細胞移植 
ドナーとなるマウスをイソフルラン吸入により安楽死させ 、脾臓および両側大腿

骨・脛骨・骨盤骨を採取した。脾臓はスライドガラスを使用してすりつぶし、70 µm
セルストレイナーを通した上で、50 ml チューブに移して細胞を採取した。大腿骨・

脛骨・骨盤骨は 23 ゲージ針と 1 ml 注射器で骨髄を押しだして取り出し、18 ゲージ

針と10 ml 注射器で吸引・吐出を繰り返し、攪拌した後に、70 µm セルストレイナー

を通して 50 ml チューブに細胞を採取した。これらの細胞懸濁液中の赤血球を、red 
blood cell lysis buffer (BD Biosciences, 東京、日本) 2 ml を用いて2 分間溶血処理し

た後、顕微鏡にてトリパンブルー法により生細胞数を計測した。レシピエント1 匹あ

たり、脾臓細胞 10× 106 細胞と骨髄細胞 5× 106 細胞を、リン酸緩衝生理食塩水 
(phosphate buffer saline, PBS) 250 µl で希釈し、移植片として使用した。 
レシピエントとなる B6D2F1 には、移植前処置として、放射線照射装置 MBR-

1520R-4 (日立、東京、日本) を用いて、管電圧125 kV、管電流15 mA、焦点-テーブ

ル面距離 500 mm、フィルターはアルミニウム 0.5 mm＋銅0.2 mm の設定にて、12.5
〜14 gray (Gy) を 4 時間空けて 2 分割の全身放射線照射 (Total body irradiation; 
TBI)を行い、2 時間後に移植片を1 匹あたり250 µl ずつ静脈内に注射した。ドナーを

B6 とした移植は主要組織適合遺伝子複合体 (Major histocompatibility complex; 
MHC)不一致となり、同種移植群とした。B6D2F1 をドナーとして使用したものは、

同系移植群とした。 
同種抗原反応性 T 細胞の解析を行う実験の移植では、レシピエントマウスを C3H

として、全処置は全身放射線照射 9 Gy を 2 分割で行い、ドナーとなる AKR の脾臓

細胞 5× 106細胞と骨髄細胞 5× 106細胞を移植片として用いた。ドナーの AKR マウ

ス由来のTh1.1+細胞のうち、Vβ3+ T 細胞はレシピエントのC3H マウスの持つMls-
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2a 抗原に特異的に反応性を持つため、同種抗原反応性T 細胞として認識した。一方、

Vβ8+ T 細胞は非特異的なT 細胞として対照に用いた。 
移植後のマウスは、特定病原体未感染環境下にて、通常の餌とオートクレーブ滅菌

後に塩酸でpH 2.5 に調整した酸性水を与えて飼育した。 
 

3） 薬剤の投与 
CY (塩野義製薬株式会社、大阪、日本)は、5 mg/ml の濃度でPBS に溶解し、移 

植後3 日目に50mg/kg を腹腔内投与した。KRP203 (Novartis Pharma AG、Basel、
Switzerland)は滅菌水に溶解して、移植日から 1〜3 mg/kg を経口ゾンデを用いて連

日経口投与した。Cyclosporine A (CSP) (Novartis Pharma AG、Basel、Switzerland)
は oral solution を滅菌水で希釈して50 mg/kg を経口ゾンデを用いて連日経口投与し

た。 
 

4） GVHD の評価 
移植後の生存を連日確認し、マウスの毛皮の質感、脱毛の程度、活動性、姿勢、体

重減少の 5 つの臨床的GVHD 評価スコアリングシステム(Cooke et al., 1996)を用い

てGVHD の評価を行なった。病理組織学的な解析においては、採取した組織を10 倍

希釈したホルマリン液で固定し、パラフィン包埋を行なって切片を作成し、

hematoxylin & eosin (H&E)染色を行なった。急性GVHD の病理組織学的半定量ス

コアリングシステム(Teshima et al., 2002)を用いて評価を行なった。組織切片の画像

は室温にて顕微鏡 (BX51; Olympus、東京、日本)に接続したデジタルカメラ (DP72; 
Olympus)で撮影した。 
 
5） フローサイトメトリーによる解析 
・各臓器の採取、細胞懸濁液の作成 

解析日にマウスをイソフルランにて sacrifice し、目的の臓器を採取した。 
腸間膜リンパ節は、採取後に 0.3 mg/ml の type IV collagenase (Sigma-Aldrich 

Japan, 東京、日本)を溶解したRPMI (Sigma-Aldrich Japan, 東京、日本) + 10% FCS
の培養液入りのディッシュの中に入れ 20 分間 37℃で培養した。その後シリンジを用

いてホモジナイズし、70 µm cell strainer を介して新しいチューブに移し細胞浮遊液

とした。 
脾臓は、採取後にスライドガラスを 2 枚用いてすりつぶし、2% FCS を含む 

1×PBS(-)で洗いながら70 µm cell strainer を介して新しいチューブに移した。4°C、
1500 回/分で、5 分間遠心し、上清を破棄して 細胞をペレットにした後、BD Pharm 
Lyse Lysing Buffer にて溶血処理を行い細胞浮遊液とした。 
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大腸は、切離後に乾燥を防止し壊死細胞を減らすため、PBS を湿らせた濾紙の上

で冷却しながら腸管から脂肪組織を取り除いた。大腸を 2 分割し便を押し出し、腸管

を長軸方向に切り開いた。Complete medium (PBS + 2% FCS) 15 ml 入りの 50 ml 
チューブに入れ 15 秒間 vortex を行った。 Complete medium を排液し、再度新し

い complete medium 15 ml 入りのチューブに入れ 15 秒間 vortex を行った。この

処理を 2 回くり返した。 0.5 M DL-dithiothreitol (Sigma-Aldrich Japan, 東京、日

本) 50 µl + 5M EDTA 65 µl + 1 M HEPES solution buffer (Nacalai tesque、京都、

日本) 62.5 µl + complete medium 25 ml に大腸を入れ、振盪しながら 20 分間37°C
で培養した。溶液を排液し、大腸を 5M EDTA 65 µl + 1 M HEPES solution buffer 
62.5 µl + complete medium 25 ml 入りのチューブに入れた。振盪しながら 40 分間

37°C で培養した。溶液を排液し、大腸を complete medium で濯いだ後、0.3 mg/ml 
type IV collagenase + 培養液 (RPMI + 10% FCS) 入りのディッシュの中に入れ、で

