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研究成果の概要（和文）： 本研究では造血器腫瘍に対する同種骨髄移植後の抗腫瘍免疫の主要

な標的であるマイナー抗原を同定し、移植後の再発の予防ワクチンや治療標的としての応用を

目指した。移植患者から樹立した CTLクローンを用い、CTSH, HMSD, HMHA1, BCL2A1, SLC1A5, 

UGT2B17, P2RX7, DPT1遺伝子産物上の多型部位に８種類の新規マイナー抗原を同定した。抗原

の迅速な同定のため、プール DNAの全ゲノム解析法、HapMapゲノムデータを用いた相関解析法

を新規に開発した。 

 
研究成果の概要（英文）：We have identified novel minor histocompatibility antigen (mHAg) 
epitopes that could serve as good targets for immunotherapy against recurrent 
malignancies following allogeneic blood and marrow transplantation. Using CTL clones 
isolated from recipient peripheral blood post-transplant, eight novel mHAgs encoded by 
CTSH, HMSD, HMHA1, BCL2A1, SLC1A5, UGT2B17, P2RX7, DPT1 have been determined. We have 
shown for the first time that both a whole genome analysis against the DNA pools and also 
an association study using the International HapMap genomic database are powerful methods 
that can quickly identify mHAgs of interest. 
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効果 
 
１．研究開始当初の背景 
造血器腫瘍に対する同種造血幹細胞移植

後には抗腫瘍（GVT）効果が誘導され、難治
性腫瘍が根絶される。この GVT効果の標的抗
原は、患者の HLA上に提示されている同種抗

原の一つであるマイナー組織適合抗原
（mHAg）であり、この mHAg に特異的な細胞
傷害性 T 細胞（CTL）が腫瘍の排除を行って
いると考えられている。mHAgはドナーと患者
間で異なる一塩基多型（SNP）に起因するア
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ミノ酸の置換により抗原性を獲得した自己
ペプチドである。造血器腫瘍を含む血液細胞
にのみ発現する多型蛋白質に由来する mHAg
を標的とする免疫反応は GVHD を起こすこと
なく、選択的 GVT効果を誘導すると期待され
る。 
 研究当初までに同定されていた mHAg は日
本人に多い HLAアリルによって提示されるも
のがなく、本邦における免疫療法への応用に
は不適切であった。そこで本申請者らは、①
日本人に多い HLAアリルによって提示される
新規 mHAg を同定し、②移植後再発の予防や
治療を目的とした免疫療法へ応用すること
を目標とした。 
 
２．研究の目的 
(1)日本人に多く見られる HLA-A24, A2, A33, 
B44などによって提示される新規mHAgエピト
ープを同定する。 
 
(2)従来の発現クローニングによる方法では
同定に１年近い時間を要したので、最新のゲ
ノム医学の技術を利用し、より普遍的で迅速
な同定方法を開発する。 
 
(3)mHAg に特異的な CTL クローンが白血病幹
細胞でも発現しているかどうかをモデル動
物を用いて検討する。 
 
(4)同定したmHAgのうち、GVHDを回避しつつ、
選択的 GVT効果誘導が期待できるものについ
て GMPグレードのペプチドを合成して臨床試
験を行い、安全性と有効性を評価する。 
 
３．研究の方法 
(1)HLA一致同胞より同種造血細胞移植を受
けた患者の末梢血 T細胞を、患者の移植前の
末梢血単核球で刺激し CTL株を樹立、次いで
限界希釈法で CTLクローンを得る。 
 
(2)得られた CTLクローンの HLA拘束性、造
血系細胞特異性を種々の細胞パネルを用い
て確認し、有望なものをさらに増幅して以後
の実験のプローブとする。 
 
(3)CTLクローンで拘束性HLAを遺伝子導入し
た CEPH家系由来 B細胞株(B-LCL)パネルをス
クリーニングし、mHAg陽性・陰性の２群に分
け、連鎖解析を行い mHAg責任遺伝子座を特
定する。次いでその領域に存在する複数の候
補遺伝子の中から、組織分布パターンや SNP
部位が HLAに結合するかなどを検討しつつ
mHAgエピトープを決定する． 
 
