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研究成果の概要（和文）：再生不良性貧血(AA)はその経過中に骨髄異形成症候群(MDS)に代表されるクローン性造血器
疾患を発症することが古くから知られている。そのメカニズムは未だ明らかではないが、遺伝子変異による細胞障害性
T細胞(CTL)からのエスケープが重要な役割を担っている可能性が想定される。今回AAにおけるCTLとその標的抗原を同
定する目的でAAにおける遺伝子変異の網羅的な探索を行ったところ、AAの60%内外の症例で遺伝子変異が同定された。
変異は多様な遺伝子に生じていたが、一部はMDSにおける変異の標的と一致しており、変異によるCTLからのエスケープ
がMDSにおけるクローン性造血に関与している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：It was well known that many patients with aplastic anemia (AA) develop clonal diso
rders including myelodysplastic syndromes (MDS). Although the underlying mechanism is poorly understood, s
ome escape from cytotoxic T-cells involved in AA pathogenesis is implicated in the progression to MDS. In 
this study, through a comprehensive analysis of somatic mutations in AA, we identified frequent somatic mu
tations of a wide variety of genes in as many as 60% of patients with AA. Some mutations affected known mu
tational targets in MDS, such as DNMT3A, ASXL1, and BCOR. Our results may indicated that these mutational 
targets could represent common targets of CTLs in AA, which when mutated, involved not only in escaping fr
om CTL but also in clonal selection in MDS. It should be warranted in future studies to test whether these
 mutational targets encode common epitopes that are recognized by CTLs in AA.
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１．研究開始当初の背景 
骨髄異形成症候群(MDS)、再生不良性貧血(AA)
および発作性夜間血色素尿症(PNH)は、いずれ
も汎血球減少を呈する後天性骨髄不全の代表
的な疾患であるが、これらの疾患群の一部の
症例では長期の経過中に相互の病型移行が認
められることから、従来、その病態における
関連が古くから示唆されているところである。
これらの疾患群では(AA においても)、体細胞
変異や、染色体異常、X 染色体の不活化の偏
りなどによって確認されるクローン性造血が
認められることは顕著な特徴で、AAや PNH に
おいてはこうしたクローン性造血が体細胞変
異による自己免疫からのエスケープ現象とし
て生じていることが示唆されている。今回の
研究は、少なくとも一部の MDS においては、
AA/PNH同様の自己免疫が血球減少に関与して
おり、発症の初期においては、変異によって
誘導される自己免疫に対するある種のエスケ
ープが関わっているのではないかという仮説
に基づく。研究を通じて、AA/PNH/MDS に共通
する自己抗原が同定されるとともに、その免
疫反応を担う CTL の特性を明らかにすること
ができれば、これらの疾患概念を大きく変え
る発見となる。 
 
２．研究の目的 
本研究では、上記の仮説に基づいて、AA の責
任抗原とこれを認識する CTL を同定した上で、
CTL を認識する HLA テトラマーを作成し、こ
れを用いて、MDS 患者骨髄細胞中における CTL
の有無と動態をアッセイすることにより、MDS
における自己免疫の関与を検討する。具体的
には、6pUPD クローンと関連する最も代表的
な HLA アレル、B*4002 を有する新規に診断さ
れた AA 患者から CTL を樹立し、胎児肝細胞
cDNAライブラリーを用いた発現クローニング
によって B*4002 に提示される AA の標的抗原
を同定する。当該抗原と HLA B*4002 からなる
HLA テトラマーを作成し、HLA B*4002 を有す
る MDS 患者骨髄中の CTL を同定することによ
り、MDS における自己免疫の関与を明らかに
する。 
 
３．研究の方法 
1) HLA B*4002 陽性の AA/PNH 患者骨髄からの
CTL の樹立 
HLA B*4002 は AA に伴う 6pUPD において最も
高頻度に欠失する HLA アレルの一つである。
そこで、免疫抑制療法未施行の HLA B*4002 ア
レルを有するAA/PNH患者の骨髄検体よりT細
胞分画を採取し、これを B*4002 アレルを遺伝
子導入し、放射線照射を施した肝がん由来細
胞株 HepG2 ないし慢性骨髄性白血病由来細胞
株 K562 と共培養することにより選択される
CTL 細胞株を樹立することを試みる。 