きるだけ小さくなるようにハサミでサンプルを刻んだ。45 分 間37°C で培養した後、

シリンジを用いてホモジナイズし、70 µm cell strainer を介して新しいチューブに移

し細胞浮遊液とした。 
肝臓は、マウスを sacrifice 後に血管内の血球をなるべく除去するためシリンジで 

右心室から冷たい PBS をフラッシュして還流したのち、肝臓を一塊にして取り出し

た。0.3 mg/ml type IV collagenase +RPMI + 10% FCS の培養液入りのdish に採取

した肝臓を入れ、はさみでなるべく細かく切り刻んだのち、37℃で 1 時間培養した。

シリンジで細胞をホモジナイズし、70 µm cell strainer を通して新しいチューブに移

した。血球成分のみを抽出し肝細胞などを除去するため、2000 回/分、4℃で5 分間遠

心して上清を吸引破棄したのち、10ml の PBS＋30%Percoll (GE ヘルスケアジャパ

ン、東京、日本)を加えた。1700 回転/分で 30 分間室温で遠心し、上層に分離された

肝細胞などを吸引除去し、ペレットとなった血球細胞に溶血処理を行い、細胞浮遊液

とした。 
皮膚は、マウスの耳を用いた。マウスの耳を根本から切離し、ピンセットを用い 

て腹側と背側に剥離した。RPMI で 4 U/ml とした dispase II (Thermo Fischer 
Scientific, Waltham, MA) に検体を入れて 37℃で 1 時間培養した。ピンセットを用

いて真皮と表皮に剥離し、それぞれを 1 mg/ml type IV collagenase +RPMI + 10% 
FCS の培養液を入れたdish に入れ、ハサミでなるべく細かく刻んだ後に37℃で1 時

間培養した。シリンジを用いてホモジナイズし、70 µm cell strainer を介して新しい

チューブに移し細胞浮遊液とした。 
  各臓器の細胞浮遊液は、顕微鏡にてトリパンブルー法により生細胞数を計測した。 
・細胞表面抗原の染色 
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フローサイトメトリー用の各種抗体はFlow buffer (1× PBS (-) + 2% FCS + 2µmol 
EDTA)で 200 倍に希釈し抗体カクテルを作成した。各臓器から単離した細胞に抗体

カクテルを加え、 4°C、30 分間静置させることで反応させた。解析のためのモノクロ

ーナル抗体は以下のものを用いた (Table 1)。死細胞はDAPI (Molecular Probes Inc)
の染色によって判断した。 

細胞内FoxP3 染色には、FoxP3 staining kit (eBioscience, San Diego, CA)を用い

た。細胞表面マーカーの染色を行う際にFixable Viability Dye eFluorTM 450 (Thermo 
Fischer Scientific)を1000 倍希釈となるよう添加し、死細胞の判断に用いた。細胞表

面マーカーの反応後、十分洗浄したのちに、Fix/Perm Bf concentrate とFix/Perm Bf 
diluent を 1:3 の割合にした溶液を加え、遮光して 4℃で一晩静置した。翌日、Perm 
Buffer を加えて 4℃、1500 回転/分で 5 分間遠心して上清を破棄し、これをもう一度

繰り返した。Perm buffer に400 倍希釈となるようにFoxP3 抗体を添加し、これを検

体に加えて遮光し、4℃で30 分間反応させた。 
細胞の解析は、FACSCantoII (BD Bioscience, 東京、日本) と FlowJo software 

(Tree Star, OR)にて行なった。 
 

Table 1. フローサイトメトリーに用いた抗体 
Antigen Clone Manufacturer 

CD4 GK1.5 BioLegend 
CD8α 53-6.7 BioLegend 
CD45 30-F11 BD Pharmingen 
CD45.1 A20 BD Pharmingen 
CD45.2 104 BD Pharmingen 
TCRβ H57-597 BD Pharmingen 
H-2Kd SF1-1.1 BD Pharmingen 
Thy-1.1 (CD90.1) OX-7 BioLegend 
TCR Vβ3 KJ25 BD Pharmingen 
TCR Vβ8.1, 8.2 MR5-2 BD Pharmingen 
Annexin V  BioLegend 
FoxP3 FJK-16s eBioscience 

 
6)  サイトカイン測定 
イソフルランによる軽麻酔下で、マウスの眼窩静脈叢から採血用毛細管を用いて少

量の採血を行なった。血清のサイトカイン濃度測定は、Mouse Soluble Protein Flex 
Sets (BD Biosciences) を使用し、cytometric beads array (CBA)の方法を用いた。サ
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イトカイン濃度の標準曲線を作成するため、スタンダート試薬を用いて段階希釈によ

って10 段階の濃度勾配を作成した。96 well プレートにサンプルの血清を添加した後

に、capture beads diluent で50 倍に希釈した capture beads を添加し、遮光で1 時

間常温にて反応させた。次にdetection beads diluentで50倍に希釈したPE-detection 
beads を添加し、再び遮光で1 時間常温にて反応させた。各well をwash buffer を用

いて2 回洗浄し、フローサイトメトリー用のチューブにbeads を回収した。サイトカ

イン濃度の解析はFACSCantoII により行なった。 
 
7)  移植片対腫瘍効果 (graft-versus-leukemia effect; GVL)の評価 

レシピエントのB6D2F1 マウスに全身放射線照射を行なったのちに、ドナーの 
B6 マウスから採取し脾臓から純化した T 細胞と T 細胞除去した骨髄細胞 (T cell 
depleted bone marrowcells; TCD-BM)を輸注した。T 細胞の除去には anti-CD90-
Microbeads (Miltenyi Biotec)を、T 細胞の純化にはpan-T-cell Microbeads (Miltenyi 
Biotec, Auburn, CA)を用いた。骨髄は、細胞浮遊液を作成後、4℃、1500 回転/分で

5 分間遠心してペレットにしたのち、細胞 1×106 あたり 9μl の MACS running 
buffer (Miltenyi Biotec)と細胞1×106あたり1μl のanti-CD90-Microbeads を加え

て懸濁し、4℃で 15 分間反応させた。脾臓は細胞浮遊液を作成後、4℃、1500 回転/
分で5 分間遠心してペレットにしたのち、細胞1×106あたり4µl のMACS running 
buffer (Miltenyi Biotec)と細胞1×106あたり1μl のpan-T-cell Microbeads を加え

て懸濁し、4℃で 5 分間反応させた。さらに細胞 1×106あたり 3µl の buffer と細胞

1×106あたり 2µl の anti-biotin-Microbeads を加えて懸濁し、4℃で 10 分間反応さ

せた。骨髄と脾臓の検体にそれぞれ 10ml の buffer を加えて洗浄し、10µm のフィ

ルターをかけて別のチューブに移した。AutoMACS Pro Separator (Miltenyi Biotec)
により、beadsが結合していない細胞のみを回収するnegative selectionを行なった。

腫瘍は、B6D2F1 の親に当たる DBA/2 マウス由来の mastocytoma である P815 に

ルシフェラーゼを導入した細胞 (P815 luc+)を用いた。P815 luc+細胞は Geneticin
耐性としてあり、凍結保存した P815 細胞を RPMI+10%FCS+Geneticin (Thermo 
Fischer Scientific)の培養液に溶解し、37℃の CO2 インキュベーター内で培養を開

