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研究成果の概要（和文）：輸血関連急性肺障害（TRALI）は輸血副反応の中でも致死的になりうる重篤な副反応
である。中でもドナーの持つ抗HNA3a抗体によって起こる肺障害は重篤になる可能性が極めて強く、この反応の
生体内での機序を解明することはTRALIの病態解明に欠かせない。HNA3a/CTL2の細胞内でのシグナル伝達につい
ては解明がなされておらず、細胞を用いた系でその機序を解明し、TRALIの特異的な治療への端緒となる可能性
を追求した。

研究成果の概要（英文）：Transfusion-related acute lung injury (TRALI) is one of the most serious and
 potentially fatal adverse reactions of transfusion. The in vivo mechanism of HNA3a/CTL2 signaling 
has not yet been elucidated, and elucidation of this mechanism in a cell-based system is essential 
to the understanding of the pathogenesis of TRALI. We sought to elucidate the mechanism of 
HNA3a/CTL2 signaling in cells, which may lead to a specific treatment for TRALI.

Translated with DeepL.com (free version)

研究分野： 輸血医学

キーワード： 輸血関連急性肺障害

  ３版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
輸血関連急性肺障害（TRALI）はその機序が未だ未解明であり、特異的治療が判明していない。非感染性もしく
は非溶血性輸血副反応の中でも致死的になりうるTRALIの治療に結びつく機序の解明は輸血の安全性に大きく寄
与する。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
安全かつ効果的な輸血療法を実現するために、輸血副反応の病態解明とその低減策の確立は喫
緊の課題である。輸血は生体由来の血液という治療材料をそのまま患者に投与するもっとも初
歩的な移植医療の一種であり、それに伴う多様な副反応の制御が治療上の重要な課題となって
きた。輸血副反応のうち、輸血後肝炎や HIV 輸血感染など輸血伝播感染症のリスクは、献血時の
問診強化、最新の検査技術導入、製造・在庫管理上の工夫などにより、飛躍的に向上した。また
溶血性副反応についても、ガイドラインの整備、安全ルールや電子照合システムの普及により、
重篤な ABO 不適合輸血事故は激減、また ABO、RhD 以外の血液型不適合による遅発性溶血反応に
ついても、不規則抗体検査・患者携帯カードの普及や製剤側の抗原検索システムの開発・運用に
より、その頻度は低減されつつある。 
一方、あらたな輸血副反応として注目されているのが、輸血関連急性肺傷害（Transfusion 
Related Acute Lung Injury; TRALI）である。これは輸血後亜急性に発症する非心原性の肺水腫
で、輸血後の心不全である輸血後循環過負荷（Transfusion Associated Circulatory Overload; 
TACO）とともに、重篤な輸血副反応や輸血関連死の主要な原因となっている。TRALI の発症機序
として、ドナー血漿中の抗 HLA 抗体や抗 HNA（human neutrophil antigen）抗体を介した免疫反
応による好中球の活性化とそれに続発する肺胞毛細血管内皮の透過性亢進が想定されている。
しかしながら典型的な TRALI の臨床像を呈しても特異的な抗 HLA 抗体や抗 HNA 抗体が同定され
ないケースも多く、また発症リスクをあげる要素として、高齢、喫煙、アルコール過剰摂取、人
工呼吸器装着、ICU 入室などの重症患者、敗血症など患者側の要因も関与するなど、その病理学
的な背景は複雑で未解明な点が多く残る。また TRALI と TACO は病因が異なるため、その鑑別が
重要であるが、輸血後の亜急性の呼吸不全という共通の症状をもつこと、発症における患者素因
が共通していること、BNP 以外に有用な診断マーカーが存在しないこと、などの理由により鑑別
は容易ではない。抗 HLA 抗体のリスク低減のため男性由来血漿をメインに用いる現在の低減策
は有効ではあるが、このような背景から、いったん TRALI を発症した患者には確実な早期診断法
や特異的治療法は存在せず、支持療法に終始せざるを得ないのが現状である。 
本研究では、輸血副反応のうちとくに病態に未解明な部分の多い輸血関連急性肺傷害（TRALI）
を対象に、その重症化に中心的な役割を果たすことが想定される CTL2/HNA3 を標的とした分子
生物学的なアプローチを用いて、病態解明、診断マーカーの開発、あらたな低減策の構築や特異
的治療法開発につながる基礎的な知見を得ようと試みるものである。 
具体的には、以下の３項目について検討を行う。 
1)CTL2/HNA3 強制発現系と抗 HNA3 抗体を用いた in vitro TRALI 細胞モデルの構築 
2)CTL2/HNA3 結合蛋白の検索と CTL2/HNA3 細胞膜コンプレックスの解明 
3)In vitro TRALI 細胞モデルと患者血清を用いた TRALI 発症時の活性化分子の検索（診断マー
カー・重症化マーカーの開発を目指して） 
 
