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研究成果の概要（和文）：特発性造血障害を伴う患者に免疫抑制療法が奏功するが、適正治療には

その免疫分子病態の把握が必要である。本研究では、発作性夜間ヘモグロビン尿症患者にみられる

特発性造血障害にNKG2D免疫の関与を確認した。この免疫は、造血幹細胞?を反映する顆粒球上のリ

ガンド発現(診断)や免疫治療効果の作動から、特発性造血障害の免疫病態を直接反映する指標と考

えられた。今後、治療中止の指標としての有用性も引き続き検証していく。	 

	 

研 究 成 果 の 概 要 （ 英 文 ）：  Acquired	 idiopathic	 bone	 marrow	 failure	 responds	 to	 
immunosuppressive	 therapy	 (IST),	 indicating	 that	 marrow	 failure	 is	 immune-mediated.	 
However,	 molecular	 pathogenesis	 of	 the	 immune,	 including	 on	 hematopoietic	 progenitor	 cells,	 
is	 unknown.	 In	 the	 present	 study,	 we	 show	 that	 NKG2D-mediated	 immunity	 closely	 links	 with	 
marrow	 injury	 in	 a	 patient	 with	 paroxysmal	 nocturnal	 hemoglobinuria.	 We	 found	 both	 that	 
NKG2D	 ligands	 including	 ULBP	 and	 MICA/B	 were	 pathologically	 expressed	 on	 granulocytes,	 
whereas	 NKG2D	 receptor	 on	 lymphocytes	 of	 the	 patient,	 and	 that	 IST	 was	 effective	 for	 the	 
marrow	 failure.	 We	 then	 propose	 that	 NKG2D-mediated	 immunity	 could	 directly	 visualize	 
immune	 condition	 of	 the	 marrow	 failure.	 Currently,	 we	 are	 confirming	 the	 NKG2D-associated	 
immunity	 decides	 the	 timing	 of	 discontinuation	 of	 IST	 in	 the	 patient. 
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１．研究開始当初の背景 
 
特発性造血障害は、自己免疫の関与が指摘さ
れる骨髄不全症候群の致死的病態の一つで
あり、日本人に比較的多いことからその対策
は急務である。これまで、特定 HLA ハプロタ
イプとの関連、細胞傷害性 T細胞や造血抑制
サイトカイン（INF-γ、TNF-α）の関与など、
免疫の関与が示唆される間接的な知見が散

見されるも、直接造血障害を導く免疫分子病
態は未解明である。その中でも、この造血障
害に対して造血幹細胞移植や広範な免疫抑
制療法が行われており、60-80%の患者に効果
を認めているものの、無効例や長期投与によ
る日和見感染や腫瘍発生という新たな臨床
上の問題が生じている。そのため、劇的な変
化をもたらしているこれらの治療法も必ず
しも安全で万能な治療とは言えない
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（Tisdale	 JF,	 Lancet	 2000;	 Maciejewski	 JP,	 
Blood	 2002）。	 
治療効率を高めるために、免疫抑制療法前に
無効例と有効例を識別する試みがなされて
いる。最近では、HLA-DRB1*1501(Shichichima	 
T,	 Blood	 2002)や高感度フローサイトメトリ
ー法で検出される微少発作性夜間ヘモグロ
ビン尿症（PNH）型血球（Sugimori	 C,	 Blood	 
2006）が免疫病態の指標として臨床の現場で
用いられている。しかし、これらは間接的で
時間蓄積が必要な指標であるため、以下の問
題が残っている。	 
①微少 PNH 型血球検出を指標に治療した症例
においても治療無効例が約 10%、5 年以内の
再発例も約 40%存在する（Sugimori	 C,	 Blood	 
2006）	 
②治療効果があっても治療減量や中止によ
り再燃することがある。	 
③微少 PNH 型血球陰性でも免疫抑制療法が有
効な例を認める。	 
これらの問題点を理解し解決するためには、
特発性造血障害の分子病態解明が待望され
る。	 
	 
