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研究成果の概要（和文）：白血病に対して行われるHLA不一致の同種造血幹細胞移植（Allo-HSCT）後の再発時
に，レシピエント固有のHLA消失（LOH: loss of heterozygosity）症例が報告されている。移植後再発症例が予
後不良であるため、LOHを早期に検出できることが再発の予測に寄与すると考える。新たなLOH検索法となり得る
次世代シークエンサーを用いたSS-SBT法によりLOHを検出する方法を、マイクロサテライト解析（MS）と比較検
討した。この結果LOH有無の特定率は，MS解析では33%であるのに対し，SS-SBT法では100%でり、従来法に比べ，
より高確率でLOHの検出が可能である.

研究成果の概要（英文）：The loss of heterozygosity in HLA lesion has been reported in relapsed 
leukemic cell after allogeneic stem cell transplantation (Allo-HSCT). Because the patients who had 
relapsed their disease after Allo-HSCT were apparently worth prognosis, we investigated whether new 
method used SS-SBT method could detect the LOH or not and compared the conventional micro-satellite 
sequencing (MS) method. The detection rates were 33% in MS method, however, 100% in SS-SBT method. 
It seems that next generation sequencing method has high power of detection for HLA-LOH.

研究分野： 血液内科学
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１．研究開始当初の背景 
Allo-HSCT はドナー・レシピエント間の免
疫応答に起因する移植後合併症による移植
関連死亡率が高率であることが問題点であ
る．このため、悪性疾患に対しては化学療
法での治癒が難しい、悪性度の高い症例が
移植の対象となる．一般的に、ドナー・レ
シピエント間で HLA 不一致が存在する場
合、移植片対宿主病（GVHD）のリスクが
高くなるものの、同時に再発率が低下する。
これは、不一致の HLA に対するドナーか
らの同種免疫応答によると理解されている．
しかし、不一致 HLA を有する移植後再発
症例において、再発腫瘍細胞にレシピエン
ト由来の HLA で、ドナーが有していない
アリルを欠損している症例が報告されてい
る（Cancer Science 2007, N Engl J Med 
2009, Blood 2010）． 
 我々はこれまで、Allo-HSCT の治療成績
と HLA の関わりについて、HLA タイピン
グの分担者として共同研究に参加し、予後
に影響する重要な報告してきている
（Morishima et al, BBMT 2007, Kawase 
et al, Blood 2008）．一方、分担研究者の椎
名は HLA 遺伝子全領域における高精度多
型解析と LOH を同時に検出できる方法
（SS-SBT 法）を開発している（Shiina et 
al, Tissue Antigens 2012）．我々は、すで
に同手法を用いた再生不良性貧血症 1 症例
における予備実験から、HLA 遺伝子の
LOH の推移を臨床経過とともに経時的に
解析することに成功している（2014 年
MHC 学会）. HLA 遺伝子の LOH 解析を
HLA アリルレベルで解析した例はこれま
でになく、当施設で経験した移植症例を用
いたレトロスペクティブな解析をおこなう
ことを着想した． 
  Allo-HSCT 後再発症例の予後は極めて
悪く、再発を防ぐための戦略が必要である．
再発症例の一部で腫瘍細胞の HLA が欠損
することが SS-SBT 法で検出されれば、従
来の一塩基多型（SNP）を用いた解析方法
と比較し、定量性が得られるために、微量
な LOH クローンを測定することが可能と
なる．すなわち、LOH の存在を動的にと
らえることが可能になり、HLA 領域の
LOH を起こす症例と、起こさずに再発す
る症例との違いを明らかにすることで、移
植後再発の予防法の開発に布石を打つ研究
成果が期待できる． 
 
２．研究の目的 
同種造血幹細胞移植（Allo-HSCT）は血液
悪性疾患に対して治癒が望める有力な治療
法であるが、一部の症例では移植後再発し、
再発症例の予後はきわめて不良である。
Allo-HSCT は、ドナーからの免疫反応が抗
腫瘍効果を有することから、ドナー・レシ
ピエント間での HLA 不一致は再発を抑制
すると考えられる.ところが、近年レシピエ