始し、3 日目に細胞が confluent となることを確認して用いた。P815luc+細胞は移植

日にグラフトと同時にレシピエントの静脈内に投与した。生体内生物発光イメージ

ング (Bioluminescence imaging; BLI)を1 週間ごとに施行し、移植後の腫瘍の増殖

の程度を評価した。 
 
8) BLI 

マウス1 匹あたりに500 µg のd-luciferin (Promega, Madison, WI)を皮下注射 
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し、5 分後にBLI イメージングを行なった。ルシフェラーゼ陽性細胞の検出は、IVIS 
Imaging System ver. 4.3.1 (Perkin Elmer, Waltham, MA)を用いて行なった。発光強

度はper square centimeter per steer radiant (ph/s/cm2/sr)の単位で示した。 
 
9)   統計処理 

2 群比較はMann-Whitney U test を用いて検定した。データは平均値±標準誤差

にて表記した。生存率の評価にはKaplan-Meier 曲線を作成し、生存曲線の比較解析

には log-rank test を用いた。腫瘍死亡の累積発生率の評価には cumulative incidence
曲線を作成し、比較解析にはGray test を用いた。P 値< 0.05 をもって統計学的有意

差の有無を判断した。統計学的検定は、GraphPad Prism 6 (La Jolla, CA) の統計プ

ログラムとEZR (Saitama, Japan)を用いて行なった。 
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実験結果 
 

1. 短期間のKRP203投与は、移植後早期にリンパ節内のドナーT細胞数を縮小させ、

GVHD を改善する 
同種移植群では、前処置としてTBI を照射したB6D2F1(H-2b/d, CD45.2)マウス 

に、MHC が半合致となるB6(H-2b, CD45.2)マウスの5 × 106の骨髄細胞と10× 106

の脾臓細胞を輸注した。同系移植群では、同様の前処置を施した B6 マウスに遺伝学

的に同系統のB6-Ly5a(H-2b, CD45.1)マウスのグラフトを移植した。KRP203 は移植

日から1mg/kg で連日経口投与した。移植後day +4 とday +7 に腸間膜リンパ節にお

けるドナーT 細胞の増殖の程度を評価するため、フローサイトメトリーによる解析を

行なった。 
  Day +4、day +7 いずれにおいても、同系移植に比較して同種移植ではドナーT 
細胞が有意に増殖していた。Day +4 では、KRP203 を投与した群で同種移植のコン

トロール群と比較してドナーT 細胞の増殖が亢進している傾向があり、day +7 には

KRP203 投与群ではT 細胞が減少していた (Figure 1A)。また、Day +7 における血

清の IFN-γの濃度は、同種移植のコントロール群と比較して KRP203 投与群では有

意に減少していた (Figure 1B)。 
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Figure 1. 移植後の腸間膜リンパ節におけるドナーT 細胞 
同種移植は、レシピエントのB6D2F1 マウスに骨髄破壊的なTBI を施行した後

に、MHC 半合致となるドナーのB6 マウスから採取した10 × 106の脾臓細胞と

5 × 106の骨髄細胞を輸注した。KRP 1mg/kg または同種移植のコントロール群

には同容量の溶媒を移植日から連日経口投与した。コントロールの同系移植は、

レシピエントはB6、ドナーはB6 Ly-5a マウスを用いた (N=3/群)。(A)移植後 
day+4 とday +7 の腸間膜リンパ節について、同種移植群はH-2Kd-TCRβ+の、

同系移植群はCD45.1+CD45.2-TCRβ+のドナーT 細胞を絶対数で示した (平均±

標準誤差、同系移植 N=3/群、同種移植N=8/群)。(B)移植後 day+7 の血清 IFN
γ濃度を示す (平均値±標準誤差、同系移植 N=3/群、同種移植N=9/群、*p < 
0.05, **p < 0.01, ***p < 0.005)。 
 

 
次に、KRP203 投与による移植後day +7 のドナーT 細胞数の縮小が、ドナーT 細

胞のアポトーシスの亢進によって起きているかどうかを検証した。DAPI-かつ

Annexin V+の分画をアポトーシス細胞とし、DAPI-かつ Annexin V-の分画を生存し

ている T 細胞として評価を行なった。移植後 day +6 の腸間膜リンパ節の解析では、

アポトーシス細胞はCD4、CD8 いずれのドナーT 細胞においてもKRP203 投与群で

同種移植コントロール群と比較して有意に増加しており (Figure 2A-D)、その結果、

生存T 細胞数が有意に減少していた (Figure 2E, F)。これらの結果は、同種移植後に

腸間膜リンパ節内でドナーT 細胞が activation-induced apoptosis を起こすことを示

唆し、過去に報告した multi-S1PR 阻害剤である FTY720 と同様の結果であった

(Hashimoto et al., 2007)。 
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Figure 2. KRP203 は移植後ドナーT 細胞の apoptosis を亢進させる 
移植と薬剤の投与はFigure 1 と同様に施行し、移植後 day +6 に腸間膜リンパ節

の細胞を採取し、Annexin V の染色を行なった。CD4+T 細胞とCD8+細胞におけ

るAnnexin V 染色の代表的なプロットを示す (A, B)。CD4+T 細胞とCD8+T 細胞

におけるDAPI-かつAnnexin V+のT 細胞の割合 (C, D)と、CD4+T 細胞とCD8+T
細胞におけるDAPI-かつAnnexin V-の生細胞の絶対数 (E, F)を示す。独立した2
実験のデータを合わせて示す (平均値±標準誤差、同系移植N=3/群、同種移植

N=10/群、*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.005)。 
 

 
   PTCY では、移植後に同種抗原特異的な T 細胞が選択的に除去され、それ以外の

非特異的な T 細胞は保たれるということがマウスGVHD モデルにおいて示されてい

る(Eto et al., 1991)。我々は、KRP203 にも同様の効果があるかどうか検証した。C3H 
(H-2k, Mls-1b, Mls-2a, Thy-1.2)マウスをレシピエントとし、前処置としてTBI 照射を

行なったのちに、ドナーのAKR (H-2k, Mls-1a, Mls-2b, Thy-1.1)マウスの5 × 106の骨

髄細胞と5 × 106の脾臓細胞を輸注した。KRP203 を3 mg/kg で移植日から連日経口

投与した。移植後day +７に腸間膜リンパ節の解析を行なったところ、KRP203 投与

群では同種移植コントロール群と比較して、同種抗原特異的に反応する CD4+T 細胞

の減少は見られなかったが (Figure 3A, B)、CD8+T 細胞において、同種抗原反応性

を示すVβ3+の細胞の割合が有意に低下していた (Figure 3C)。ただし、このCD8+T
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細胞においても、非特異的なT cell を示すVβ8+の割合は同種移植コントロール群と

