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Ａ．研究目的 
 造血細胞移植の成績は、前処置の最適化、適

切な移植源選択や免疫抑制薬の使用などによ

り向上している。しかし原疾患再発、生着不

全や移植関連合併症などにより、その成績は

未だに不十分である。中でも移植後の日和見

感染症は予後や移植後の生活の質に大きく関

与する。CMV、EBV、アデノウイルス(ADV)
に加え、BKV、HHV6などによる感染症も大き
な問題となっている。 
 肝移植や腎移植の生着率も90%に近づこう
としている。一方生涯に亘り免疫抑制薬が必

要であり、日和見感染症が臓器の廃絶や治療

抵抗性感染症という面から克服すべき重要課

題として残されている。 
 ウイルス感染治療には、有効な治療薬の欠

如（ADV, BKV, EBVなど）、長期投与による薬

研究要旨： 

 造血細胞移植、臓器移植後の日和見感染症対策として、迅速体系的ウイルス測定系をbrush 
upし、臓器移植後患者の解析を実施できる体制を構築した。さらにウイルスに対する治療
として、特定の HLAを有するものに対して比較的安価かつ迅速に CTLを作成できる第一
世代特異的 CTL療法を導入し、臨床的知見を深めた。さらに最終目的である多ウイルス特
異的Ｔ細胞調製（HLAにかかわらず特異的T細胞を作製できる手法）においては、ADV, EBV, 
CMVに対する特異的な T細胞を調製できることを確認し、細胞内 IFN-産生測定法や
ELISpotアッセイを用いて、各抗原に対する特異的 T細胞の比率を算定した。その結果約
20-50%の特異的 T細胞を得て、それを最高 1000倍にまで増幅することが可能であった。ま
た増幅した T細胞の特異的標的に対する細胞傷害活性や、アロ反応性の欠如を証明した。
臨床応用に向けて細胞培養は無血清化することに成功し、また GMP gradeのガス透過性フ
ラスコでの培養系に移行して、標準作業手順書を用意しつつ、来年度の臨床応用に向けて

準備を進めた。 

 



 

剤耐性（CMVなど）、費用対効果など様々な
問題を有している。GVHDや拒絶に影響を与
えないウイルス特異的免疫療法はこれらの問

題を根本的に解決する方策である。欧米では

造血細胞移植分野で実臨床応用され効果をあ

げているが、日本は明らかに遅れをとってい

る。 
 本研究では移植領域全体の成績向上を最終

目標とし、ウイルス特異的T細胞療法、特に短
期間に増幅可能かつプラスミドやウイルスに

よる刺激を用いない、特異的T細胞療法の開発
と導入を目的として研究を実施する。 
 具体的には、本研究では（1）臓器移植後日
和見感染症の実態を把握し、（2）第一世代EBV, 
CMV特異的T細胞について臨床研究の中で有
効性評価系・搬送系を確立し、（4）第二世代
の3ウイルス特異的T細胞では細胞傷害活性、
アロ反応評価系、無血清化を評価し、（5）最
終的には臨床研究に進むと共に、7ウイルス特
異的Ｔ細胞療法を確立する。 
 
Ｂ．方法 
 目的の達成のため、以下の方法を用いて検討
を行う。 
１．臓器移植後・造血細胞移植(SCT)後日和見
感染モニタリング（水田、服部、高橋聡、森

尾） 
 SCT後では既に約500名（900検体）にて15
ウイルス測定を実施している。一方、臓器移

植後の多項目検査報告は少ない。まず肝臓移

植後、腎臓移植後様々な時期で15ウイルス検
出を行い（cross sectional study）、また新規倫理
審査委員会にprospective studyの申請を行った
後に、今後移植を行う患者において移植前後

のウイルス感染症モニタリングを行う。ウイ

ルス検査は今までに行って方法に準じて、

multi-stripあるいはmulti-well固相化試薬を用い
て、リアルタイムPCRを実施する。方法につ
いては年内を目処に、核酸抽出、分注、リア

ルタイムPCR、結果解析までの全解析系を全
自動化する。 
２．臓器移植後細胞療法におけるアロ反応検

証系の確立（水田、服部、立川） 

 臓器移植後では拒絶促進が最も懸念される。

原材料（血液）としてはレシピエント（リス

ク：拒絶）、ドナー（リスク：GVHD）の両者
の可能性があるが、アロ反応性を最小限にす

る方策を模索すると共に、新規細胞傷害活性

測定法や、CFSE系で簡便・高感度で反応を検
出する方法を検証する。前者においては通常

の51Cr遊離試験に加えて、caspase 3の細胞内染
色、あるいはcaspase 3の基質を標的細胞（この
場合はアロ細胞）にパルスし、caspase 3が活性
化されるとその基質が分解されて蛍光を発生

することを利用した検出方法、などを用いる。 
３．EBV, CMV特異的T細胞の臨床研究（第一
世代特異的T細胞）（高橋義） 
 EBV, CMV特異的Ｔ細胞療法は名古屋大学
で開発され、GMP準拠施設で調製、臨床研究
が実施されている。本治療方法ではHLAに対
応したペプチドを用い、T細胞にパルスして抗
原提示細胞とし、増殖した特異的T細胞を抗
CD3抗体とIL-2で培養することにより、特異的
T細胞を増幅して使用する。本研究の中では、
さらに症例数を重ねつつ、有効性、有害事象

評価系と搬送系を確立する。特に後者ではカ

テゴリーB対応搬送における予備実験を実施
しつつ、広域における妥当な搬送系を確立す

る。 
４．3ウイルス特異的Ｔ細胞培養法の確立（第
二世代）（高橋聡、立川、森尾） 
１）細胞調製と特性評価 
 3ウイルス7抗原特異的Ｔ細胞調製について
の基礎検討を行う。具体的にはEBV(LMP2, 
EBNA1, BZLF1), CMV(pp65, IE6), AdV(penton, 
hexon)の領域をカバーする11アミノ酸ずつ
overlapする15merのペプチドを用い、末梢血単
核球と共培養する。この培養系にはIL-4 (1,600 
IU/mL), IL-7 (900 IU/mL)を添加したAIM-5培
地を用いる。10日から12日後に細胞を収集し、
その表面抗原特性、特異的T細胞の比率や産生
する整理活性物質などを詳細に検証する。特

