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研究成果の概要（和文）：再生不良性貧血（AA）症例における HLA-A アレル欠失血球陽性例の

頻度を明らかにするため、抗 HLA-Aアレル特異的抗体による検出感度を改良し、診断後間もな

い例を検索したところ、21 症例中 6 例(28.6%)が陽性であり、欠失血球の全顆粒球中の割合は

3.9% - 61.1%(中央値 8.4%)と、既治療よりも低比率であった。一方、HLA-A アレル欠失血球陽

性 AA患者の末梢血 CD8陽性細胞を、HLA-B*40:02遺伝子導入 K562 陽性細胞で刺激することに

より、HLA-B*40:02導入 K562のみを特異的に傷害する細胞傷害性 T細胞（CTL）クローン（A6）

を樹立した。 
 
研究成果の概要（英文）：To determine the exact prevalence of HLA-A allele-lacking 
leukocytes (HLA-LLs) in patients with acquired aplastic anemia (AA), we improved the 
sensitivity of flow cytometry and examined peripheral blood leukocytes of patients with 
newly-diagnosed AA patients. HLA-LLs were detectable in 6 (28.6%) of 21 patients who 
were heterozygous with the HLA-A allele. The percentage of HLA-A allele-lacking 
granulocytes in the total granulocytes ranged from 3.9% to 61.1% (median 8.4%), which 
was lower than that in patients in remission after immunosuppressive therapy. Cytotoxic T 
cell (CTL) clones (A6) were successfully established from one of the patients possessing 
HLA-LLs by stimulating patient’s CD8+ T cells with K562 cells transfected with 
HLA-B*40:02 gene. A6 CTL killed K562 in B*40:02 restricted manner but did not kill other 
cells including EB virus-transformed lymphoblastoid cell line and Jurkat T cell line 
transduced with B*40:02. 
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１．研究開始当初の背景 
 再生不良性貧血（aplastic anemia; AA）
患者の約 13％では、6 番染色体短腕の
uniparental disomy (UPD)によって特定

の HLA アレルを欠失した造血幹細胞由来
の血球が造血を支持している。この
6pUPD を来した造血幹細胞は、特定の
HLA クラス I を欠失させることによって、
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その HLA が提示する自己抗原に特異的な
細 胞 傷 害 性 T 細 胞 （ cytotoxic T 
lymphocytes; CTL）の攻撃を免れて造血に
寄与するようになったと考えられる。この
ような 6pUPD 陽性 AA 患者のリンパ球を
利用すれば、長年謎であった AA の自己抗
原を同定できる可能性がある。ただし、そ
のためには、CTL 前駆細胞の頻度が高い発
症して間もない AA 例の中に、6pUPD 陽
性例を見出し、患者の協力を得て CTL を
樹立する必要がある。 

一方、標的となる造血幹細胞は、本来は患
者自身のCD34陽性細胞を用いることが望ま
しいが、患者の CD34 陽性細胞は健常者に比
べて著しく減少しているため、標的として十
分な細胞を確保するのは困難である。6pUPD
陽性患者において欠失する頻度が特に高い
HLA-B*40:02 は AA 患者全体においても高
頻度に認められることから、AA の自己抗原
提示に関与している可能性が高い。HLA を
発現していない白血病細胞株 K562 に、この
HLA-B*40:02 遺 伝 子 を 導 入 し た
B*40:02-K562 細胞では、未分化な造血幹細
胞由来の自己抗原ペプチドが HLA-B*40:02
（HLA-B61）によって提示されている可能性
が高い。 
２．研究の目的 
（1）発症して間もない HLA-A アレルヘテロ
接合体の AA 患者を対象として、HLA-A ア
レ ル 欠 失 細 胞 （ HLA-allele-lacking 
leukocytes; HLA-LLs）の陽性頻度を決定す
る。 
（2）HLA-B*40:02 陽性 AA 患者の末梢血
CD8 陽性 T リンパ球を、B*40:02-K562 細胞
で刺激することにより、造血幹細胞を特異的
に傷害する CTL クローンを単離する。 
３．研究の方法 
（1）新規発症 AA患者の白血球 DNAを用いて
HLA-Aアレルを決定し、このアレルがヘテロ
接合体の患者末梢血顆粒球、単球、B細胞、T
細胞を対象として、HLA-A24、A2、A26、A31、
A11、のそれぞれに対するモノクローナル抗
体により、HLA-LLs の有無を検討した。当
初のスクリーニングは凍結保存した末梢血
単核細胞中の単球を対象として行い、陽性が
疑われた症例については新鮮血を入手し、顆
粒球における HLA-Aアレル欠失顆粒球
（HLA-allele-lacking leukocytes; 
HLA-LGs）の割合を決定した。 
（2）HLA-B*40:02 陽性 AA 患者の末梢血単
核細胞からビーズ法で CD8 陽性細胞を単離
し、60Gy を照射した B*40:02-K562 細胞で 7
～10 日間刺激後、同じ細胞に対する細胞傷害
活性を 51Cr 放出アッセイにより測定した。陽
性細胞から、限界希釈法により CD8 陽性 CTL
クローンを単離した。 
 