ント側の不一致 HLA が欠損し、ドナーか
らの免疫応答を回避し再発につながる症例
が報告されている. 一方、申請者らは HLA
型判定のみならず HLA 片側アリル欠損
（LOH; Loss of heterozygosity）も定量的
に検出する NGS による HLA DNA タイピ
ング法を開発した。本研究では、HLA 不一
致 allo-HSCT 後の再発症例における LOH
の変化を経時的に定量することにより、腫
瘍が免疫応答を回避する分子機序を明確に
することを目的とする. 
具体的には以下の項目を評価する事を目的
とする。 
（１）SS-SBT 法により、HLA 不一致移植
における再発時のHLA領域LOHが検出可
能かどうかを検討する． 
（２）SS-SBT 法では LOH を定量するこ
とが可能であることから、再発に至るまで
の経時的な変化で LOH の程度がどのよう
に変化するかを明らかにする． 
（３）HLA 一致症例における LOH の検出
が SS-SBT 法により可能かどうか検討する． 
 
３．研究の方法 
東海大学血液腫瘍内科において Allo-HSCT
が施行された症例で、研究同意が得られて
いる症例を後方視的に解析対象として、１）
移植前ドナー・レシピエントにおける HLA
をタイピングする．２）移植後再発症例で
再発時のHLAをSS-SBT法によりタイピング
する．３）再発時の HLA 以外の遺伝子につ
いてマイクロサテライト多型によりキメリ
ズムを計測する．４）LOH が検出された症
例について、再発前後の LOH の状況を評価
する．５）移植前の白血病細胞において LOH
の有無を確認し、LOH が移植後に獲得され
るのか、そもそも LOH を起こしている腫瘍
が存在し再発してくるのか解明する。 
 Allo-HSCT 後の再発腫瘍細胞における
HLA 領域の LOH はこれまで SNP およびマイ
クロサテライト多型を用いて解析されてき
た．それぞれ一長一短があり、SNP 結果は
定性的に LOH の存在を示すにとどまるが、
マイクロアレイを用いることにより比較的
簡便に確認することが可能である．マイク
ロサテライト多型では LOH が存在する範囲
を正確に捉えることが困難である点が短所
といえるが、一方で 6番染色体全体のどの
領域に LOH が存在するか広く捉えるのに利
点がある．一方、申請者らが開発した次世
代シークエンシング（NGS）による HLA DNA
タ イ ピ ン グ 法 （ SS-SBT 法 ） で は 、
HLA-A,B,C,DRB1,DQB1, DPB1 遺伝子全領域
（プロモーター・エンハンサー領域から 3’
側非翻訳領域）を PCR 法で DNA 増幅させ、
その後次世代シークエンサーにより塩基配
列を解読し、その情報からアリル判定を行
うものである．この手法では、HLA アリル
ごとに塩基配列を高解像度で決定すること
から、LOH を起こしている HLA 遺伝子を定



性的に特定することができ、さらに両アリ
ル間の塩基配列量の比較から、LOH クロー
ンを定量的に検出することから、経過中の
LOH クローンの変遷が確認できる．本課題
では、このような LOH を定量的に明確にす
る手法を用いる点に斬新性があり、これま
で不可能であった allo-HSCT 後の再発症例
に対する LOH の定量に挑戦する試みである．
この手法が今後の血液悪性疾患研究やそれ
に基づく治療戦略にパラダイムシフトをも
たらすことが期待される。 
 
４．研究成果 
当初 HLA 不一致移植のみの解析を予定して
いたが、HLA 一致・不一致移植における再
発時のHLA領域LOHがSS-SBT法で検出可能
かを検証した．複数再発 18 症例の移植前お
よび再発時の DNA を用いた．方法は，（１）
HLA 領域内の 8 マーカーによる MS 解析で，
LOH 症例を特定し，（２）LOH および非 LOH
の計 5症例に対し SS-SBT 解析を実施した． 
 結果，MS 解析により LOH が認められた 2
症例は，SS-SBT 解析においても LOH が確認
され，同時に消失したレシピエント固有ア
リルを特定した． 
HLA 一致症例においては，ヘテロにおける
アリルリード数の比率に偏りが認められ，
片側アリルが LOH を生じた可能性が示唆さ
れた．また，LOH 有無の特定率は，MS 解析
では 33%であるのに対し，SS-SBT 法では
100%であった。 
 以上により，本法が Allo-HSCT の HLA 不
一致のみならず一致症例においても新規
LOH 解析ツールとして有用であることが明
らかになった．従来法においては HLA 一致
症例の LOH を評価する事は非常に困難であ
ること、からして、本手法は，従来法に比
べ，より高確率で LOH の検出が可能である. 
 また、再発時の HLA 領域の LOH が HLA の
一致・不一致に関わらず広く出現している
反応である事もうかがえた。このことを確
認するために、さらなる症例の解析を現在
行っており、論文として報告予定である。 
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