差を認めなかった (Figure 3D)。 
 

 
Figure 3. KRP203 による同種抗原反応性T 細胞への影響 
レシピエントのC3H マウスに骨髄破壊的なTBI を照射したのち、ドナーのAKR
マウスから採取した5 × 106の脾臓細胞と5 × 106の骨髄細胞を輸注した。

KRP203 3 mg/kg あるいは同種移植のコントロール群には同容量の溶媒を移植日

から連日経口投与した。移植後 day +7 の腸間膜リンパ節のTh1.1+CD4+ドナーT
細胞 (A, B)とCD8+ドナーT 細胞 (C, D)におけるVβ3+細胞 (A,C)およびVβ8+細

胞 (B, D)の割合を示す。コントロールとして、naïve のAKR マウスとC3H マウ

スのデータを示す。独立した3 実験のデータを合わせて示す (平均値±標準誤差、

naïve control 群N=3/群、同種移植N=15、KRP 群N=13、*p < 0.05, **p < 0.01, 
***p < 0.005)。 
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以上の結果から、KRP203 は、移植後早期にリンパ組織でドナーT 細胞のアポト

ーシスを誘導するが、同種抗原反応性T 細胞への選択性は過去に報告されたPTCY ほ

ど強くはないことが示唆された。 
 
KRP203 単独投与にて GVHD 抑制効果が見られるかどうか検討するため、

Figure1 と同様の手順で MHC 半合致の移植を施行し、KRP203 1 mg/kg を移植日

から day +6 まで短期間投与した。KRP 投与群では、同種移植コントロール群と比

較して有意にGVHD が改善し、生存率が向上した (Figure 4A, B)。 
 

 
Figure 4. KRP203 の単独投与はGVHD の重症度を軽減し生存率を向上させる 
移植はFigure 1 と同様に施行し、KRP203 1mg/kg あるいは同種移植のコントロ

ール群には同容量の溶媒を移植日からday +6 まで連日経口投与した。生存曲線 
(A)とGVHD スコア (B)を示す。独立した2 実験分のデータを合わせて示す (平均

値±標準誤差、N=11/群、*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.005)  
 

 
2. PTCY を用いたMHC 半合致のマウス移植モデルの確立 

我々は、MHC 半合致の造血幹細胞移植におけるPTCY を用いたGVHD 予防 
方について、臨床に即したマウスモデルを確立するため、CY の投与量の検討を行な

った。B6D2F1 をレシピエントとし、TBI ののちにドナーの5 × 106の骨髄細胞と510
× 106の脾臓細胞を輸注した。同種移植ではドナーをB6 とし、同系移植ではドナー

をB6D2F1 とした。移植後day +3 にCY を50 mg/kg または100 mg/kg で腹腔内投

与した。同系移植コントロール群では観察期間中に死亡は見られなかったが、同種移

植コントロール群では重症のGVHD が見られ、すべてのマウスがday +50 までに死

亡した (Figure 5)。PTCY の投与は、用量依存性にGVHD を抑制し、CY 100 mg/kg
投与群では観察期間中の生存率は 100 %であり、CY 50 mg/kg 投与群では生存率は

30%となった (Figure 5)。臨床のHLA 半合致移植に対するPTCY のGVHD 抑制効

0.0

0.5

1.0

1.5

No
. o

f d
on

or
 T

 ce
lls

 (1
06 )

0

1

2

3

4

No
. o

f d
on

or
 T

 ce
lls

 (1
06 ) Day 7Day 4

Syn Allo
KRP

Syn Allo
KRP

Syn Allo
KRP

Syn Allo
KRP Syn Allo

KRP

Syn Allo
KRP

0

500

1000

1500

Pl
as

m
a 

IF
N γ

 (p
g/

m
l)A B

∗∗∗

28.6%

18.1% 37.3%

An
ne

xin
 V

CD4

An
ne

xin
 V

CD8

An
ne

xin
 V

 / 
CD

4+  T
 ce

lls
 (%

)

0

20

40

60

No
. o

f  
CD

4+  T
 ce

lls
 (1

05 )

2

0

4

6

8

Allo

Allo KRP

∗∗∗

∗∗∗

∗

An
ne

xin
 V

 / 
CD

8+  T
 ce

lls
 (%

)

∗∗∗

No
. o

f  
CD

8+  T
 ce

lls
 (1

05 )

0

20

15

10

5

∗∗∗

0

20

30

10

A

Su
rv

iva
l (

%
)

100

40

60

80

20

0

Days after BMT
0 2010 4030 50

Days after BMT
0 2010 4030 50

Allo-Ctrl

Allo-KRP

Allo-KRP

Cl
ini

ca
l s

co
re

s

0

2

4

6

8

10
B

Allo-Ctrl

∗∗ ∗∗∗∗∗

Allo KRP

Naiv
e A

KR

Naiv
e C

3H

100

40

60

80

20

0

20

10

15

5

0

30

40

20

0

10

30

20

0

10

Allo KRP

Naiv
e A

KR

Naiv
e C

3H

Allo KRP

Naiv
e A

KR

Naiv
e C

3H Allo KRP

Naiv
e A

KR

Naiv
e C

3H

57.9 %

KRP

Vβ
3+  /

 C
D4

 T
 ce

lls
 (%

)

Vβ
8+  /

 C
D4

 T
 ce

lls
 (%

)

Vβ
3+  /

 C
D8

 T
 ce

lls
 (%

)

V β
8+  /

 C
D8

 T
 ce

lls
 (%

)

Syn Allo
KRP

∗∗

A

B

C D

E F

A B

C D



 20 

果は単剤では不十分であることから、これを模倣するため以降の実験では PTCY を

50 mg/kg で投与することとした。 
 

 
Figure 5. PTCY は用量依存的にGVHD を抑制する 
同種移植はFigure 1 と同様に施行した。同系移植ではレシピエント、ドナーとも

B6D2F1 を用いた。CY 50 mg/kg または100 mg/kg、あるいは同種移植コントロ

ール群には同容量の溶媒を移植後 day +3 に腹腔内投与した。生存曲線を示す (同
系移植群N=2、同種移植コントロール群N=26、CY 50 mg/kg 群N=9、CY 100 
mg/kg 群N=26、*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.005)。 
 

 
3. 短期間のKRP203 とPTCY の併用療法は、PTCY 単剤よりもGVHD 抑制効果が

優れている 
PTCY に対するKRP203 のGVHD 抑制の上乗せ効果について検証を行なった。 

まず、PTCY に対してKRP203 を短期間併用する群と長期間併用する群のGVHD の

程度と生存率の比較を行なった。移植はFigure 1 と同様に行い、day +3 に50 mg/kg
のCY を腹腔内投与した。KRP203 は、短期間併用群では移植日から day +4 まで、