異的T細胞の比率は、ペプチドパルス後の細胞
内IFN-やIFN- ELISpot assayで検証する。 
２）細胞傷害活性およびアロ反応性の検証  
 本年はまた細胞傷害活性やアロ反応性を検



証する。このためには標的細胞（

胞、ペプチドをパルスした

ロPHA
特異的

51Crを測定する。あるいは２で述べたような
caspase 3
ルスによる細胞分裂回数測定などを用いる。

（倫理的側面に対する配慮）

 本研究では患者におけるウイルス測定や、

健常人における

が実施される。これらについては倫理審査委

員会の承認を

同意取得のもとに実施される。

 
Ｃ．結果

１．日和見感染症モニタリング

 造血細胞移植後、肝移植後、腎移植後のモ

ニタリングシステムについて、測定すべきウ

イルスを抽出し、その測定系を再検証した。

現時点では、肝臓移植分担者（水田）と腎臓

移植分担者（服部）がそれぞれ施設倫理審査

委員会に諮り、前向き研究及び

な解析の両者を始めようとしているところで

ある。現時点でのデータとしては、肝移植後

の EBV
染症が主体であるが、今後さらに測

スを拡大する。対象としているものとしては

以下のものがあげられる。

 通常セット：

HSV1, HSV2, VZV, EBV, CMV, HHV6, HHV7, 
HHV8, BKV, JCV, Parvovirus B19, AdV, HIV1, 
HTLV1, HTLV2
・肝移植後で追加：

HGV, TTV
 測定系については抽出から分注、検出に至

るまでの

ある。全自動化は

うことが可能で、実証しているところである。

加えて簡便な抽出方法、分注機器、リアルタ

イム PCR
る。 
２．アロ反応検証系の確立

証する。このためには標的細胞（

胞、ペプチドをパルスした

PHA刺激芽球）に
特異的T細胞と４時間培養し、上清に遊離した
を測定する。あるいは２で述べたような

caspase 3の活性化を指標とした方法や
ルスによる細胞分裂回数測定などを用いる。

倫理的側面に対する配慮）

本研究では患者におけるウイルス測定や、

健常人におけるHLA
が実施される。これらについては倫理審査委

員会の承認を得て、十分な説明と書類による

同意取得のもとに実施される。

．結果 
日和見感染症モニタリング

造血細胞移植後、肝移植後、腎移植後のモ

ニタリングシステムについて、測定すべきウ

イルスを抽出し、その測定系を再検証した。

現時点では、肝臓移植分担者（水田）と腎臓

移植分担者（服部）がそれぞれ施設倫理審査

委員会に諮り、前向き研究及び

な解析の両者を始めようとしているところで

ある。現時点でのデータとしては、肝移植後

EBVや CMV感染症、腎移植後の
染症が主体であるが、今後さらに測

スを拡大する。対象としているものとしては

以下のものがあげられる。

通常セット： 
HSV1, HSV2, VZV, EBV, CMV, HHV6, HHV7, 
HHV8, BKV, JCV, Parvovirus B19, AdV, HIV1, 
HTLV1, HTLV2 
・肝移植後で追加：

HGV, TTV（腎移植では追加項目なし）
測定系については抽出から分注、検出に至

るまでのstreamline
ある。全自動化は

うことが可能で、実証しているところである。

加えて簡便な抽出方法、分注機器、リアルタ

PCRを用いた混成型自動化も検証してい
 
アロ反応検証系の確立

証する。このためには標的細胞（

胞、ペプチドをパルスしたPHA
刺激芽球）に51Crラベルし、用意した
細胞と４時間培養し、上清に遊離した

を測定する。あるいは２で述べたような

の活性化を指標とした方法や

ルスによる細胞分裂回数測定などを用いる。

倫理的側面に対する配慮） 
本研究では患者におけるウイルス測定や、

HLA検査及びT
が実施される。これらについては倫理審査委

得て、十分な説明と書類による

同意取得のもとに実施される。

日和見感染症モニタリング

造血細胞移植後、肝移植後、腎移植後のモ

ニタリングシステムについて、測定すべきウ

イルスを抽出し、その測定系を再検証した。

現時点では、肝臓移植分担者（水田）と腎臓

移植分担者（服部）がそれぞれ施設倫理審査
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刺激に比べて多ペプチド刺激では増殖（それぞ

れに対する最終特異的T細胞数）が劣る傾向に
ある。その問題を回避するために、加えるペプ

チドの絞り込みに向けて、それぞれの HLAに
対するエピトープマッピングを開始した。 
 
Ｄ．考察 
 ウイルス検査系は完成の段階にあり、試薬化、

キット化、自動化にむけて着実に歩みを進めて

いる。そのような中、既に国外を中心に移植後

のウイルス解析データが蓄積しており、今後一

般的免疫能や、特異的免疫能と連動した形のウ

イルスモニタリングなどが必要となると考え

ている。 
 上記以外にこの研究班において本年度は、3
ウイルス特異的Ｔ細胞の樹立に注力した検討

を行った。その結果、当初の目標を超えてより

臨床応用に近い段階にまで達することができ

た。 
 しかし今後の課題としていくつかのことが

あげられる。 
 1つは価格である。サイトカインはオリジナ
ルプロトコールでは IL-4 1,600IU/mL，IL-7 
900IU/mL であり、費用を押し上げる要因とな
っている。この点については減量と至適化をは

かっている。原材料費のみで一投与2-3万円程
度までの価格低下を計りたい。2 つめは purity
の問題である。ペプチドパルスした抗原提示細

胞による再刺激が必須であり、その最適化が必

要である。3つめはCD4細胞の比率が高いこと
であるが、本部分についてはおそらくペプチド

長を 15 アミノ酸としている点が大きく効いて
いるが、中庸な長さとして15 merは一般的には
CD8 細胞の増幅にも用いられているものであ
る。すでにBayler大学ではより短いもの、長い
ものでの検討が終了しており、CD8陽性細胞の
増幅のためには短いペプチドが有利であるが、