４．研究成果 
抗 HLA-Aアレル特異的抗体による HLA-LLs

の検出感度を改良し、診断後間もない新規発
症 AA例 34症例を検索した。その結果、全患
者のうち、HLA-A アレルがヘテロ接合体であ
ったのは 21 例(61.8%)であり、そのうち 6 例 
(28.6%、全患者中 19.4%)に HLA-LLsが検出さ
れた。これらの陽性症例における HLA-LGsの
全顆粒球中の割合は 3.9% - 61.1%(中央値
8.4%)と、既治療における割合（10.3% - 99.4%、
中央値 52.3%)に比べて低比率であった（図 1）。 

SNP アレイを用いたわれわれの以前の解
析では、AA における 6pUPD の頻度は 13％で
あった。今回用いた改良フローサイトメトリ
ーは SNPアレイよりも HLA-LLsの検出感度が
高く、また免疫抑制療法前の AA では白血球
数は少ないものの、CTL による造血幹細胞に
対する攻撃が強く起こっていると考えられ
ることから、さらに高い頻度で HLA-LLsが検
出されることが予想された。しかし、実際に
は陽性率は約 20％とそれほど高くはなく、ま
たそのクローンサイズも中央値で 21.8％と、
治療後の寛解例に比較して低率であった。  

6pUPD 陽性幹細胞が造血を支持するメカ
ニズムには CTLからのエスケープ現象が関与
しているが、CTL によるこの異常クローンの
選択は、AA発症のごく初期にのみ起こってお
り、その後の骨髄不全の進展には CTLではな
く造血抑制性のサイトカインが主に関与し
ているため、HLA-LLs の割合は治療の前後で
変化しないことを、我々は以前の検討で明ら
かにした。今回の検討で明らかになった診断
時 AA における HLA-LLs 検出率や、陽性例に
おけるクローンの割合は、今回の感度が高い
フローサイトメトリーを用いて検討した場
合の免疫抑制療法後寛解例における割合よ
りも低いことが予想される。これは、6pUPD
陽性幹細胞の生存優位性が、AAの発症時のみ
に関与しているという、以前の仮説を支持す
る所見と考えられる。 

この仮説が正しいとすれば、治療前の検索
で HLA-LLsが陰性であった例であっても、IST
後の改善時に、現在の FCMの感度では同定で
きなかったわずかな 6pUPDクローンが拡大す
るため、HLA-LLsが陽性化する可能性がある。
この可能性は今後の再検により検証する予
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定である。 
現在のフローサイトメトリーを用いた場

合、初診時 AA患者における HLA-LLsの検出
頻度は 20％前後であることから、HLA-LLs
の検出は、免疫抑制療法に対する反応性を
予測する上で必ずしも有用とは言えない。
しかし、PNH型血球陽性並みに微少の 6pUPD
クローンを検出できるアッセイが開発でき
れば、有用なマーカーとなる可能性がある。
検出感度をあげれば、もっと高頻度に HLA-A

アレル欠失血球を検出できる可能性がある。
このため、現在、peptide nucleic acid probe
を用いた FISH 法による HLA-A アレル欠失血
球の検出を計画している。 

一方、HLA-A アレル欠失血球細胞を持つ
HLA-B*40:02陽性 AA患者の末梢血 CD8陽性細
胞から、図 2 の方法により、HLA-B*40:02 導
入 K562 細胞のみを特異的に傷害する CTL ク
ローン（A6）を樹立した。この CTLは、同じ
HLA-B*40:02 を導入した B-lymphoblastoid 
cell lineや T細胞株の Jurkat、ヒト胎児腎
細胞株 293T 細胞などは傷害しなかった。し
たがって、A6は、HLA-B61によって提示され
る造血幹細胞由来のペプチドを認識してい
ると考えられた。現在、K562 由来の cDNA ラ
イブラリーを用いた発現クローニングを用
いて、A6の標的ペプチドの同定を試みている。 
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