2)CTL により認識される抗原のクローニング 
①で CTL が樹立された場合、樹立に用いた細
胞株より cDNA ライブラリーを作成したのち、
プールに分けて発現クローニングを試みる。
プールをレトロウィルスベクターにより293T
細胞に発現させたのち、CTL アッセイによっ
て陽性を示すプールを同定し、プールの分割
ののち、これを繰り返すことにより、抗原エ
ピトープを含むクローンを同定する。続いて、
同遺伝子のアミノ酸配列を用いたコンピュー
タ予測により、HLA B*4002 に提示される可能
性のあるエピトープを探索し、最終的に CTL
が認識するエピトープを同定する。 
3)上記の方法によってエピトープの同定が困
難な場合は、AA 患者における体細胞変異を、
次世代シーケンサを用いて網羅的に探索する
ことにより、候補抗原の同定を行い、続いて
当該試料の有する HLA 上に提示されうる抗原
をコンピータ予測プログラムを用いて探索す
る。 
 
４．研究成果 
当初予定した、「HLA B*4002 陽性で免疫抑制
療法の未施行の再生不良性貧血の患者」由来
の骨髄および末梢血の入手が進まず、当初の
研究計画の実行が困難であった。そこで、研
究計画を再考し、「再生不良性貧血でしばしば
生じているクローン性造血が、標的抗原の変
異によって上記仮説の CTL からの攻撃をエス
ケープした結果である」という可能性に基づ
いて、AA で生じたクローン性造血で認められ
る体細胞変異を網羅的に解析することにより、
当該 HLA に提示されうる抗原の候補を同定す
ることにより、当初の研究目的の遂行を試み
た。 
32 例の AA 患者の末梢血 DNA について全エク
ソン解析を行ったところ 15 例の患者検体に
ついて計 68 個の体細胞変異が確認された。興
味深いことに、これらの体細胞変異は U2AF1, 
RUNX1 など、MDS でもしばしば変異を生ずるこ
とが知られている遺伝子に生じていたが、そ
の頻度分布は MDS とは異なっており、TET2, 
SRSF2, SF3B1 などの変異は低頻度である一方、
DNMT3A, ASXL1, BCOR, PIGA 遺伝子の変異が
もっとも高頻度に観察された。このことを確
認する目的で、178 例の再生不良性貧血症例
を対象として、MDS その他の骨髄系腫瘍で高
頻度に変異を来すことが知られている 106 個
の遺伝子について、次世代シーケンサを用い
た deep シーケンスを行った。その結果、51
例(33%)の症例に計 84 個の体細胞性変異が同
定された。変異は同様に、DNMT3A (12.1%), 
BCOR (4.3%), PIGA (3.3%), ASXL1 (2.9%) に
高 頻 度 に 認 め ら れ 、 nonsense (21%), 
frameshift (26%)、splice site (9%)の変異
に偏っていたことから、これらの変異がドラ



イバー変異としてクローン選択に関わってい
ることが示唆された。一方、上記の仮説に基
づけば、変異遺伝子のなかに CTL の標的抗原
をコードするものが存在し、変異部位を含む
元々のペプチドが特定の HLA 分子上に提示さ
れてAAにおけるCTLの標的抗原となっている
こと、変異の結果 HLA に結合する能力が失わ
れる結果、抗原して提示されなくなることに
より CTL からのエスケープを来していること、
さらにこれらの変異が一方でクローン選択に
関わっている可能性が推測される。そこで、
今後、これらの症例で一般人口と比較して出
現頻度が高くなっている HLA クラス I 分子に
ついて、変異前にはそれらの HLA で提示され
るが、変異分子自体は提示されないと予測さ
れる変異を、抗原予測プログラムにより検討
することにより、AA における抗原の同定を試
みる。このような抗原が実際に同定されれば、
これを標的とする CTL クローンの存在を実証
し、かつ、テトラマーアッセイによってこれ
らの CTL の挙動を定量的に測定することが可
能となる。このことは、再生不良性貧血の病
態のみならず、MDSの発症を理解するうえで、
大きな breakthrough となると期待される。 
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