その優劣については今後の検討課題としたい。

4 つめは re-expansion の方法であり、これは 2
つめの課題と重複するが、現時点で20mL採血
から得られる108オーダーの特異的T細胞は成
人では2-3回投与分程度にあたる。再刺激によ
るさらなる増幅を目指したい。さらには実際に

特異的なCTLが得られたかどうかの検証には、
HLA 拘束性についての検討が必要であり、現
在 ELISPOT 法を用いた検討を開始しようとし
ているところである。最後に、多ウイルス特異

的とした場合のペプチド間の競合による均等

な増幅の阻害が問題になる可能性がある。この

点についてはエピトープマッピングをストリ

ームライン化して、少なくとも用いたドナーに

ついては、HLA に応じたそれぞれの抗原に対
するエピトープを明らかにし、最終的には最小

限のペプチドプールにて刺激を行えるように

と考えている。 
 一方先行する 1ウイルス特異的 CTL療法に
ついては、輸送系の確立あるいは培養可能施設

の拡大による、経験数の拡大が重要であり、輸

送システムの確立と共に、臨床研究開始に向け

ては、経済的基盤の確立が必須の段階にある。 
 
Ｅ．結論 
 臓器移植後のウイルス感染症に対しては、ウ

イルス計測技術が確定しつつあり、測定すべき

ウイルスを決定し今年度内からデータが集積

し始める段階にある。本年度は3ウイルス特異
的Ｔ細胞の樹立方法をほぼ確立した。樹立した

細胞についてはその性格を明らかにし、抗原特

異的に細胞傷害活性があるという証左を得つ

つある。無血清化や IL-4, IL-7の低濃度化、気
密容器の使用など、現実的な対応策についても

検討にはいり、ほぼ条件が確立しつつある。5
ウイルス特異的、7ウイルス特異的T細胞培養
にも着手しているが、3ウイルス特異的T細胞
調製については標準作業手順書も作成され、平

成 26 年度内の臨床研究開始に向けての準備が
整った。 
 
Ｆ．健康危険情報 
   特になし 
 
Ｇ．研究発表 
１．論文発表 
 巻末に記載の通り 
２．学会発表 
   各分担研究者学会発表(G.2)参照 



 

Ｈ．知的財産権の出願・登録状況 
１．特許取得 
   各分担研究者参照 
２．実用新案登録 
   各分担研究者参照 
３．その他 
   各分担研究者参照 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 
 
 
 
 
 

Ⅲ 分担研究報告



 

厚生労働科学研究費補助金 難治性疾患等克服研究事業 
（免疫アレルギー疾患等予防・治療研究事業 移植医療研究分野） 

分担研究報告書 
 

移植後日和見モニタリングと3ウイルス特異的Ｔ細胞調製 
 

 

研究代表者 森尾友宏  (東京医科歯科大学院医歯学総合研究科発生発達病態学分野 

 准教授） 

研究協力者  藤田由利子 （東京大学医科学研究所 研究レジデント） 
               小野敏明  （東京医科歯科大学院医歯学総合研究科発生発達病態学分野 

 大学院生）   

             熊木恵里  （東京医科歯科大学院医歯学総合研究科発生発達病態学分野 

 大学院生） 

                            清水則夫  （東京医科歯科大学難治疾患研究所ウイルス治療学分野 准教授）

Ａ．研究目的 

１．本年度は臓器移植後・造血細胞移植

(SCT)後日和見感染モニタリングに用いる

ウイルスを肝移植専門医（水田耕一先生）、

腎移植専門医（服部元史先生）と策定し、

検査系を確立し実用化することを目的とし

た。 

２．7ウイルス 15抗原特異的Ｔ細胞調製に
ついての基礎検討を行い、実際に調製が可 

能であることを検証すること、さらにその

表面抗原特性や産生する生理活性物質を詳

細に検討すること、また細胞傷害活性を明

らかにすることを目的とした。 
 
Ｂ．方法 
１．難治疾患研究所ウイルス治療学分野清

水則夫先生の支援を受けて、96 well プレ

ートを用いて、必要試薬を固相化して、サ

研究要旨： 

近年、同種造血幹細胞移植は移植前処置や補助療法などの発展により治療成績が良くなって

いる。特に移植後早期に細菌感染症により致命的となることが減少したことが移植治療の生存率

改善に寄与していることは疑いようがない。反面、ウイルス感染症は抗ウイルス薬の種類も少なく、

副作用も強いため、移植後早期の免疫不全状態の場合には治療不十分であったり、移植後合併

症により抗ウイルス薬が使用できないことも多い。 
 アメリカのベイラー医科大学の Leen らは抗原性の無い peptideを用いて簡便にサイトメガロウイル
ス、EBウイルス、アデノウイルスの 3ウイルス特異的 T細胞を作成し、造血幹細胞移植後の感染症
患者に投与している。我々は Leen らの指導のもと、造血幹細胞移植後に問題となる 7 ウイルス(サ
イトメガロウイルス(CMV)、EBウイルス(EBV)、アデノウイルス(AdV)、BKウイルス、JCウイルス、ヒト
ヘルペスウイルス-6(HHV-6)、水痘帯状疱疹ウイルス(VZV))特異的 T細胞を作成し、造血幹細胞
移植後の感染症患者に投与することを研究する。 
ベイラー医科大学と同じように抗原性の無い peptideを用いるが、我々はより臨床に使用しやす
いように血清を用いない培地での作成を研究する。血清を入れないことにより、感染症や副反応を

減らせることが期待できる。 
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Ａ．研究目的 

3ウイルス 7抗原特異的Ｔ細胞の実用化に向
けた研究代表者と連動して、より簡便な細胞傷

害活性測定系の確立、実投与に向かっての培

養の最適化、標準作業手順書の策定を目的と

した。 
 
Ｂ．方法 

１．3 ウイルス 7抗原特異的Ｔ細胞を
overlapping peptidesと IL-4, IL-7を用いて作成
した。これらを用いて、細胞傷害活性を測定し

た。方法としては通常用いられる 51Cr ラベル
法、cleaved caspase 3を抗体で検出する方法、
PhiPhiLuxを用いて caspase 3に切断されると
蛍光を発することを指標に FACSで検出する
方法、細胞内に色素を取り込ませ apoptosisを
起こした細胞から溶出する色素を測定する方