長期間併用群では移植日からday +28 まで連日内服した。CY 単独群では観察期間中

の生存率は 40%であった。実験数は少なく、CY 単独群との生存率の有意差は明らか

ではなかったものの、KRP203 短期間併用群と長期間併用群では GVHD が軽減し、

生存率が改善する傾向が見られた。KRP203 短期間併用と長期間併用では明らかな差

は見られなかった (Figure 6A, B)。そのため、PTCY に併用するKRP203 は短期間投

与でも十分なGVHD 改善効果が得られる可能性が考えられた。 
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Figure 6. PTCY へのKRP203 の併用は短期間でも十分なGVHD 抑制効果が得ら

れる 
移植はFigure 1 と同様に施行した。CY を50 mg/kg を移植後 day +3 に腹腔内投

与した。KRP203 1 mg/kg を移植日からday +4 まで、またはday +28 までを連日

経口投与した。CY 単独群の移植日からday +28 まで、およびKRP203 短期投与

群のday +5 からday +28 までは同容量の溶媒を経口投与した。生存曲線 (A)と
GVHD スコア(B)を示す (平均値±標準誤差、N=5/群、*p < 0.05, **p < 0.01, ***p 
< 0.005)。 
 

 
  次に、PTCY にKRP203 を短期間投与した場合にGVHD 改善の上乗せ効果が得

られるかどうかについて、移植実験を行なった。Figure 1 と同様の移植を行い、day 
+3 にCY 50 mg/kg を腹腔内投与し、KRP203 1 mg/kg を移植日からday +4 まで連

日経口投与した。同種移植のコントロール群では重症のGVHD が見られ、移植後day 
+30 までにすべてのレシピエントが死亡した (Figure 7A, B)。これに比較してCY 単

独群ではやはり GVHD の重症度と死亡率が低下したが、CY に短期間の KRP203 を

併用した群ではさらにGVHD の重症度と死亡率が低下した (Figure 7A, B)。 
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Figure 7. PTCY にKRP203 を短期間併用するとさらにGVHD の重症度が軽減し

生存率が改善する 
移植はFigure 1 と同様に施行した。CY 50 mg/kg あるいは同容量の溶媒を移植後

day +3 に腹腔内投与した。KRP203 1 mg/kg あるいは同容量の溶媒を移植日から

day +4 まで連日経口投与した。移植後の生存曲線 (A)とGVHD スコア (B)を独立

した2 実験分のデータを合わせて示す (平均値±標準誤差、N=10/群、*p < 0.05, 
**p < 0.01, ***p < 0.005)。 

 
 

我々はさらに、移植後4 週間の時点でマウスの腸管、肝臓、皮膚の病理組織学的な

GVHD の評価を行なった。同系移植のコントロール群では各臓器の傷害はほとんど見

られなかった。同種移植のコントロール群では、腸管においては crypt への単核球細

胞の浸潤と上皮細胞のアポトーシスが見られ、肝臓では門脈域や肝内胆管への単核球

の浸潤と肝細胞の凝固壊死の所見が見られた。また、皮膚では上皮および真皮への単

核球の浸潤と脂肪層の菲薄化が見られた (Figure 8A)。PTCY 単独群では、同種移植

のコントロール群と比較して肝臓と皮膚では有意に病理組織学的スコアが改善してい

たが、腸管については有意な改善の所見が見られなかった。PTCY とKRP203 併用群

では、PTCY 単独群と比較して有意に腸管の組織所見が改善していた (Figure 8B-D)。 
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Figure 8. PTCY に短期間のKRP203 を併用すると腸管の病理組織学的なGVHD
所見がさらに改善する 
移植と薬剤投与はFigure 7 と同様に施行した。移植後4 週間目における大腸、肝

臓、皮膚の代表的な病理組織像をH＆E 像にて示す (A) (Scale bars ; 大腸50μ
m、肝臓, 皮膚100μm)。病理組織スコアを腸管 (B)、肝臓 (C)、皮膚 (D)の順に

独立した2 実験分のデータを合わせて示す (平均値±標準誤差、同系移植群

N=3、同種移植コントロール群N=4、CY 群N=9、CY+KRP 群N=9、*p < 0.05, 
**p < 0.01, ***p < 0.005)。 
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移植後 day +14 において、CY とKRP203 併用群ではCY 単独群と比較して血清

のTNFαの濃度が有意に低下していた (Figure 9)。 
 

 
Figure 9. 移植後 day +14 の血清TNFα濃度 
移植と薬剤投与はFigure 7 と同様に施行した。移植後day +14 の血清TNFα濃

度を独立した3 実験分のデータを合わせて示す (平均値±標準誤差、同系移植群

N=3、同種移植コントロール群N=14、CY 群N=13、CY+KRP 群N=14、*p < 
0.05, **p < 0.01, ***p < 0.005)。 
 

 
4. KRP203 を PTCY に併用すると GVHD 標的臓器へのドナーT 細胞の浸潤はより

強く抑制される 
次に、移植後のGVHD 標的臓器におけるドナーT 細胞の浸潤の程度をフローサ 

イトメトリー解析により評価した。移植後 day +15 にレシピエントマウスから大腸、

肝臓、皮膚を採取し、各臓器のドナーT 細胞の数を評価した。同種移植のコントロー

ル群と比較して、PTCY 投与群では大腸、肝臓、皮膚のドナーT 細胞浸潤が抑制され

ていた (Figure 10, A-D)。PTCY にKRP203 を併用した群では、大腸と皮膚において

さらにドナーT 細胞の浸潤が抑制されており、KRP203 によりリンパ節へのドナーT
細胞の隔離が起こりやすくなったためと考えられた (Figure 10, A-D)。二次リンパ組

織に関しては、PTCY 単独群は同種移植のコントロール群と比較して腸間膜リンパ節

のドナーT 細胞が減少していたが、KRP203 の併用による影響は脾臓でも腸間膜リン

パ節でも見られなかった (Figure 10E, F)。 
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Figure 10. PTCY にKRP203 を併用するとGVHD 標的臓器へのドナーT 細胞の

浸潤がさらに抑制される 
移植と薬剤投与はFigure 7 と同様に施行した。移植後day +15 の大腸 (A)、肝臓 
(B)、皮膚 (C, D)、脾臓 (E)、腸間膜リンパ節 (F)におけるドナーT 細胞の絶対数

を、独立した2 実験分のデータを合わせて示す (平均値±標準誤差、同種移植コン

トロール群N=7、CY 群N=7、CY+KRP 群N=8、*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 
0.005)。 
 

 
5. PTCY に短期間のKRP203 を併用すると移植後のTreg の再構築が改善される 
   PTCY を用いた同種造血幹細胞移植後にTreg が温存され、GVHD の抑制に重

要な役割を果たすことが示されている(Ganguly et al., 2014; Kanakry et al., 2013)。
一方で、カルシニューリンインヒビターは IL-2 の抑制作用を介してTreg の維持や回

