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研究成果の概要（和文）：HLA-DRB1*15:01は、自己免疫性造血不全の発症に関与していると考えられるが、その
メカニズムは不明であった。本研究では、寛解状態にある再生不良性貧血（AA患）者の末梢血HSPCにおいて、
HLA-DR欠失細胞が7例（11.6%）検出され、これら全てがDRB1*15:01かDRB1*15:02を有し、PNH型血球が陽性であ
ることが判明した。HLA-DR欠失はGPI(+)のHSPCにのみ認められ、IFN-γ存在下でDR発現は完全に回復した。以上
より、AAのT細胞標的であるHSPCにおいてもエピジェネティックな機序によるHLA-DR欠失が起きていることが明
らかになった。

研究成果の概要（英文）：HLA-DRB1*15:01 is thought to be involved in the onset of autoimmune 
hematopoietic failure, but the exact mechanism was unclear. In this study, HLA-DR deficient cells 
were detected in 7 cases (11.6%) of peripheral blood HSPCs from patients with aplastic anemia (AA) 
in remission. All of these cases had either DRB1*15:01 or DRB1*15:02 and were positive for PNH-type 
blood cells. HLA-DR loss was observed only in GPI(+) HSPCs, and DR expression was completely 
restored in the presence of IFN-γ.These findings indicate that epigenetic mechanisms causing HLA-DR
 loss also occur in HSPCs targeted by T cells in AA.

研究分野：血液内科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、再生不良性貧血（AA）のT細胞標的である造血前駆細胞（HSPC）においても、急性白血病再発と
同様にエピジェネティックな機序によるHLA-DR欠失が起こっていることを明らかにした。自己免疫疾患におい
て、標的細胞に、特定のHLAクラスII特異的に起きていることを示した、初めての報告である。HLA-DRの発現低
下が認められたシクロスポリン依存性AA患者のCD4陽性T細胞には、HLA-DR15拘束性の自己抗原特異的T細胞クロ
ーンを高頻度に含まれることが予想される。これらの高頻度に検出されるT細胞レセプターを同定することによ
り、それらが認識するAAの自己抗原が同定できる可能性がある。

※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 

1）AA 患者に認められるエスケープ造血と HLA アレルとの関係 

AA は、その約 70％が抗胸腺細胞グロブリンや CsA などの免疫抑制療法によって改善すること

から、HSPC に対する免疫学的攻撃が病気の原因と考えられている。このような免疫病態を反映

する異常として、AA では、GPI アンカー型膜蛋白を欠損した発作性夜間血色素尿症（paroxysmal 

nocturnal hemoglobinuria: PNH）形質の血球（PNH 型血球）、HLA クラス I アレル欠失白血球や、

最近応募者らが明らかにした SLIT1 変異白血球 (Hosokawa K, et al. Leukemia 2019) のよう

に、自己の免疫学的攻撃からエスケープした HSPC 由来の変異血球がしばしば検出される。 

HLA クラス II の DR15 をコードする DRB1*15:01 と DRB1*15:02 は、日本人 AA 患者で頻度が高

く、また、DRB1*15:01 陽性 AA は CsA に対する反応性が特に高いことから、DR15 は AA の免疫病

態に強く関与していると考えられてきた。さらに DRB1*15:01 は、PNH 患者や、PNH 型血球を持つ

AA 患者で保有頻度が高いことから、PNH 型血球を産生する PIGA 遺伝子変異 HSPC の免疫学的エ

スケープにも関与していると考えられている。しかし、AA における造血不全の発症や、PIGA 変

異 HSPC のエスケープに HLA-DR15 がどのように関与しているのかは全く分かっていない。 

2）HLA クラス II 分子の発現低下による白血病細胞の免疫回避 

急性骨髄性白血病（AML）の同種移植後再発例では、白血病細胞がエピジェネティックに HLA

クラス II 発現を欠失させることにより、ドナーの CD4+ T 細胞による攻撃を回避していることが、

イタリアの Toffalori ら（Nat Med 2019）や、アメリカの Christopher ら（N Engl J Med 2018）

により報告された。クラス II の欠失は、不適合クラス II アレルの有無に依らず生じていること

から、この所見は、同種抗原に特異的な CD4+ T 細胞ではなく、欠失したクラス II アレルによっ

て提示される白血病関連抗原に特異的な CD4+ T 細胞が、抗白血病免疫に重要な役割を果たして

いることを示唆している。AA 患者の HSPC においても、HLA-DR15 の発現を低下させることによっ

て免疫学的攻撃を回避している可能性がある。 

3）シクロスポリン依存性 HLA-DR15 陽性 AA 患者の HPSC における HLA-DR の発現消失 

そこで、寛解状態にある AA患者の末梢血 HSPCにおける HLAクラス IIの発現を調べたところ、

52 例中 5 例（9.6%）に、これまでには報告のない HLA-DR 欠失細胞が検出された。これら 5 例は

DRB1*15:01 か DRB1*15:02のいずれかを有しており、全例 PNH 型血球が陽性であったが、HLA ク

ラス I アレル欠失血球はいずれも陰性であった。また、5 例中 4 例は、造血能が CsA 依存性であ

った。興味深いことに、PNH 形質［GPI(-)］と非 PNH 系形質［GPI(+)］の HSPC を同時に解析す

ることが可能であった 1 例では、HLA-DR 欠失は GPI(+)の HSPC にのみ認められた。さらに、IFN-

γ存在下の培養により、DR 欠失 HSPC 陽性例の DR 発現は完全に回復した。以上から、AA の T 細

胞標的である HSPCにおいても、急性白血病再発と同様に、エピジェネティックな機序による HLA-

DR 欠失が起こっている可能性がある。 

 