法、Annexin V/7AAD染色を行う方法などを検
討した。 
２．研究代表者による培養結果などをもとに、

標準作業手順書の策定にあたった。 
 
 
 

Ｃ．結果 

１．標的細胞としては EBV-LCLを除き感染細
胞が得られないために、PHA-blastにペプチド
をパルスしたものを用いた。51Cr release assay
においては、Effector/target ratio 5:1にて 40%
程度の killingが認められることが明らかになっ
た。さらに研究代表者が中心に実施している

51Cr release assayに加えていくつかの方法を
試みた。細胞傷害活性の検出には Annexin 
V/7AAD染色により Annexin V分画を検出す
る方法、及び cleaved caspase 3を検出する方
法が有用である。共に標的細胞は cell tracker 
violetで染色して FACS上で gatingできる状態
として、用意した effector細胞と混じることにより、
apoptosisを起こした標的細胞を捕まえることが
できた。具体的にはアデノウイルス特異的 T細
胞では 3-5%程度の明らかな細胞傷害活性が
検出され、また同様に IFN-gamma産生も十分
であることが検証できている。 
２．標準作業手順書は東京医科歯科大学医

学部附属病院細胞治療センターが再生医療・

細胞治療用に作成しているものを雛形として、

製造指図兼記録書を用意すると共に、製品標

準書草案を作成した。製品規格の部分での

研究要旨： 

 臨床応用に向けて製品標準書及び製造及び品質管理にかかわる書類を作成した。また製品標 

準書の 1項目として加える可能性のある細胞傷害活性については、放射性同位元素を用いる従
来法以外に、1日以内に簡便に判定できる系を立ち上げ、検証した。 



 

purityや、細胞調製段階における培地やサイト
カイン量、また GMP規格のサイトカインを使用
するかどうかなど詰めるべき点が残されてい

る。 
Ｄ．考察 
１．細胞傷害性アッセイについてはいくつかの

方法を検証することにより、51Cr release assay
を基軸に、様々な non-radiolabel法を用いた鋭
敏な方策も用いられることが明らかになった。

今後の課題としては真の標的細胞の利用、及

び CD4が主体となった特異的Ｔ細胞での細胞
傷害活性測定法の最適化がある。後者ではよ

り長い incubation時間が必要になる可能性が
ある。前者ではまた、時に細胞傷害活性が十

分とならない場合があり、CD107染色などを加
えた検討が必要となる可能性がある。 
２．標準作業手順書に関しては今後の再生医

療新法及びその省令に要求されると予想され

るものを網羅し、また 6学会研究会合同免疫
細胞培養ガイドラインの規格を満たしたものを

作成した。今後さらに時期に応じて brush upが
必要である。 
 
Ｅ．結論 

 3ウイルス 7抗原特異的Ｔ細胞の細胞傷害活
性を、いくつかの方法を用い、開発しながら検

証した。また今後の臨床応用（臨床研究）に向

けて必須な標準作業手順書の草案を作成し

た。 
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Ａ．研究目的 
 造血幹細胞移植後の患者における難治性ウ

ス特異的CTLの体外増幅法を開発し、移植後
の難治性ウイルス感染症に対して臨床第 1、2
相試験を行う。 
 
Ｂ．研究方法 
 造血細胞移植HLA-A2またはA24陽性ドナ
ーの末梢血 30mlから単核球を分離し、ウイル
ス特異的ペプチドで刺激後、IL-2 添加培地で
１週間培養し、その後我々の開発した方法に

基づきCD3で刺激したT細胞に抗原ペプチド
をパルスしたものを抗原提示細胞とし T 細胞
に加え閉鎖的培養無菌バッグにより培養した。

初回投与細胞数、1x105/kg より漸増し、計 3
回の投与を行い、投与前後の末梢血ウイルス

DNAの評価を行う。 
（倫理的側面に対する配慮） 
 本研究は名古屋大学医学部バイオ先端臨床

研究審査委員会の承認後、ドナーから文書に

よる同意を得ておこなう。 

Ｃ．研究結果 
 造血細胞移植のHLA－A2またはA24陽性ド
ナー末梢血よりサイトメガロウイルス（CMV）、
EBウイルス（EBV）に対するCTLを誘導した。
培養はこれまでにCMVが12名、EBVが17名で
行い、それぞれ7名、7名で初回投与基準を満
たす細胞数の増殖が得られた。うち培養上清

中に含まれるウイルス検査の基準も満たした

のは、6名、3名であった。 
GCV耐性CMV感染を起こした患者5名（う
ち本年度は2例）に対しCMV-CTLの投与を行
った。いずれも投与後の発熱、発疹などの急

性反応はなく、他に重篤な合併症も認めなか

った。1例でGradeIIIの肝障害を認めたが無治
療で速やかに改善した。5例中４例の患者で投
与後末梢血からのCMV－DNAの低下、消失を
認めた。CTL投与後のCMV-DNAの消失および
患者体内でのCMV-CTLの増加を示す（下図） 

 
 

 

研究要旨： 

 ウイルス抗原特異的細胞傷害性 T細胞（CTL）による臨床第 1相試験を行った。造血
細胞移植の HLA－A2または A24陽性ドナー末梢血よりサイトメガロウイルス（CMV）、
EBウイルス（EBV）に対する特異的 CTLを誘導した。CMV特異的 CTLの投与を 5名
で行った。投与後の発熱、発疹などの急性反応はなく、1例で GradeIIIの肝障害を認め
たが無治療で速やかに改善した。他に重篤な合併症も認めなかった。4名の患者で投与
後末梢血から CMV－DNAの低下、消失を認めた。リツキシマブ無効の移植後 CD20陰
性 EBV-LPDに対して EBV特異的 CTL療法を行い、ウイルス血症、PET/CTでの腫瘤取
り込みは消失した。 
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Ｄ．考察
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 臨床第

少なく、今後さらに

症例数を増やす必要があるものの、いずれも

安全に投与可能であり、明らかな効果の見ら

れた症例も認めた。

る先進医療への方向性についてご相談し、臨

床第２相試験については第３者からの

法を行うよう指導をうけ、現在準備中である。
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Ａ．研究目的 
 移植医療は、適切な移植源選択や免疫抑制