 
２．研究の目的 
	 
我々はこれまでの PNH 研究の蓄積により特発
性造血障害の発生に NKG2D 免疫が関与する可
能性を見い出していた（Hanaoka	 N,	 et	 al.	 
Blood	 2006	 &	 Br	 J	 Haematol	 2009）。NKG2D
免 疫 を誘発するリガンドとしては、
Cytomegalovirus	 UL16	 binding	 protein	 
(ULBP) や MHC	 class	 I	 chain-related	 
molecule	 A	 and	 B	 (MICA/B)がある。これら
は正常細胞には発現せず、細胞が腫瘍化やウ
イルス感染などのストレスを受けたときに
膜発現するストレス蛋白である。ともに
NKG2D を受容体とし、その結合により NKG2D
陽性リンパ球（NK 細胞、CD8 陽性 T 細胞や一
部の CD4 陽性 T 細胞、γδT 細胞、NKT 細胞）
は活性化され、その結果 NKG2D リガンド発現
細胞は、これらのリンパ球により免疫攻撃を
受け排除される（Groh	 V,	 Proc	 Natl	 Acad	 Sci	 
USA	 1996;	 Cosman	 D,	 Immunity	 2001）。興味
深いことに、PNH 患者血球でも NKG2D リガン
ドが膜発現し、このリガンド発現細胞は確か
に NKG2D 陽性の自己リンパ球により傷害され
た（Hanaoka	 N,	 Blood	 2006）。さらに、再生
不良性貧血患者の骨髄細胞による in	 vitro
コロニー形成能が NKG2D 免疫抑制により回復
した（Hanaoka	 N,	 Br	 J	 Haematol	 2009）。そ
こで本研究では、PNH などの特発性造血障害
患者血球のストレス誘導型膜蛋白 NKG2D リガ
ンド膜発現を解析し、このリガンドが特発性
造血障害の免疫病態を直接反映する指標（早
期診断や治療開始の指標）、特に免疫抑制治

療中止の指標になるかを確認し、その臨床的
意義の確立を狙った。さらに、微少 PNH 型血
球との比較により NKG2D 免疫が免疫病態の指
標として優れているかどうかの検証も計画
した。研究の成果は、新しい特発性造血障害
も免疫分子マーカーの確立のみならず、分子
病態の解明や副作用の少ない分子標的療法
の開発が期待できる。さらに、生活の質の改
善や免疫抑制剤の適正使用（治療費削減）な
ど患者への福音も期待して本研究に取り組
んだ。	 
 
 
３．研究の方法 
	 
NKG2D 免疫の評価に適する検査法を確立し、
臨床病態（汎血球減少の進行や免疫抑制療法
の効果）との関連性を検討した。	 
	 
１）血球分離法の選定	 
	 
同意の得られた特発性造血障害患者から血
液を採取し、デキストラン生食、溶血剤、
Ficoll などを用いて白血球層の分離やリン
パ球や顆粒球の精製分離を行った。可能な限
り簡便な方法を探索し臨床応用可能な状態
まで洗練を試みた。	 
	 
２）フローサイトメトリー法に用いる NKG2D
リガンドおよび NKG2D 受容体抗体の選定	 
	 
NKG2D リガンドは、現在 GPI アンカー型蛋白
である ULBP1、ULBP2、ULBP3、ULBP4、ULBP5
とペプチドアンカー型蛋白である MICA、MICB
の７種類が知られている。入手可能なタンク
ローン抗体の中から最も感度よく NKG2D リガ
ンドを検出できる抗体を選定した。NKG2D 受
容体抗体についても、最も感度よく検出でき
る抗体を選定した。	 
	 
３）フローサイトメトリー法	 
	 
血球を標準的な抗体染色法で染色した後、BD	 
Bioscience 社の FACSCalibur で解析した。得
られたデータは TreeStar 社の Flowjo ソフト
ウェアを用いて解析した。	 
	 