２．研究の目的 

目的 HLA-DR15 欠失血球陽性 AA 患者を対象として以下の実験を行うことにより、抗原特異的

CD4+ T 細胞による造血抑制のメカニズムと、HLA-DR15が提示する AA の自己抗原を明らかにする。 

1. HLA-DR15欠失血球陽性例の同定と末梢血CD4+ T細胞におけるT細胞受容体レパトアの解析 

2. HLA-DR15により抗原提示されるHSPC上のGPIアンカー膜蛋白の同定 

3. HLAクラスIIテトラマーを用いた抗原特異的CD4+ T細胞の検出 

 

 



 

３．研究の方法 

１．HLA-DR15 欠失血球陽性例の同定と末梢血 CD4+ T 細胞における T 細胞受容体レパトアの解析 

これまでに検討した 52 症例に加えて、全国から当院に紹介されてくる多数の AA 患者を対象

として末梢血 HSPC の DR 発現と HLA アレルを決定し、HLA-DR 欠失血球が検出される正確な頻度

と HLA-DR15 との関係を明らかにする。その後、HLA-DR15 欠失血球陽性例の末梢血 CD4+ T 細胞を

フローサイトメトリーと次世代シークエンサーで解析することにより、症例間に共通する T 細

胞受容体（TCR）αβ鎖サブファミリーの増加の有無を明らかにする。 

２．HLA-DR15 により抗原提示される HSPC 上の GPI アンカー膜蛋白の同定 

1) DR15によって提示される幹細胞抗原に特異的なCD4+ T細胞頻度の決定 

2) DR15によって提示されるGPIアンカー膜蛋白特異的CD4+ T細胞の同定 

3) DR15によって提示されるGPIアンカー膜蛋白の同定 

３. HLA クラス II テトラマーを用いた抗原特異的 CD4+ T 細胞の検出 

実験２により、患者 CD4+ T 細胞が認識する抗原ペプチドが同定された場合には、そのペプチ

ドと HLD-DR 蛋白を用いて HLA-DR15 テトラマーを作製し、その抗原ペプチドに特異的な CD4+ T

細胞がどの程度存在するか否かを明らかにする。また、自己抗原特異的 CD4+ T 細胞の存在が、免

疫抑制療法に対する反応性と相関するかどうかを、DR15 陽性の多数の AA 症例を対象として検証

する。 

 
４．研究成果 

寛解状態にある AA 患者の末梢血 HSPC における HLA クラス II の発現について、さらに解析数

を増やして解析したところ、61 例中 7 例（11.6%）に、HLA-DR 欠失細胞が検出された。これら 7

例は DRB1*15:01 か DRB1*15:02 のいずれかを有しており、全例 PNH 型血球が陽性であったが、

HLA クラス I アレル欠失血球はいずれも陰性であった。また、7 例中 5 例は、造血能が CsA 依存

性であった。興味深いことに、PNH 形質［GPI(-)］と非 PNH 系形質［GPI(+)］の HSPC を同時に

解析することが可能であった例では、HLA-DR 欠失は GPI(+)の HSPC にのみ認められた。さらに、

IFN-γ存在下の培養により、DR 欠失 HSPC 陽性例の DR 発現は完全に回復した。以上から、AA の

T 細胞標的である HSPC においても、急性白血病再発と同様に、エピジェネティックな機序によ

る HLA-DR 欠失が起こっていることが明らかになった。これらの結果について論文作成を行い国

際誌に報告した。(Leukemia. 2021, DOI:10.1038/s41375-022-01549-6) 

HLA-DR の発現低下が認められた HLA-DR15 陽性シクロスポリン CsA 依存性 AA 患者の CD4 陽性

T 細胞においては、HLA-DR15 拘束性の自己抗原特異的 T 細胞クローンを高頻度に含むことが予

想される。そのような患者から CD4 陽性 T 細胞を単離して、次世代シークエンスによるレパトア

解析を行うことにより、高頻度に検出される T 細胞レセプター(TCR)を試みている。コロナ禍も

あり、研究期間内に来院のうえ解析できた患者数が限られていたことから、現在も解析数を増や

して検討を続けている。実験２については、HLA-DR15を発現させた K562 細胞を入手し、それら

が提示するペプチドの同定を試みているが、現時点で同定には至っていない。 
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