剤の使用等により、奏功率は向上している。

しかしながら、移植後に不可避である免疫抑

制状態でのウイルス感染症は、未だ患者の生

命予後を脅かす大きな問題となっている。健

常人では重篤な症状を呈することが稀なサイ

トメガロウイルス(CMV)、Epstein-Barrウイル
ス(EBV)、アデノウイルス(AdV)等の感染症が、
移植後患者においては致命的な感染症となる。

このようなウイルス感染症の多くは有効な治

療法が存在しないか、あるいは副作用、費用

対効果等の問題点があり、抗ウイルス薬以外

の治療法に頼らざるを得ないのが現状である。   
 抗原特異的細胞傷害性T細胞（CTL）は、我々
の持つ免疫応答の中でも、特にウイルス感染

細胞の排除を行うことでウイルス感染コント

ロールに寄与している重要な免疫監視機構で

ある。近年、移植後CMV, EBV, AdV感染症に
対して試験管内で増幅したドナーあるいはア

ロ由来のウイルス特異的CTLを用いた免疫療
法が行われる様になり、劇的な成果を挙げて

いる。従来の方法では、特定のエピトープに

対するCTLを試験管内で増幅しているが、こ
の方法ではHLA型やエピトープ情報が明らか
となっている抗原についてしか施行すること

ができず、一部の患者に対してのみしか適応

がない。本研究班ではこの問題点を克服する 

 
べく、多ウイルス特異的T細胞を網羅的に増幅
し、いかなるHLA型にも対応可能な免疫療法
の開発を行っている。この方法では、複数の

ウイルスタンパク質全体をカバーするオーバ

ーラップペプチド(OLP)プールを抗原としてT
細胞を増幅培養するため、HLA型によらず多
種多様なウイルス特異的T細胞を網羅的に誘
導することが可能である。 
 新規治療法開発の臨床研究においては、治

療効果の評価が重要であり、多ウイルス特異

的T細胞療法を実臨床へ導入するためには、増
幅した抗原特異的T細胞の質の評価系を構築
する必要がある。具体的には増幅された抗原

特異的T細胞の標的部位と、そのHLA拘束性を
明らかにし（エピトープマッピング）、それぞ

れのエピトープ特異的T細胞を定量すること
であり、細胞療法で全般的に問題となるコン

タミネーション等のチェックに加え、品質管

理として重要であると考える。 
 エピトープマッピングの際、まず反応性の

あるOLPを決定していくことが必要であるが、
細胞数に制約があるため、全てのOLPについ
て個々の反応性を調べることは不可能である。

私は、これまでにHIVのGagタンパク質につい
て、OLPマトリックスを構築し、HIV感染者の
末梢血単核球を用いて、少数の細胞でのエピ

トープマッピングに成功している。本研究で

は、これまでの手技、知見を応用し、多ウイ

研究要旨： 

 多ウイルス特異的 T細胞療法の臨床応用に向けて、オーバーラップペプチドで刺激培養さ
れたウイルス特異的 T細胞の評価系を構築するため、エピトープマッピング法について検討
を行った。３ウイルス７抗原でのエピトープマッピングは実現可能であることが示唆された。 
 



 

ルス特異的T細胞療法における増幅されたウ
イルス抗原特異的T細胞の評価系の確立を目
指し、効率の良いエピトープマッピング法を

検討する。 
 
Ｂ．研究方法 
 本研究班で第二世代と位置づけている、３

ウイルス特異的T細胞療法の対象とする７種
類のウイルスタンパク質 (CMV:pp65, IE1, 
EBV:EBNA1, LMP2, BZLF1, AdV:Penton, 
Hexon) について検討した。OLPは、T細胞培
養時に抗原として使用しているのと同一の 11
アミノ酸オーバーラップ、15アミノ酸長の
OLPを用いることとした。 
 
Ｃ．研究結果 
＜OLPマトリックスを用いたエピトープマッ
ピングの原理＞ 
 100種類のOLPを用いたマトリックスを例
に挙げる（図）。10x10の方陣を用いて、縦の
プール(A-J)と横のプール(1-10)、計 20プール
を作成する。それぞれのプールを抗原とし、T
細胞応答を IFN- ELISpot assayにて解析する。
プールAとプール 1に反応が見られた場合、
OLP1が反応を示すOLPであることを特定で
きる。一方、図の様にプールA,F、プール 1,7
に反応が見られた場合、OLP1,6,61,66の４種類
が候補となり、そのうち２つが真の反応性

OLPである。候補となった４種類のOLPに対
して個々に反応性を確認し、真の反応性OLP
を決定する。 
 マトリックスの構築では、方陣の一辺の数

を大きくすればするほど、少ないプールでの

マッピングが可能である。しかしながら、１

つのプールに複数の反応性OLPを混在した場
合、個々のOLPを用いての反応性OLPの同定
に多くの細胞が必要となる。本研究では 15x15
の方陣を用いてマトリックスを構築する事と

した。 
＜３ウイルス７タンパク質をカバーするOLP
でのマトリックスの構築＞ 
 CMV-pp65, CMV-IE1, EBV-EBNA1, 
EBV-LMP2, EBV-BZLF1, AdV-Penton, 

AdV-Hexonはそれぞれ 561, 491, 641, 497, 245, 
571, 944アミノ酸からなる。これらのタンパク
質をカバーする 11アミノ酸オーバーラップ、
15アミノ酸長のOLPの数は合計で973種類に
なる。しかしながら、EBV-EBNA1には、グリ
シンとアラニンからなる繰り返し配列が約

420アミノ酸にわたって存在するため、同一配
列となるOLPを除いた結果、954種類のOLP
により網羅されることがわかった。15x15方陣
を用いた場合、136のプールで全てをカバーす
ることができ、96wellプレート 1.5枚で判定で
きる。細胞数としては、末梢血単核球が 1.5 x 
107個あれば十分に判定可能であると考えら

