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研究成果の概要： 
 再生不良性貧血（再不貧）における新たな自己抗原を同定するため、造血幹細胞由来の蛋白

を再不貧患者血清と反応させたところ、heterogenous nuclear ribonucleoprotein (hnRNPK)

に対する抗体が同定された。この抗 hnRNP 抗体は自己免疫性再生不良性貧血（再不貧）で高頻

度に検出されることが明らかになった。この抗体は再不貧患者の約 30％に検出され、陽性患者

では免疫抑制療法に対する反応性が、陰性患者に比べて有意に高かった。したがって本抗体は

再不貧における免疫病態の良いマーカーと考えられた。 
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１．研究開始当初の背景 
 再生不良性貧血（再不貧）は、造血幹細胞
に対するT細胞の攻撃によって発症する一種
の自己免疫疾患と考えられているが、どのよ
うな抗原が自己免疫反応の標的となってい
るかは不明である。これが同定されれば、よ
り特異的な免疫抑制療法の開発が可能とな
るだけでなく、自己抗体や抗原に特異的な T
細胞を検出することによって、再不貧や骨髄
異形成症候群を含めた骨髄不全の免疫病態
を正確に診断できるようになる可能性があ

る。われわれはこれまでに再不貧の自己抗原
候補として、diazepam-binding inhibitor 
related sequence-1 (DRS-1)や、細胞膜裏打
ち蛋白のモエシンを同定してきたが、これら
の蛋白に対する自己抗体の陽性率は高々
20％台であることから、さらに陽性率の高い
自己抗体を同定する必要がある。また、もし
造血幹細胞が優位に発現している蛋白が自
己抗原として同定されれば、その抗原におけ
る CD4T 細胞のエピトープを CLIP 置換型 Ii
鎖ライブラリーを用いて同定できる可能性
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がある。 
一方、骨髄不全における免疫病態とマーカ

ーとして最も信頼度が高いのは発作性夜間
ヘモグロビン尿症（PNH）PNH 型血球の増加で
あるが、この PNH 型血球が免疫病態のマーカ
ーになり得るのは、骨髄不全が発症する前の
骨髄において、PIG-A 遺伝子に変異を来した
造血幹細胞が存在している例に限られる。こ
のため、PNH 型血球の検出率が元々20％以下
の小児例においては、PNH 型血球の検出を補
完する別の免疫病態マーカーを同定する必
要がある。 
 
２．研究の目的 
再不貧における新たな自己抗原を同定する
ため、免疫病態が濃厚な発作性夜間ヘモグロ
ビン尿症（PNH）型陽性再不貧患者の血清と、
白血病細胞株 UT-7 のライセートを用いて、
造血血幹細胞由来の蛋白に対する自己抗体
を検出する。 
 
３．研究の方法 
白血病細胞株 UT-7 のライセートを二次元

電気泳動で展開し、PNH 型血球陽性再不貧患
者 2例の血清を用いてウェスタンブロッティ
ングを行い、患者血清中の IgG によって同定
されるバンドを同定した。同定されたバンド
を切り出し、質量分析を用いて蛋白を同定し
た。この蛋白の cDNA を用いてリコンビナン
ト蛋白を作製し、ELISA により再不貧、骨髄
異形成症候群（MDS）患者血清中の抗体価を
測定した。同時に、DRS-1 とモエシンに対す
る抗体価も測定し、各抗体の相互関係を検討
した。また、免疫抑制療法施行前の血清抗体
価と、免疫抑制療法の奏効率との関係を検討
した。 
４．研究成果 
ウェスタンブロッティングの結果、患者血

清と反応させたナイロン膜には、健常者由来
の血清では認められない 65kD の特異的スポ
ットが描出された（図 1）。このスポットを切
り出し、peptide mass fingerprinting によ
りアミノ酸配列を決定したところ、このスポ

ッ ト は heterogenous nuclear 
ribonucleoprotein (hnRNPK)であることが判
明した。hnRNPK の cDNA を用いてリコンビナ
ントの hnRNPK 蛋白を作成し、この蛋白に対
する患者血清中の特異的抗体の有無を ELISA

法により検討したところ、抗 hnRNPK 抗体は、
発症後間もない PNH 型血球陽性骨髄不全 38
例中 13 例（34.2％、再不貧 10 例、不応性貧
血 3 例）、PNH 型血球陰性骨髄不全患者 53 例
中 15 例（30.6%、再不貧 8 例、不応性貧血 7
例）に検出された（図 2）。 
当初の研究計画では、新規に同定した自己

抗原における T 細胞レセプターリガンドを、

CLIP 置換型 Ii 鎖ライブラリーを用いて同定
する予定であったが、同定した抗原蛋白が、
多くの体細胞が発現している hnRNPK 蛋白で
あったため、計画を変更し、他の自己抗体と
の相互関係や、本抗体と骨髄不全の免疫病態
との関係を検討することにした。 
抗 hnRNPK 抗体の存在は、これまでにわれ

われが同定した抗モエシン抗体（r=.8318）、
抗 DRS-1 抗体（r=0.7206）との間で有意な相
関が認められた。抗 hnRNPK 抗体の有無を検
索した 49 例（再不貧 39 例、不応性貧血 10
例）が抗胸腺細胞グロブリン（ATG）とシク
ロスポリンによる免疫抑制療法を受けた。抗
hnRNPK 抗体が陽性であった 22 例は全例が治
療に反応して改善したのに対し、抗 hnRNPK
抗体陰性の 27 例での奏効率は 37％であり、
両群の間で免疫抑制療法に対する反応性に
有意な差がみられた（P<0.005）。抗モエシン
抗体、抗 DRS-1 抗体、抗 hnRNPK 抗体のうち、
どれか一つでも陽性であった患者群におけ
る免疫抑制療法の奏効率は 95.6％であった
が、いずれも陰性であった患者群の奏効率は
38.5％であった。 
さらに抗 hn RNPK 抗体の存在が、PNH 型血

球が検出されない骨髄不全例において、免疫
抑制療法に対する反応性の予測因子になり
得るかどうかを明らかにするため、PNH 型血
球陰性の 32 例について、抗 hnRNPK 抗体の有
無による免疫抑制療法の奏効率の差異と見
たところ、抗体陽性例における奏効率は陰性
例に比べて有意に高かった（図 3）。 



これらの結果から、自己免疫性の再不貧に
おいては複数の自己抗原に対する免疫寛容

の破綻が生じており、これらの抗原に対する
自己抗体の検出は免疫病態を診断する上で
有用と考えられた。その中でも抗 hnRNPK 抗
体の検出は、PNH 型陰性症例における免疫抑
制療法の反応性予測に特に有用と考えられ
た。 
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