復を阻害することが知られている(Sugiyama et al., 2014; Zeiser et al., 2006)。移植後

day +21 にレシピエントの脾臓の Treg を解析すると、既報と同様に CY 投与群では

同種移植のコントロール群と比較して有意にCD4+T細胞におけるFoxP3+のTregの
割合が多かった (Figure 11A, B)。過去の報告でマウスの GVHD モデルに用いられ

ている投与量に従い(Fidler et al., 2002; Zeiser et al., 2006)、CSP 50 mg/kg を移植日

から連日経口投与すると、同種移植のコントロール群と比較した場合には有意な差は
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見られないものの、CY 投与群と比較して有意に Treg の割合が少なかった (Figure 
11A, B)。 
 

 

Figure 11. CSP はCY と比較して移植後のTreg の回復が不良となる 
移植とCY 投与はFigure 7 と同様に施行した。CSP は50 mg/kg を移植日から解

析日前日まで連日経口投与した。移植後day +21 の脾臓のCD4+T 細胞における

Treg の割合 (A)と絶対数 (B)を独立した2 実験分のデータを合わせて示す (平均

値±標準誤差、同種移植コントロール群N=9、CY 群N=10、CSP 群N=7、*p < 
0.05, **p < 0.01, ***p < 0.005)。 
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次に、MHC 半合致の移植においてPTCY に対してKRP203 を併用した際のTreg
への影響について検討を行なった。移植後day +21 に脾臓の解析を行うと、CY 単独

投与においても CD4+T 細胞における Treg の割合が多くなったが、KRP203 を短期

間併用すると、さらにTreg の回復が促進されていた (Figure 12A, B)。 
 
 

 
Figure 12. PTCY にKRP203 を併用すると移植後のTreg の回復が促進する 
移植と薬剤投与はFigure 7 と同様に施行した。移植後day +21 の脾臓のCD4+T
細胞におけるTreg の割合 (A)と絶対数 (B)を独立した2 実験分のデータを合わせ

て示す (平均値±標準誤差、同種移植コントロール群N=9、CY 群N=8、CSP 群

N=8、*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.005)。 
 

 
PTCY に短期間のKRP203 を併用してもGVL 効果は保たれる 
   続いて我々は、MHC 半合致移植後にホスト型の白血病細胞に対して働くGVL
効果について、PTCY にKRP203 を併用した場合の影響を、BLI を用いて評価した。

まず、KRP203 を単独で長期間投与した際のGVL 効果について、CSP 単独投与の効

果と比較した。レシピエントの B6D2F1 マウスに対して骨髄破壊的な TBI を照射し

たのち、ドナーのB6 マウスから採取し抽出した4 × 106のT 細胞除去骨髄細胞と2 × 
106の純化された T 細胞を輸注した。コントロールとして、T 細胞除去骨髄細胞のみ

を輸注した群を設定した。5 × 104のP815 luc+細胞を移植日にグラフトと同時に輸注

した。KRP203 は3 mg/kg を移植日からday +28 まで連日経口投与した。CSP は50 
mg/kg を移植日から連日経口投与した。T 細胞除去骨髄細胞のみを移植した群では

P815 luc+細胞の著明な増殖によって全てのマウスが移植後 2 週間以内に死亡した 
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(Figure 13A-C)。T 細胞除去骨髄細胞と純化したT 細胞を移植したコントロール群で

はGVL 効果が見られたものの、重症のGVHD を発症しすべてのマウスが観察期間中

に死亡した (Figure 13A-C)。CSP 投与群ではGVL 効果がほとんど見られず、すべて

のマウスが著明な腫瘍増殖によって早期に死亡したのに対し、KRP203 長期投与群で

は、コントロール群と比較してGVHD が抑制されるとともにGVL 効果もある程度保

たれ、生存期間が延長した (Figure 13A-C)。 
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Figure 12. KRP203 長期投与ではある程度のGVL 効果が保たれる 
レシピエントのB6D2F1 マウスに骨髄破壊的なTBI を照射した後、4 × 106のT
細胞除去骨髄細胞と2 × 106の純化したT 細胞を輸注した。移植日に5×104の

P815 luc+細胞を輸注した。KRP203 3 mg/kg またはCSP 50 mg/kg、あるいは同

種移植コントロール群には同容量の溶媒を移植日からday +28 まで連日経口投与

した。レシピエントの腫瘍増殖の程度を1 週間ごとに生体内BLI により評価し

た。代表的なBLI 画像 (A)、生存曲線 (B)、累積腫瘍死亡 (C)について、独立した

2 実験分のデータを合わせて示す (N=10/群、*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 
0.005)。 
 

 
   上記の結果に基づいて、PTCY に短期間の KRP203 を併用した場合の GVL 効果

について検討を行なった。レシピエントの B6D2F1 マウスに骨髄破壊的な TBI 照射

を行なったのちに、ドナーのB6 マウスから抽出した 4 × 106のT 細胞除去骨髄細胞

と 1 × 106の純化されたT 細胞を輸注した。コントロールとして、T 細胞除去骨髄細

胞のみを輸注した群を設定するとともに、PTCY によって輸注した腫瘍が消失してし

まう可能性を除外するために、T 細胞除去骨髄細胞のみを輸注し、かつ移植後day +3
にCY 50 mg/kg を投与する群を設定した。1× 103のP815 luc+細胞を移植日にグラ

フトと同時に輸注した。KRP203 は1 mg/kg を移植日からday +4 まで連日経口投与

した。T 細胞除去骨髄細胞のみを輸注した場合、CY を投与した群においても腫瘍の

増殖によりすべてのマウスが死亡したため、CY による抗腫瘍効果ではこの腫瘍量の

P815 luc+細胞を消失させることはないことを確認した (Figure 13A-C)。T 細胞除去

骨髄細胞と純化 T 細胞を輸注したコントロール群では、GVL 効果により腫瘍の増殖

は見られず、GVHD によってマウスが死亡した (Figure 13A-C)。PTCY 単独群では

腫瘍増殖は見られず、GVL 効果が保たれていた (Figure 13A-C)。PTCY に短期間の

KRP203 を併用した群では、day50 までに約半数のマウスが腫瘍死したが、T 細胞除

去骨髄細胞のみを移植したコントロール群と比較すると腫瘍の増殖は緩徐であった 
(Figure 13A-C)。 
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Figure 13. PTCY に短期間のKRP203 を併用してもある程度のGVL 効果が保た

れる 
レシピエントのB6D2F1 マウスに骨髄破壊的なTBI を照射した後、4 × 106のT
細胞除去骨髄細胞と1 × 106の純化したT 細胞を輸注した。移植日に1×103の

