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研究成果の概要（和文）：免疫関連遺伝子多型を臨床的に検討し、NKG2D、Granzyme B、HO-1、
CXCL10、NLRP3、FCGR3A、IL-17、PTPN22 各遺伝子多型が、非血縁者間骨髄移植後転帰

に影響することを明らかにした。さらに、実験的検討により、NKG2D、IL-17、CXCL10 が機

能的多型であることを示した。このような情報は、同種造血幹細胞移植成績向上に大きく役立

つと期待される。 
 
研究成果の概要（英文）：When the impact of immune-related gene polymorphisms was 
examined in patients and their donors of unrelated hematopoietic stem cell transplantation, 
genetic variations in the NKG2D, Granzyme B, CXCL10, NLRP3, FCGR3A, IL-17, and 
PTPN22 genes were associated with transplant outcomes. Experimental investigation 
revealed that the gene polymorphisms of NKG2D, IL-17 and CXCL10 play functionally 
important roles in the regulation of their production. These findings suggest that 
determination of such gene polymorphisms prior to transplantation offer clinical benefits in 
patients undergoing allogeneic hematopoietic stem cell transplantation. 
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研究分野：造血細胞移植 
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キーワード：遺伝子多型、免疫関連遺伝子、移植片対宿主病 
 
１． 研究開始当初の背景 

同種造血幹細胞移植は、白血病や再生不良

性貧血・先天性免疫不全症など血液難病の根

治を期待して、他人の造血幹細胞を移植する

治療法である。利点として、患者自身の造血

幹細胞を移植する自家造血幹細胞移植より

再発率が低い。一方、ドナーリンパ球による

患者臓器への拒絶反応（移植片対宿主病 = 

GVHD）や重症感染症、造血幹細胞拒絶・生

着不全など移植関連合併症が起こりやすい。
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そのため、実際に無病生存を果たせるのは、

同種移植患者の約半数である。 

サイトカインや先天免疫、ガンマグロブリ

ンレセプターなど免疫関連遺伝子には、免疫

誘導能の強弱に影響する１塩基多型(SNP)が

多い。そのような遺伝子多型は、自己免疫疾

患やがん・重症感染症の疾患感受性や治療感

受性、臓器移植の成否に影響する。同種造血

幹細胞移植は、ドナー由来免疫担当細胞が、

抗腫瘍効果・感染免疫・GVHD に関与する。

移植後早期は、患者由来免疫担当細胞の一部

も造血幹細胞拒絶・生着不全や感染免疫、急

性 GVHD 誘導に関与する。以上から、ドナ

ーと患者の免疫関連遺伝子多型が、同種造血

幹細胞移植の成否に影響する可能性は十分

に考えられる。患者・ドナーの免疫関連遺伝

子多型の情報をもとに、移植関連合併症や拒

絶・生着不全、再発が起こりにくいドナーを

選べる、または有害事象を予測し適切に対処

できるようになれば、移植成績の向上が期待

できると考えられる。 
 
２．研究の目的 

本研究の目的は、同種造血幹細胞移植にお

ける免疫関連遺伝子多型の影響を検討する

ことである。患者とそのドナーの試料を用い

て、免疫関連遺伝子の多型を決定し、GVHD、

再発、非再発死亡、感染症、生着不全との関

連を検討する。さらに、健常人のリンパ球を

用い、免疫関連遺伝子多型の機能を解析する。 

 
３．研究の方法 

(1)  対象 

日 本 骨 髄 バ ン ク を 通 じ 実 施 さ れ た

HLA-A/B/C/DRB1/DPB1/DQB1 アリル一致

非血縁者間同種骨髄移植患者・ドナー。1995

年から 2000 年血液腫瘍に対する非 T 細胞除

去初回移植 652 例を対象とした。 

 

(2)  患者・ドナー試料(DNA)と臨床情報 

日本骨髄バンク検体・データ保存事業で収

集された非血縁者間同種骨髄移植患者・ドナ

ーの DNA および臨床情報を使用した。 

 

(3)  SNP 解析 

SNP genotyping probe (Applied 

Biosystems)と TaqMan genotyping master 

mix (Applied Biosystems)を用い、TaqMan 

PCR 法により、患者・ドナーの SNP を決

定した。対象遺伝子は、NKG2D、Granzyme 

B、HO-1、CXCL10、NLRP3、FCGR3A、

IL-17、PTPN22。PCR 増幅と解析は StepOne 

Plus (Applied Biosystems)を使用した。PCR

条件は、pre-denaturation 60 ℃、30 秒、

denaturation 95 ℃、10 分、annealing 92 ℃、

15 秒 、 elongation 60 ℃ 、 1 分 、

post-elongation 60 ℃、30 秒で行った。 

 

(4)  細胞準備 

健常人 54名(20-62歳)のヘパリン加血液か

ら Lymphoprep (AXIS – SHIELD）で末梢血

単核細胞 (peripheral blood mononuclear 

cells, PBMCs)を分離し、使用まで-80 ℃保存

した。 

 

(5)  細胞培養 

培養は、65℃、30 分加温で非働化後の 10%

ウシ胎児血清 (fetal bovine serum,  FBS; 