(4)以上の方法で解像度が不十分な場合、
mHAg 陽性・陰性の各 B-LCL より DNA を抽出、
プール化した後、SNPアレイにて全ゲノム解

析を行い２群間で有意差をもって偏在する
SNPを特定し、その部分を含む領域に mHAgエ
ピトープが存在するか検索する。 
 
(5)DNAプール法をさらに発展させ、300万 SNP
が解析されている国際 HapMap計画で収集さ
れた B-LCLを用いてコンピュータ上で相関解
析を行い、国際的にも汎用性のあるソフトウ
エアを構築し、将来的にインターネット上で
公開する。さらに共同研究を通じて、さまざ
まな CTLについて本法が有用であるかを確認
する。 
 
(6)超免疫不全 NOGマウスにおいて、樹立し
た mHAg特異的 CTLが造血器腫瘍を駆逐でき
るか検討する。次いで有望な mHAgについて
臨床試験を通じて移植後の造血器腫瘍の再
発予防や治療効果の有効性と安全性を検討
する。 
 
４．研究成果 
(1)HLA-A31,A33拘束性 CTSH由来 mHAgの同定。
本 mHAg 遺伝子はユビキタスに発現している
にもかかわらず、CTL は造血器細胞のみを傷
害した。これは細胞内でのエピトープのプロ
セッシングが細胞種によって異なることを
示唆し、単純に mRNA や蛋白質の発現だけで
抗原性を判定出来ないことを示した。 
 
(2)HLA-B44拘束性 HMSD由来 mHAgの同定。本
遺伝子は偽遺伝子であったが、mHAgエピトー
プを形成すること、またスプライスドナー部
位の SNP がスプライスバリアントを生成し、
このバリアントのみが抗原性を持つという
全く新規の mHAg生成メカニズムを見出した。
遺伝子発現は血液系細胞に限局し、選択的
GVT 効果の良い標的と考えられた。実際 NOG
マウスを用いた in vivo 試験で、HMSD 特異
的 CTLは白血病幹細胞の生着を完全に阻害し
た。本 mHAg はペプチドワクチンの臨床試験
で安全性・有用性を評価中である。 
 
(3)HLA-A24 拘束性 BCL2A1 由来 mHAg の同定。
この mHAg を規定する SNP は方法論(4)の DNA
プール法でピンポイントで同定された。mHAg
を DNAプール法で同定した初の報告となった。
本 mHAg は研究代表者が過去に報告した mHAg
の反対側アリルでコードされており、世界で
２番目の biallelic mHAg となった。BCL2A1
の組織分布は造血組織に限局しており、GVT
効果の標的として有望と考えられた。本 mHAg
もペプチドワクチンの臨床試験で安全性・有
用性を評価中である。 
 
(4)HLA-A31拘束性 SLC1A5および HLA-A2拘束
性 UGT2B17 の同定。これらは方法論(5)で示
した HapMap B-LCL を用いて同定された。



 

 

HapMap ゲノムデータに世界で初めて免疫学
的手法からアプローチし、責任 SNPを同定し
た。本法は HapMap B-LCL を細胞バンクから
入手しさえすれば、SNP アレイなどの特殊技
術なしに責任 SNPを決定できる画期的方法と
して認められた。 
 
(5)上記と同様な方法で、Fred Hutchison 癌
研究所で移植後再発患者に養子免疫療法と
して投与されたCTLクローンが認識するmHAg
を共同研究として同定した。その結果、本
mHAg(P2RX7 由来)は血液細胞のみならず、肺
胞上皮に強発現していたことが定量 PCRと免
疫染色で判明し、患者が発症した肺 GVHD と
の関連が明確に示された。 
 
(6)臨床試験において、移植後再発および再
発ハイリスク患者、計２名に２種類の mHAg
ペプチドワクチンを投与した。まだ臨床試験
中であるので結論は示せないが、GVHD等の有
害事象は認められなかった。 
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