れた。 
 
Ｄ．考察 
 OLPマトリックスを構築することで、少数
の細胞で３ウイルス７抗原におけるエピトー

プマッピングが可能であることがわかった。

次年度以降、健常人ボランティアの協力を得

て本法の有用性を明らかにし、抗原特異的T
細胞療法の臨床応用に向けて評価系を確立す

る。 
 欧米ではこれらのウイルスのエピトープは

数多く報告されておりデータが蓄積している

が、日本人とはHLA型が大きく異なっている
ため、日本人集団におけるエピトープ情報と

しては不十分である。本研究では反応性OLP
を決定すると同時に、HLAタイピングも行い、
反応性OLP内に存在するエピトープとその
HLA拘束性を明らかにする予定である。本研
究では移植後ウイルス感染症として問題とな

るウイルスについて、日本人集団におけるエ

ピトープデータベースの構築も目指したい。 
 
Ｅ．結論 
 多ウイルス特異的T細胞療法の臨床応用に
向けて、試験管内で樹立されたウイルス特異

的T細胞の評価系の構築を目指し、エピトー
プマッピング法を検討した。10mL程度の採血
で、７抗原について解析可能であることがわ

かった。 
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小児腎移植患者の腎移植後日和見ウイルス感染症の実態に関する検討 
 

 

研究分担者 服部元史 （東京女子医科大学腎臓小児科 教授） 

 
Ａ．研究目的 
腎移植後日和見ウイルス感染症は、患者の

生命予後のみならず移植腎機能予後を左右

する重大な合併症である。 
移植後日和見ウイルス感染症は、1) レシピ
エント(R)に潜伏感染していたウイルスの再活
性化、2) 既感染ドナー(D)から移植臓器を介
したウイルスの持ち込みによる初感染や再感

染が多い。特に小児の場合は、D+/R-の組み
合わせが多いため、移植後日和見ウイルス感

染症を起こすリスクが高い。 
 本研究では、小児腎移植患者の腎移植後日

和見ウイルス感染症の実態を把握する目的で、

自施設で腎移植を行った小児例を後方視的

に検討した。 
 
Ｂ．研究方法 
2010年 1月から 2013年 12月までの期間中に
自施設で腎移植を実施した 56例を対象とし
た。 

56例のうち 42例は生体腎移植、14例は献
腎移植で、腎移植時の平均年齢は 12.9 ± 4.3 
歳であった。症例の原因疾患は、先天性腎尿

路奇形が 48.2%と最多で、次いで巣状分節性
糸球体硬化症が 16.1%であった。また、7例は
ABO血液型不適合腎移植、3例は生体肝移
植後の生体腎移植（肝腎複合移植）であった。 
基本的な免疫抑制プロトコールは、シクロス

ポリン(CYA)またはタクロリムス(FK)＋ミコフェノ
ール酸モフェチル(MMF)＋ステロイド＋バシリ
キシマブの４剤併用療法で、術後 4～6か月の
時点における CYA とＦＫの目標トラフ濃度は、
それぞれ 100～120 ng/ml、6～8 ng/ml とした。
なお、ABO血液型不適合腎移植では、術前 3
週前にリツキシマブを単回投与し、血液型抗

体の除去を目的として血漿交換療法を術前に

2～4回実施した。 
（倫理的側面に対する配慮） 
本研究は「ヘルシンキ宣言」および「疫学研

究に関する倫理指針」に従って実施した。 

研究要旨： 

 腎移植後日和見ウイルス感染症は、患者の生命予後のみならず移植腎機能予後を左右する重

大な合併症である。小児腎移植患者の腎移植後日和見ウイルス感染症の実態を把握する目的

で、2010年 1月から 2013年 12月までの期間中に自施設で腎移植を実施した 56例を後方視的
に検討した。その結果、サイトメガロウイルス(CMV)感染症1例、ポリオーマウイルスBK(BKV)腎症
2例、水痘 2例、単純ヘルペスウイルス(HSV)1型 2例、そしてアデノウイルス(ADV)による出血性
膀胱炎 1例と、約 14％の小児腎移植患者において腎移植後日和見感染症が発症した。また、
CMVと Epstein-Barrウイルス(EBV)に関して、ドナー(D)+/レシピエント(R)-の組み合わせの腎移植
の割合は、CMVは 30.4%、EBVは 26.1%であった。このように、小児腎移植患は移植後日和見ウ
イルス感染症を起こすリスクが高いため、移植後日和見ウイルス感染症に対する効果的なモニタリ

ング方法の確立とウイルス特異的 T細胞療法などの新たな治療法の開発・臨床応用が必要であ
る。 キーワード：小児／腎移植／移植後日和見ウイルス感染症 



 

Ｃ．研究結果 
１．レシピエントの術前抗体陽性率 
 水痘・帯状疱疹ウイルス(VZV)と麻疹ウイル
スは術前の予防接種を必須としているが、そ

れぞれの抗体陽性率は、90.7%と 98.1%であっ
た。 
 サイトメガロウイルス(CMV)と Epstein-Barr ウ
イルス(EBV)の抗体陽性 
率は、それぞれ 51.8%と 69.6%であった。 
２．CMV と EBVの D+/R-の組み合わせ 
ドナーの CMV と EBVの抗体陽性率は、そ
れぞれ 76.1%と 95.1%であった。 
そして、D+/R-の組み合わせの腎移植の割
合は、CMVは 30.4%、EBVは 26.1%であっ
た。 
３．CMVモニタリングと治療 
 CMV感染のモニタリングは CMV抗原血症
法を用い、術後 2週目より定期的に週 1回測
定した。また発熱を認めた際にも適宜測定して

CMV感染をモニタリングした。 
 D+/R-のハイリスクの場合は、CMV抗原血症
法が陽性となった時点でガンシクロビル(GCV)
の preemptive治療を開始すると同時に
CYA/FK とMMFの減量を行った。D+/R＋や
D-/R＋の場合には、まずは CYA/FK とMMF
の減量を行い、減量でも制御できない場合に

は GCVの治療を行った。 
以上の CMVモニタリングと preemptive治療
の結果、1例で CMV感染症(発熱と肝機能異
常)が発症した。 
４．EBVモニタリングと治療 

EBV感染のモニタリングは末梢血の
EBVDNAの real-time PCR法を用い、術後１
か月目より定期的に月 1回測定した。また発熱
を認めた際にも適宜測定して EBV感染をモニ
タリングした。そして基準値以上となった場合