P815 luc+細胞を輸注した。CY 50 mg/kg または同容量の溶媒をday +3 に腹腔内

投与した。KRP203 1 mg/kg または同容量の溶媒を移植日からday +4 まで連日経

口投与した。レシピエントの腫瘍増殖の程度を1 週間ごとに生体内BLI により評

価した。代表的なBLI 画像 (A)、生存曲線 (B)、累積腫瘍死亡 (C)について、独立

した2 実験分のデータを合わせて示す (N=10/群、*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 
0.005)。 
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考察 
   近年、HLA 半合致の造血幹細胞移植において、PTCY による GVHD 予防法の安

全性と有効性が多く報告されている(Bacigalupo et al., 2015; Castagna et al., 2014; 
Kasamon et al., 2017; Sugita et al., 2015)。PTCY の作用機序である同種抗原反応性

T 細胞の clonal destruction は、移植後に高度に活性化、増殖する同種抗原反応性 T
細胞がPTCY によるアポトーシスの誘導を受けやすいことに起因する。そのため、移

植後早期の短い期間の CY 投与のみで、その後の長期的な GVHD 抑制効果が得られ

ることが、動物実験モデルにより示されてきた(Mayumi, 1996)。しかし臨床において

は、PTCY 単独では HLA 一致の移植においても十分な GVHD 抑制効果は得られな

い。これは、CY のみでは同種抗原反応性 T 細胞の clonal destruction が不十分であ

るためと考えられる。そのため、PTCY によるGVHD 抑制療法には、CI などの他の

免疫抑制剤が併用されることが一般的である(Alousi et al., 2015; Ruggeri et al., 2018)。
CI を長期投与した場合、T 細胞の活性が高度に抑制され、GVL 効果が乏しくなるこ

とで移植後の原病再発のリスクが高まることや、同種抗原反応性T 細胞以外のT 細胞

の広汎な抑制により免疫再構築が阻害され易感染の状態が長引くという問題点がある。

同種造血幹細胞後に、ドナーのグラフト由来の Treg では ALDH2 の発現が高まるた

め、Treg は PTCY がもたらすアポトーシスへの耐性を持つことが報告されている

(Ganguly et al., 2014; Kanakry et al., 2013)。Treg の活性化、増殖、機能維持には IL-
2 のシグナルが必要であるが、CI は IL-2 シグナルの抑制作用を介してTreg の機能に

抑制的に働くため、PTCY に CI を併用することで移植後の免疫寛容の獲得に不利に

作用する可能性がある。このようなCIによる弊害を避けるため、CIを用いないPTCY
療法として、sirolimus やbortezomib を併用する方法が開発されている(Al-Homsi et 
al., 2017; Cieri et al., 2015)。今回我々は、PTCY に短期間の KRP203 を併用する

GVHD 抑制療法が、移植後の Treg の再構築を妨げることなく良好な GVHD 抑制効

果を持つことを示した。 
   S1PR 作動薬は、新しい作用機序を持つ免疫抑制剤である。始めに開発された

FTY720 は、S1PR1,3,4,5 の複数の受容体に強い親和性を持つアゴニストであり、多発

性硬化症の治療薬として米食品医薬品局 (Food and Drug Administration; FDA)に既

に承認されている(Cohen et al., 2016; Cyster and Schwab, 2012)。FTY720 は、主に

T 細胞をリンパ組織内に隔離する機序によって、有害な免疫反応を緩和する作用を持

つ(Mandala et al., 2002)。我々やその他の研究チームは、FTY720 がTreg の機能を

保ちながら、ドナーT 細胞をリンパ節内に隔離しアポトーシスを誘導することで、

GVHD の抑制効果を持つことをこれまでに報告している(Hashimoto et al., 2007; 
Kim et al., 2003; Lee et al., 2003; Taylor et al., 2007)。今回我々は、S1PR1の選択的
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なアゴニストであるKRP203 が、FTY720 と同様にドナーT 細胞をリンパ節内に隔離

する作用があることを示した。また、PTCY で報告されているほどの同種抗原反応性

T 細胞への選択性は見られないものの、KRP203 がリンパ節内で活性化T 細胞のアポ

トーシスを誘導することを示した。このように、KRP203 が移植後早期に活性化ドナ

ーT 細胞を減少させる効果を持つことから、PTCY にKRP203 を併用することで、よ

り効率的に同種抗原反応性のドナーT 細胞を除去する効果が期待できると考えた。移

植後の二次リンパ組織におけるドナーT 細胞数は、PTCY 単独群とPTCY にKRP203
を併用した群で差が見られなかったものの、GVHD 標的臓器におけるドナーT 細胞の

数は、PTCY に KRP203 を併用した群で有意に減少していた。KRP203 投与によっ

て GVHD 標的臓器のドナーT 細胞が減少する機序についてはさらなる検討が必要で

ある。高度な炎症病態である GVHD においては、二次リンパ組織で抗原提示を受け

たドナーT 細胞がGVHD 標的臓器へと遊走し、さらに標的臓器において高度な増殖、

活性化をきたすが(Koyama et al., 2011)、KRP203 は移植後早期にドナーT 細胞をリ

ンパ節内に隔離してGVHD 標的臓器への遊走を阻止するため、GVHD が発症し増悪

する始めの段階を抑制すると考えられる。また、KRP203 がドナーT 細胞を抗原提示

の場となるリンパ節内に隔離することで、同種抗原反応性T細胞の活性化が促進され、

PTCY による傷害をより受けやすい状態にする可能性が考えられる。片岡らは、移植

日から FTY720 を投与した場合には GVHD が抑制されたのに対して、FTY720 を

day +2 から投与した場合にはGVHD 抑制効果が見られなかったことを報告しており

(Kataoka et al., 2005)、S1PR 作動薬を用いてGVHD を予防するためには、移植直後

のドナーT 細胞の二次リンパ組織への隔離が重要であることが示唆された。S1PR の

アゴニストによるリンパ球の二次リンパ組織内への隔離効果は可逆的であり、アゴニ

ストの投与を中止するとリンパ球が再び血流およびリンパ流の循環に戻り、末梢のリ

ンパ球が増加することが示されている(Pinschewer et al., 2000)。今回の研究では、

KRP203 は移植日から day +4 までの短期間投与でも十分な GVHD 抑制効果を示し

たことから、PTCY との併用による相乗効果の機序は、ドナーT 細胞のリンパ節内へ

の隔離だけでは説明できない。 
   PTCY によるGVHD 予防法では、Treg がALDH2 の発現によりCY に対して耐

性を持つためにCY 投与後も保たれ、長期的な免疫寛容の維持に重要な役割を果たし

ている。マウスのGVHD モデルでは、PTCY を用いた移植においてTreg を除去する

と、PTCY によるGVHD 抑制効果が消失することが報告されている(Ganguly et al., 
2014)。S1PR1のシグナルはTreg の分化、増殖、維持に関与しており、FTY720 の投