２．研究の目的 
臨床研究や動物モデルにより CTL2/HNA3 の不適合を原因とする TRALI の重症化・死亡リスクが
高いことが知られているが（Storch E Ketal, Blood 2014）、その具体的な重症化のメカニズム
は不明である。これは従来、TRALI の研究が、臨床研究や抗 HNA 抗体を用いた動物モデルの構築
に偏り、特的の標的分子を対象にした基礎的研究がほとんど実施されていないことにも、一因が
ある。CTL2(choline transporter like protein2)は HNA3 の構成分子で、Q154R の多型がそれぞ
れ HNA3a, HNA3b 抗原の原因エピトープを構成する。このうち抗 HNA3a 抗体を原因とする好中球
の活性化が重症型の TRALI の原因となることがしられている。CTL2/HNA3 はその名の通りドメイ
ン構造上コリントランスポーターに類似した構造を持つ膜蛋白である。TRALI の原因となる抗
HNA 抗体が結合する HNA の機能として HNA-2a/CD177 が顆粒球の活性化や遊走に強く関与するこ
と、HNA-1 はそもそも免疫グロブリンの Fc 領域分子であり免疫反応に強く関与すること、HNA-2
と HNA-4/CD11B が細胞膜上で signaling complex を形成することなどがしられている。一方、
CTL2/HNA3 については、構造予測通りコリントランスポーターとしての機能を持つのかを含め、
その機能はほとんど未解明である。そこで CTL2/HNA3 に着目し、その分子間ネットワークや抗体
結合時の活性化シグナルについて、分子生物学的手法を用いて明らかにしていくことで、新たな
治療標的分子や診断・重症化マーカーを開発するための端緒を得ることが可能と考え、本研究計
画を作成した。本研究の結果、TRALI の病態について分子レベルの新たな基礎的知見が得られれ
ば、TRALI の診断・治療のみならず、現在 TRALI 同様に特異的な重症化マーカーや治療法の存在
しない SARS-CoV-2 の重症感染例を含め、多様な病因による急性肺傷害（ALI）・ARDS の治療に、
幅広く応用できるものと期待される。 
 
３．研究の方法 
研究全体で明らかにしようとする CTL2/HNA3 の分子間ネットワークのイメージを、図１に示す。 
 



(1)In vitro TRALI 細胞モデルの構築 
NIH3T3 や ATDC5 などヒト CTL2/HNA3 を抗原としてもともと発現していないマウス由来の未分化
細胞株にレトロウィルス強制発現系でCTL2/HNA3aおよびCTL2/HNA3bを安定導入、これに抗HNA3
抗体を作用させる。抗体としては市販の抗 CTL2 抗体のほか、国内外の顆粒球ワークショップの
メンバーより供与を受けた抗 HNA3a のモノクローナル抗体・抗血清なども利用する。好中球／顆
粒球活性化の指標としてミエロペルオキシダーゼ活性の測定を行うほか、顆粒球活性化マーカ
ーである CD11b の発現をフローサイトメトリーで評価する。通常の未分化細胞株でのモデル構
築が困難な場合は顆粒球分化能を有するマウス白血病由来細胞株 M1 を用いて同様の検討を行う。 
 