には、CYA/FK とMMFの減量を行った。 
以上の EBVモニタリングと免疫抑制薬減量
の結果、post-transplant lymphoproliferative 
disorder (PTLD)を発症した症例はなかった。 
５．ポリオーマウイルス BK(BKV)モニタリングと
BKV腎症 

BKV感染のモニタリングは、尿沈渣で封入体
細胞の出現や尿細胞診でデコイ細胞が同定さ

れた場合に血漿の BKV-PCR法を実施した。
そして BKV血症が確認された場合には移植
腎生検を行い、SV40 large T抗原免疫組織染
色を含む病理組織診断を行った。その結果、2
例で BKV腎症を認めた。これら 2例に対する
治療として、FKから CYAへの変更、CYA と
MMFの減量、そして定期的な免疫グロブリン
投与を行った。 
６．その他の日和見ウイルス感染症の発症 
 術前の VZV抗体陽性にもかかわらず腎移
植後に水痘罹患した症例が 2例、単純ヘルペ
スウイルス(HSV)1型に罹患した症例が２例、
そしてアデノウイルス(ADV)による出血性膀胱
炎に罹患した症例が 1例みられた。 
  
Ｄ．考察 
小児腎移植患者の腎移植後日和見ウイル

ス感染症の実態を把握する目的で、2010年 1
月から 2013年 12月までの期間中に自施設で
腎移植を実施した 56例を後方視的に検討し
た。その結果、CMV感染症 1例、BKV腎症 2
例、水痘 2例、HSV1型 2例、そして ADVに
よる出血性膀胱炎 1例と、約 14％の小児腎移
植患者において腎移植後日和見感染症が発

症した。 
今回の検討では、CMV感染症の発症は 1
例、そして EBV関連 PTLD発症例はなかった
が、この理由の一つとして、今までの経験・知

見を基にした CMV、EBVモニタリングの進歩
と preemptive なGCV投与やCYA/FKとMMF
の減量の成果ではないかと思われる。しかしな

がら、免疫抑制薬減量に伴う拒絶反応発症の

懸念がある。また、CMV感染制御に数ヶ月を
要した症例も少なからず存在し、これら症例で

は GCVの静注投与のために長期入院を与儀
なくされた。これら症例では、長期間の GCV
投与に伴うGCV耐性 CMVの出現も危惧され
る。また EBVの場合には、ウイルス量のモニタ
リングのみでは限界があることが知られており、

また有効な抗ウイルス薬がないことも問題であ

る。 



 

 今回の検討で特に問題となったのはBKV腎
症であった。BKV の感染経路は不明であるが、
幼少期に初感染し、一過性の上気道炎様症

状とウイルス血症を呈した後、尿路系上皮細

胞（尿管移行上皮， 尿細管上皮細胞）やリン
パ球に潜伏感染する。成人の BKV抗体陽性
率は、50～90%とされている。腎移植の場合、
下部尿路に潜伏感染している成人ドナー由来

の BKVが局所で再活性化し、BKV尿症
→BKV血症→BKV腎症というステップで
BKV腎症が発症する。当施設では、尿沈渣で
の封入体細胞の出現や尿細胞診でデコイ細

胞が同定された場合に血漿の BKV-PCR法を
実施し、そして BKV血症が確認された場合に
は移植腎生検を行い、SV40 large T抗原免疫
組織染色を含む病理組織診断を行うなど注意

深いBKV感染モニタリングを実施している。そ
れにも関わらず、2例でBKV腎症を合併した。
BKV腎症の予後は明らかに不良であり、約
50%の症例が 5年以内に移植腎を喪失すると
報告されている。これら 2例に対する治療とし
て、FKからCYAへの変更、CYAとMMFの減
量、そして定期的な免疫グロブリン投与を行っ

たが、その有効性は明らかではなかった。国

際的にも、BKV腎症に対する有効な治療法が
開発されていないのが現状である。 
 最後に、CMV と EBVに関して、D+/R-の組
み合わせの腎移植の割合は、CMVは30.4%、
EBVは 26.1%であった。BKV も含め各種ウイ
ルスの D+/R-の組み合わせは年少児ほど多く
なる。このように、小児腎移植患は移植後日和

見ウイルス感染症を起こすリスクが高いため、

移植後日和見ウイルス感染症に対する効果的

なモニタリング方法の確立とウイルス特異的 T
細胞療法などの新たな治療法の開発・臨床応

用が必要である。 
 
Ｅ．結論 
 小児腎移植患者の腎移植後日和見ウイルス

感染症は、患者の生命予後のみならず移植腎

機能予後を左右する重大な合併症であり、効

果的なモニタリング方法の確立とウイルス特異

的 T細胞療法などの新たな治療法の開発・臨
床応用が必要である。 
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小児肝移植患者の移植後日和見感染症の実態に関する検討 
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Ａ．研究目的 
臓器移植後のサイトメガロウイルス（CMV）や

EBウイルス（EBV）感染症は、致死的な合併症
へと進展する重篤な感染症であり、特に小児例

においてはその対策は重要である。 
本研究では、小児肝移植後日和見感染症の

現状を把握する目的で、当施設で肝移植を施

行した小児肝移植患者における感染症の発症

状況を後方視的に検討した。 
 
Ｂ．研究方法 
 2001年 5月から 2013年 12月までの期間中
に自施設で生体肝移植を施行した 238例を対
象とした。肝移植時の平均年齢は 3.3± 4.7 歳
であった。疾患は胆道閉鎖症で175例と最多で
全体の 75％を占めた。次いで OTC欠損症 17
例（7％）、Alagille症候群 10例（4％）などであ
った。移植後の免疫抑制薬は、タクロリムス（FK）
＋メチルプレドニゾロン（MP）の 2剤を基本とし
た。FKの目標トラフ濃度は、術後 2週間は 15

～20ng/ml、術後 1か月時は 10ng/ml、術後 6
か月時は 6ng/ml、術後1年時は 3～5ng/mlとし
た。 
（倫理的側面に対する配慮） 
本研究は「ヘルシンキ宣言」および「疫学研