与が Treg の機能を高め炎症を抑制することが報告されている(Daniel et al., 2007; 
Sawicka et al., 2005; Sehrawat and Rouse, 2008; Zhou et al., 2009)。今回の研究に

おいて、KRP203 は PTCY 後に残存した Treg を阻害することなく、むしろ CD4+T
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細胞におけるFoxP3+の細胞の割合が増加していたことから、FTY720 と同様にTreg
の分化、増殖を誘導し、GVHD のさらなる改善をもたらしたことが考えられる。臨床

において PTCY に併用されている CI は、高度な T 細胞抑制効果によって PTCY へ

の相加効果を示していると考えられるが、Treg に対しては抑制的に作用するため、

Treg による生体内での安定した免疫寛容の獲得には不利に働く可能性がある。一方

で、KRP203 はPTCY 後のTreg の機能回復を促進し、より早期に長期的な免疫寛容

の獲得に寄与する可能性があり、PTCYに併用する薬剤として望ましいと考えられる。 
   GVL 効果については、CSP 投与では高度に GVL 効果が減弱したのに対し、

KRP203 ではある程度の GVL 効果が保たれていた。これらの結果は、FTY720 の長

期投与はGVHD を改善する一方で、GVL 効果はある程度減弱しながらも保たれると

いう既報と同様であった(Kim et al., 2003; Taylor et al., 2007)。S1PR1作動薬による

T 細胞アポトーシスの作用が比較的緩徐であることが、GVL の著しい減弱をきたさな

かった要因と考えられる。今回我々は、同種移植後のPTCY はGVL 効果を阻害しな

いという結果を示したが、臨床においても、PTCY を用いた移植では原病の再発率は

増加しないことが報告されている(Di Stasi et al., 2014; Wang et al., 2015)。今回の研

究では、T 細胞除去骨髄細胞のみを移植したマウスにPTCY を投与しても、腫瘍細胞

が消失せずマウスが腫瘍死したことから、PTCY を用いた移植においても、腫瘍の根

絶にはドナーT 細胞による GVL 効果が重要であることが示された。移植後に PTCY
を投与する前に起こる同種抗原反応性 T 細胞の高度な活性化が、GVL 効果に重要な

役割を果たしている可能性も考えられる。また、PTCY が移植直後に高度に活性化す

る同種抗原反応性T 細胞を効率的に除去する作用を持つ一方で、それ以外のGVL に

寄与するT細胞やNK細胞は温存しGVL効果が保たれる可能性も考えられる。S1PR
作動薬は、移植後早期に同種抗原反応性 T 細胞の活性化を促進する作用を持つため、

PTCY に KRP203 を併用することは GVL 効果についても有利に働く可能性がある。 
   T細胞は主にS1PR1を発現しているため、T細胞の遊走を抑制する目的ではS1PR1

に選択的なアゴニストを用いることが望ましい。FTY720 はS1PR1,2,3,5の複数の受容

体に作用するが、KRP203 はS1PR1に選択的に作用するアゴニストである。FTY720
の投与では、血管平滑筋に発現するS1PR3のシグナルによって血管収縮が亢進し、高

血圧や頭痛、可逆性後頭葉白質脳症といった副作用が出現することが報告されている

(Calabresi et al., 2014; Kappos et al., 2006; Kappos et al., 2010)。FTY720 は造血幹

細胞移植後の GVHD 予防法として臨床試験が行われたが、有害事象の問題により

FDA はFTY720 をGVHD 予防薬として承認しなかった。しかし、臨床試験において

FTY720 は GVHD に有効性を示す報告もあり (Gauthier et al., 2018)、S1PR1選択

的なアゴニストである KRP203 は、FTY720 よりも副作用が少なく、かつ良好な



 34 

GVHD 抑制効果が期待できる薬剤である。今後、KRP203 の臨床的な安全性と有効

性について、臨床試験によって検証されることが望ましい。 
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総括および結論 
 
本研究全体から得られた新知見 
・S1PR1 の選択的なアゴニストである KRP203 は、S1PR1,3,4,5 のアゴニストである

FTY720 と同様に、造血幹細胞移植後早期にドナーT 細胞をリンパ節内に隔離し、

アポトーシスを起こさせる機序によって、ドナーT 細胞を減少させる効果を持つ。 
・PTCYに移植日からday +4までの短期間のKRP203を併用することにより、GVHD
標的臓器へのドナーT 細胞の浸潤が抑制され、GVHD 抑制の相加効果を示す。 

・PTCY に KRP203 を併用すると、造血幹細胞移植後の Treg の回復が促進される。 
・PTCY にKRP203 を併用しても、一定のGVL 効果が保たれる。 
 
新知見の意義 
   PTCY を用いた GVHD 予防法は、HLA 不一致の有無に関わらず良好な治療成績

を示しており、ドナーの確保が困難であった多くの血液疾患のレシピエントにとって

造血幹細胞移植の選択肢を拡大している。しかし、PTCY 単独では十分な GVHD 抑

制効果を得ることは難しく、他の免疫抑制剤の併用が必要となっている。最も一般的

に用いられるカルシニューリン阻害剤は強力な T 細胞抑制作用によって良好な 

GVHD 抑制効果を示しているものの、感染症や原病の再発、Treg の抑制作用といっ

た問題点があり、PTCY を用いた移植の治療成績をより向上させるためには、新規の

免疫抑制を併用した新しい GVHD 予防法の開発が求められている。新規の免疫抑制

剤として開発されたFTY720は、主にT細胞の体内動態を制御することによってTreg
を保ちながら良好な GVHD 抑制効果を示す薬剤である。今回我々は、S1PR1の選択

的なアゴニストである KRP203 を PTCY に併用することで、CI の欠点を克服し、

FTY720 よりも安全性が高く、良好な GVHD 抑制効果を示す新たな治療方法を提示

した。 
 
 
今後の課題 
   今回我々は、PTCYにKRP203を併用するGVHD予防法についてマウスのGVHD
モデルを用いてその有効性を示したが、今後、KRP203 がヒトでの臨床試験によっ

て検証されることが望ましい。PTCY 療法では、CY による同種抗原反応性T 細胞の

除去が効率的に行われるためには、移植直後に同種抗原反応性 T 細胞を十分に活性

化させることが重要であり、併用されるカルシニューリン阻害剤は CY 投与終了後

から開始され、その後ある程度長期間の投与が継続されている。今回の研究では、
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KRP203 は移植直後から短期間の併用で十分な効果を示しており、実臨床でも短期

間投与が可能となればその有用性は高いが、その適切な投与時期、期間についてはさ

らなる検討が必要である。FTY720 をGVHD 予防法としてヒトの臨床試験に用いた

際には、心血管系の副作用が問題となった。今回我々が用いたKRP203 はS1PR1に

選択的に作用することから、FTY720 で見られるような副作用が軽減することが期

待されるが、その安全性について確認する必要がある。 
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