	 
４．研究成果	 
	 
１）NKG2D リガンド発現解析法の確立	 
	 
末梢血を６％デキストラン生食により白血
球層を分離後、顆粒球の表面マーカーCD11b
と NKG2D リガンド（ULBP1,	 ULBP2,	 ULBP3,	 
MICA/B）の２カラーフローサイトメトリー法
を 確 立 し た 。 使 用 抗 体 は 市 販 の



phycoerythrin	 (PE)標識の抗体が最適であっ
た。この方法で得られた結果は、従来の
Ficollで顆粒球を純化した後にNKG2Dリガン
ド単独の間接蛍光抗体を用いた方法と比較
すると、NKG2D リガンド検出感度が格段に向
上した。さらに、顆粒球まで純化しない one
ステップ法であるため、解析時間が大幅に短
縮された。この成果により NKG2D リガンドの
病的膜発現を簡便で高感度に評価できるよ
うになった。	 
	 
	 
２）NKG2D リガンド病的発現の解析	 
	 
特発性造血障害を伴う発作性夜間ヘモグロ
ビン尿症（PNH）患者の顆粒球を用いて、上
記の NKG2D リガンド２カラーフローサイトメ
トリー法を行った。顆粒球は細胞周期が短く、
造血前駆細胞と挙動や性質が酷似する。結果、
glycosylphosphatidylinositol	 (GPI)蛋白で
ある ULBP1 や ULBP2 は検出できず、ペプチド
アンカー型の MICA/B 病的発現は確認できた
（図１）。この ULBP 欠損は、本症例の全ての
顆粒球が GPI 欠損であることを支持するもの
であり、得られたデータの信頼性を示す所見
と考えられた。	 
	 
	 

	 
	 
図１．特発性造血障害患者の顆粒球上におけ
る NKG2D リガンド膜発現	 
	 
	 
	 
３）免疫細胞上の NKG2D 発現解析	 
	 
NKG2D 受容体は CD8+T 細胞、γδT 細胞、NK
細胞の全てと一部の CD4+細胞上に発現する。
これらに共通する表面抗原 CD2 を NKG2D 関連
リンパ球の同定目的に用いた。１）の方法で
分離した白血球を標的にして、抗 CD2 抗体と
抗 NKG2D 抗体を用いた２カラーフローサイト
メトリー解析法を確立した。抗 NKG2D 抗体は
市販の phycoerythrin	 (PE)標識の抗体が最適
であった。上記の患者白血球でこの解析を行
ったところ、CD2 陽性リンパ球上に NKG2D 受
容体発現が定量的に確認できる方法を見い

だした（図２）。	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
図２．特発性造血障害患者の CD2 陽性リンパ
球における NKG2D 受容体（KLRK１）の膜発現	 
	 
	 
	 
４）NKG2D 免疫の臨床的意義の確立	 
	 
本例では、顆粒球上の NKG2D リガンドとリン
パ球上の NKG2D 受容体が共存し、さらに、造
血障害も存在していた。そして、少量の免疫
抑制療法（メテノロン 10mg/日）により、20
年以上も造血障害が良好にコントロールさ
れている（図３）。つまり、NKG2D 免疫の存在
と免疫治療効果の発現により、NKG2D 免疫が
特発性造血障害の免疫病態を直接反映する
指標であることが示唆された。	 
	 
	 

	 

	 
図３．NKG2D リガンドと NKG2D 受容体が検出
された特発性造血障害患者の臨床経過	 
少量のステロイド治療で造血の回復と維持
が見られた。	 
	 
	 
５）今後の展開	 
	 
これまで我々の少数例での検討では、NKG2D
免疫の作動が確認不能になった場合は、免疫
抑制剤減量によっても造血障害の程度に悪
化は見られない（Hanaoka	 N,	 Br	 J	 Haematol	 
2009）。また、PNH 型血球の出現も造血障害が
発生後しばらく経って検出される例も経験



する（Hanaoka	 N,	 Br	 J	 Haematol	 2009）。こ
のような治療の中止指標や他の指標との優
位性についての検証は、症例数の確保が必要
な課題であるため、今後も継続して行ってい
く。	 
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