究に関する倫理指針」に従って実施した。 
 
Ｃ．研究結果 
１．CMV感染症 
 当施設における小児生体肝移植後CMV感染
症の検討では、移植後CMV感染率（CMV抗原
陽性率）は33％であり、感染症は6％であった。
その危険因子は、原疾患がOTC欠損症、ドナ
ーCMV抗体陽性、ステロイドパルス治療後で
あった。CMVが原因のグラフト喪失や患者死
亡は認めなかった。 
２．CMVモニタリングと治療 
 CMV感染症に対する治療戦略としては、移
植後2週間目より3か月までは、1～2週間に1回、
6か月までは2～4週に1回の頻度で、定期的に
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アンチゲネミア法を測定し、陽性細胞が1個でも
認められたらバルガンシクロビル（VGCV）の先
制治療を行った。発熱、下血などCMV感染症
と判断した場合は直ちにガンシクロビル（GCV）
の点滴治療を行い、VGCVの先制治療後に有
症状のCMV感染症が疑われた場合もGCVの
点滴治療に切り替えた。また、GCV治療後は、
VGCVによる維持療法を行い、アンチゲネミア
法で2回続けて陰性になるのを確認して中止し
た。VGCVの予防投与は、遅発性CMV感染の
出現と薬剤耐性獲得の問題から行っていない。

また、CMV治療中の免疫抑制療法は、重篤な
CMV感染症や難治性CMV感染を除き、積極
的な減量は行わず、基本的には現状維持とし

た。 
３．EBV感染症 
対象において、EBV再活性化
（EBV-DNA≧5000）は48％に認めた。また3例
（1.3％）のEBV関連移植後リンパ増殖性疾患
（PTLD）を経験した。症例1は10歳女児。
polymorphic PTLD (Latency III、病期II)で免疫
抑制剤の減量後も腫瘤が残存したがrituximab 
8コースで寛解した。症例2は1歳11か月男児。
monomorphic PTLD (Latency III、病期II)で免
疫抑制剤減量に反応せず、rituximab 5コース
でも部分寛解であったがR-CHOP療法4コース
で寛解した。症例3は4歳女児。Burkitt型白血
病(Letency I)でrituximab併用のB-ALL型治療
で寛解した。PTLD診断後25~28か月の現在、
全例が無病生存している。 
４．EBVモニタリングと治療 

EBV感染のモニタリングは末梢血による
EBVDNAのreal-time PCR法を用い、術後2か
月目より定期的に月1回測定した。また、発熱、
下痢などの有症状時も適宜、追加で測定し、

EBV感染をモニタリングした。EBV-DNA 5000
コピー以上を異常値とし、5000コピー以上の場
合は、以下の表のように25-50%免疫抑制剤を
減量した。 

 
 

測 定

日 
（ 術

後） 

EBV-DNA 
<5,000 

EBV-DNA 
>=5,000 

EBV-DNA 
>=10,000 

2ヶ月 通常量 50%減量  

5ヶ月 通常量 25%減量 50%減量 

10ヶ月 通常量  25%減量 

 
Ｄ．考察 
本研究では、小児肝移植後日和見感染症の

現状を把握する目的で、当施設で肝移植を施

行した小児肝移植患者における感染症の発症

状況を後方視的に検討した。 
その結果、CMV感染33％、CMV感染症6％、

EBV感染48％、EBV感染症（PTLD）1.3％の日
和見感染症が発症した。 

CMV感染症では、腸炎を3例に認めた。
CMV腸炎は、腹痛、下痢、吐下血などの症状
が現れ、病変は、多発する打ち抜き様潰瘍が

特徴的所見で、食道から直腸までの全消化管

において粘膜下潰瘍を伴う出血や穿孔を来し

得る。潰瘍病変では、CMVアンチゲネミア法の
陽性細胞数と病勢が一致しない場合があるた

め、症状にてCMV腸炎が疑われた場合は、積
極的な内視鏡検査が重要で、可能であれば生

検を行い、免疫組織化学染色にて核内封入体

細胞を確認する。 
EBV感染症では、PTLDを3例に経験した。
いずれも術前のEBV抗体はdonor+/recipient-で、
FK+MP+ミコフェノレートモフェチル（MMF）の3
剤で免疫抑制を行っていた。 また、症例1と症
例2の発症時EBV-DNAは170コピーと1800コピ
ーで比較的低値だった。 
治療は、EBV関連PTLDのほとんどはEBVの
潜伏様式がlatency IIIであるため、EBVに対す
る細胞傷害性T細胞がその排除に有効と考えら
れ、まず、免疫抑制剤の減量が推奨されている。

polymorphic PTLDではこれにより治癒すること



 

もあるが、monomorphic PTLDでは多剤併用化
学療法を行っても寛解率は70%に達せず、移
植臓器を喪失することもある。PTLD症例に対し
ては、rituximab単剤1週毎4回投与を行い、非
寛解例にはG-CSF併用R-CHOPを3週毎4サイ
クル使用するrituximabの層別化治療が報告さ
れている。症例1、2はこの方法に則りrituximab
単剤への反応性で層別化した治療を行い、重

大な有害事象なく寛解した。症例3のBurkitt型
のPTLDは非常に稀である。ほとんどがEBV関
連であるが、潜伏様式は他のEBV関連PTLDと
は異なりletency Iである細胞傷害性T細胞の作
用は期待できない。他のmonomorphic PTLDよ
りも増殖速度が速く、免疫抑制剤の中止には反

応しないが、高リスク悪性リンパ腫に対する化

学療法の速やかな導入により予後改善が期待

できる。症例3は白血病化しlatency Iであったた
め、rituximabを併用したB細胞型急性リンパ性
白血病に準じた化学療法を選択し奏功したが、

PTLDの場合、Burkitt型であっても、R-CHOPで
治療可能かもしれない。PTLDは致死率の高い
病態だが、組織型や病期、EBVのlatency、治
療反応性により層別化した治療を行うことで治

療成績を改善できる可能性がある。 
 
Ｅ．結論 
 小児肝移植患者のCMV、EBVなどの日和見
感染症は依然として頻度は高く、その対応は重

要である。重症例においては、患者の生命予

後に直結する合併症であるため、治療困難例

におけるウイルス特異的T細胞療法などの新た
な治療法の開発が必要である。 
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