NICHIREI BIOSCIENCES) と 1% 

penicillin streptomycin (GIBCO) 5.5 ml を

加えた RPMI (GIBCO)を用いた。植物性血球

凝集素(phytohemagglutinin, PHA) 1 μg/ml

存在・非存在下で、PBMCs を 37℃、5% CO2

で 28 時間培養した。 

培養液を 1.5 ml tube で 2,000 rpm、 15 

min 遠心後、上清と遠沈細胞(ペレット)を分

離し、解析まで-80℃保存した。 



 

 

 

(6)  RNA 抽出と cDNA 作成 

ペレットから、QIAGEN RNeasy Mini 

Kit (QIAGEN)で RNA を抽出した。さらに、

SuperScriptase Ⅱ  RNaseH- Reverse 

transcriptase (Invitrogen)で cDNAを作成し、

解析まで-20℃保存した。 

 

(7)  遺伝子機能解析 

StepOne Plus (Applied Biosystems)で定

量 PCR を行い、mRNA 発現を定量した。試

薬 は Quantifast probe assay (product 

number: QF00288659, QIAGEN)を用いた。

PCR 条件は、pre-heating 95℃、3 分、

denaturation 95 ℃ 、 3 秒 、 annealing/ 

extension 60℃、30秒で45サイクル行った。

mRNA 量 補 正 用 内 部 コ ン ト ロ ー ル は

GAPDH を用いた。培養上清の遺伝子産物を

enzyme-linked immunosorbent assay 

(ELISA)法で定量した。試薬は Human IP-10 

ELISA Kit (Ray Bio)を用いた。吸光度測定は

マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー (Thermo 

Labsystems Multiskan JX: フナコシ)を用

い、450 nm の吸光度を測定した。一部遺伝

子は、ゲルシフトアッセイ、レポーター遺伝

子解析を実施した。 

 

(8)  統計解析 

統計解析は Microsoft Office Excel 2007

と EZR を用いた。2 群間比較は t 検定とウィ

ルコクソンの符号順位検定で行った。多変量

解析は Fine-Gray 比例ハザード法と Cox 比

例ハザード法を用いた。単変量解析で P 値が

0.1 以下の項目を、多変量解析の項目に選ん

だ。両側 P 値が 0.05 以下を有意差ありとし

た。P 値 0.05-0.1 は有意傾向ありとした。再

発低リスク疾患(低リスク群)は急性骨髄性白

血病(acute myelogenous leukemia, AML)

第 1 寛解期、急性リンパ性白血病(acute lym

phoblastic leukemia, ALL)第 1 寛解期、骨

髄異形成症候群(myelodysplastic syndrome

s, MDS)、慢性骨髄性白血病(chronic myeloi

d leukemia, CML) 慢性期、悪性リンパ腫寛

解期とした。これらを除く疾患を再発高リス

ク疾患(高リスク群)とした。 

 

(9)  倫理的事項 

本研究は、日本骨髄バンクと金沢大学の倫

理委員会で審査・承認を受け、実施された。 
 
４． 研究成果 

以下の 8 SNP が臨床的・機能的に有用で

あることを明らかにした。全て国際学会や英

文誌に発表し、高い評価を得た。非血縁者間

骨髄移植以外の移植へ対象を拡げるととも

に、30-50 SNP について同様の検討を行い、

同種造血幹細胞移植における免疫関連多型

の影響を包括的に検討したい。 

(1)  NKG2D：下流非翻訳領域の SNP 解析に

より、ドナー型遺伝子多型が、同種骨髄

移植後生存率、移植関連死亡率に影響す

ることがわかった。さらに、遺伝子多型

が NKG2D 遺伝子発現に影響すること

を 示 し た (Haematologica 2009 

Oct;94(10):1427-34; Blood 

2010;116(21):221a)。 

(2)  Granzyme B：コード領域の SNP 解析



 

 

により、ドナー型遺伝子多型が、全生存

率、移植関連死亡率に影響することがわ

かった(PLoS One 2011;6(8):e23827)（図

1）。 

(3)  HO-1：プロモーター領域の SNP 解析に

より、ドナー型遺伝子多型が、全生存率、

移植関連死亡率に影響することがわか

った(2011 年米国血液学会発表)。 

(4)  CXCL10：下流非翻訳領域の SNP 解析

により、患者側 SNP が全生存率に影響

することがわかった。さらに遺伝子多型

が CXCL10 遺伝子発現に影響すること

示した(2011 年米国血液学会発表)。 

(5)  NLRP3：プロモーター領域の SNP 解析

により、ドナー側遺伝子多型が急性

GVHD 発症に影響することがわかった

(2011 年米国血液学会発表)。 

(6)  FCGR3A：コード領域の SNP 解析によ

り、患者側遺伝子多型が急性 GVHD、

移植関連死亡率に影響することがわか

った (Bone Marrow Transplant 2011 

Feb;46(2):238-43)。 

(7)  IL-17：プロモーター領域の SNP 解析に

より、患者・ドナー側遺伝子多型が、急

性 GVHD 発症に影響することがわかっ

た()。さらに、遺伝子多型が IL-17 遺伝

子発現に影響することを明らかにした

(Bone Marrow Transplant 

2011;46(11):1455-63; PLoS One 

2011;6(10):e26229)。 

(8)  PTPN22：プロモーター領域の SNP 解

析により、ドナー側遺伝子多型が、移植

後再発率に影響することがわかった

(2011 年米国血液学会発表)。 
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