(2)CTL2/HNA3 細胞膜コンプレックスの解明 
研究代表者らの事前検討では、293 細胞に CTL2/HNA3 を強制発現すると通常の還元剤を用いた
SDS-PAGE/Western blotting 解析では分離しない巨大なコンプレックスを形成することがわか
っている。この構成分を解明する。まず候補分子として CD177/HNA2a、CD11B/HNA4 や炎症にかか
わる TNF-αなどのシグナル伝達系のリガンド・レセプターである TNFSF（tumor necrosis factor 
superfamily）/ TNFSFR との結合を Co-IP や哺乳類細胞内ツーハイブリッドシステムを用いて検
証する。ついで、Halo-tag 付きの CTL2 の強制発現系を作成し 293 細胞や好中球へ分化可能な
HL60細胞株へ一過性に導入し、Halo-tagシステムを用いた蛋白のpull-down assayを実施する。
得られた沈降蛋白について LC-MS/MS による質量分析を行い pull-down 前の lysate の分析結果
と比較して沈降蛋白のリストを得る。リストアップされた蛋白に対する in silico 解析を行い、
CTL2 と結合しリガンドとして作用する可能性のある分子や細胞内シグナル伝達系を担いうる下
流分子などの相互作用候補遺伝子を絞り込む。候補遺伝子については強制発現系を作成し、1)で
樹立した in vitro TRALI 細胞モデルにおいて抗 HNA3 抗体のかわりに作用させ、機能的に重要
な意義を持つか検証を行う。 
 
(3)活性化シグナル分子の検索 
(1)で樹立した in vitro 細胞モデルの活性化前後の細胞溶解液や TRALI を含む輸血副反応患者
および健常人ボランティア由来の血漿を用いて、活性化シグナル分子の発現を比較・検討し、
TRALI の際に活性化しているシグナル伝達系を検索する。検討する細胞内シグナルのメインター
ゲットは NFκB シグナルと NLRP3 インフラマソームを想定している。スクリーニングは市販の
抗体・ELISA kit のほかフローサイトメトリーを応用した蛍光ビーズベースアッセイである
Luminex system を用い効率的に検討をすすめる。まず in vitro TRALI 細胞モデルで予備解析を
実施し、活性化が確認されたシグナル伝達物質のみ患者・ボランティア由来血清を用いて検討す
ることで、検証に必要なコストと時間を節約することを予定している。最終的に TRALI 患者のみ
で特異的に活性化されて分子が診断および重症化マーカーの候補となる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
４．研究成果 



 CTL2/HNA3 の Q154R 多型（HNA3a/b）をもつレトロウィルス発現系では CTL2/HNA3 の発現量が
不十分であったことが判明したため、マウス由来の細胞株 ATDC5,NIH3T3 にプラスミド発現系を
用いて Q154R 多型 HNA3a/b それぞれの CTL2/HNA3 を強制発現させる高発現クローンの作出に成
功した。現在これらに抗 CTL2 抗体を作用させ in vitro の TRALI 細胞モデルとしてワークさせ
るための条件検討を行っているが、市販の抗 CTL2 抗体にはマウスの内在性 CTL2 と交差反応す
るものが多く、高発現細胞特異的かつ HNA3a 優位にミエロペルオキシダーゼ活性を上昇させる
系の確立には、さらなる検証が必要な状況である。  
 HL60 細胞に C 末端 Halo-tag および Myc-tag 付きの CTL2 発現プラスミドを一過性に導入して
発現を確認したが、導入効率が悪く十分な量の CTL2 蛋白を発現させることはできなかった。そ
こでアデノウィルス発現系を作成し HL60 細胞とヒト末梢血由来多形核細胞（好中球を含む分画）
に導入し、十分な量の発現系を作成した。この系であらためて大量調製系の検討を行っている。
細胞への発現系の作成に手間取ったため、CTL2/HNA3 の結合蛋白同定のため、並行して酵母を用
いたツーハイブリッドシステムによるライブラリースクリーニングを行った。結果として、特異
的に結合する蛋白の同定に成功した。現在 CTL2 の機能にどのような影響を与えるのか、作成中
の in vitro TRALI 細胞モデルを用いて検証中である。  
 輸血副反応患者の残余血清の収集を継続した。症例数・検体量とも限られるため、症例数の蓄
積を待って最終年度に解析に移行する予定であったが、想定していたより、呼吸不全の症例が少
なかったことより症例数の蓄積が思うように進まず、解析に少し時間がかかる予定である。 
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