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研究成果の概要（和文）：再生不良性貧血（AA）患者のHLAクラスIアレル欠失（HLA[-]）血球とGPIアンカー型
蛋白欠失（GPI[-]）血球を同時に解析した結果、HLA欠失はPIGA変異をきたす造血幹細胞（HSC）よりも、より未
分化なHSCで生じていることが示唆された。また、シクロスポリン（CsA）奏効例におけるHLA(-)血球やGPI(-)血
球の割合の推移から、細胞傷害性T細胞（CTL）によるHSCへの攻撃はCsA中止後の寛解状態においても持続してい
ると考えられる一方、PIGA変異幹細胞の生存優位性にはCTLによるHSC抑制とは別の機序が関与していることが示
唆された。

研究成果の概要（英文）：To gain insight into the origin of HLA class I allele-lacking (HLA[-]) and 
GPI-anchored membrane protein-deficient (GPI[-]) cells and mechanisms underlying escape of these 
marker(-) hematopoietic stem cells (HSCs) in patients with acquired aplastic anemia (AA), we 
analyzed the lineage diversity of these marker(-) cells using flow cytometry. Our study revealed 
that the HLA lacking occurred in more immature hematopoietic stem cells (HSCs) than HSCs with PIGA 
mutations. The percentage of HLA(-) granulocytes continued to increase in patients in remission off 
cyclosporine (CsA), suggesting that the cytotoxic T cell (CTL) attack against HSCs persists even 
after AA patients achieved remission not requiring CsA. On the other hand, mechanisms other than 
immune attack by CTLs was suspected to be involved in the survival advantage of PIGA mutated HSCs.

研究分野：血液内科学

キーワード： 再生不良性貧血　トロンボポエチン受容体作動薬　HLAクラスⅠアリル欠失血球　GPIアンカー型蛋白欠
失血球　エルトロンボパグ　ロミプロスチム

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
治療抵抗性の特発性再生不良性貧血に対して、40～50%の奏効が得られるエルトロンボパグ（EPAG）の登場は、
再生不良性貧血診療を大きく進展させた。しかし、一部の症例に治療前には認めなかった新たな染色体異常が出
現することが明らかとなり、治療開始を躊躇う例も見受けられる。そのため、EPAGの効果予測マーカーを同定す
ることは、適切な治療を迅速に選択するためにも重要である。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
特発性再生不良性貧血（AA）患者の多くは、抗胸腺細胞グロブリン（ATG）とシクロスポリ
ン（CsA）による免疫抑制療法によって改善するが、約 30％の患者は造血が回復せず、輸血依
存性が解消されない。トロンボポエチン受容体作動薬（TPO-RA）のエルトロンボパグ（EPAG）
は、このような治療抵抗性 AA患者の約 40～50％に奏効することが報告されている。ただし、
アメリカの臨床試験では、EPAGが無効であった例の中に、7番染色体異常を含む新たな染色体
異常が約 18％の例に出現したことが報告された。このため、EPAGが奏効するかどうかを予測
する方法を確立することが重要である。また、実際に効果が得られるのは約 50％の患者に限ら
れていることから、EPAGが効果を発揮するメカニズムを明らかにすることによって、その有効
率を高める必要がある。 
われわれは、TPO-RAの一つ「ロミプロスチム（ROMI）」のみによって、6pUPDにより HLA
クラス Iアレルが欠失した単一の造血幹細胞により、造血が完全に正常化している最重症 AA例
を経験した。この例の経験から、免疫抑制療法が不応であった AA例であっても、細胞傷害性 T
細胞（CTL）の攻撃を免れた造血幹細胞（HSC）が残存していれば、EPAG によって改善が得
られやすいのではないか、という仮説を立てた。ヒトHSCは、まず巨核球系造血前駆細胞（Mk）
に枝分かれし、その他の血球系統への分化は、その下流の多能性前駆細胞（MPP）から枝分かれ
した各系統の前駆細胞が担っていること、また、AAで減少しているのは、巨核球前駆細胞への
分化能を有する Mk-HSCであることが最近報告された 1)。免疫抑制療法が奏効する AA患者で
は、まず血小板減少が起こることから、AAを引き起こす CTLの標的はこのMk-HSCであると
考えられる。また、CTLからの攻撃を免れる HLAクラス Iアレル欠失（HLA(-)）血球も Mk-
HSC であることが予想される。血小板上の HLA アレル発現を定量する方法を開発することに
よって、これまでは見過ごされていた HLA(-)血球陽性例を新たに同定できる可能性がある。 
 
 
２．研究の目的 
 免疫抑制療法が無効であった重症 AAの約 50％は、TPO-RAの EPAGによって 1系統以上の
造血回復を得られることが知られているが、どのような例で改善が得られやすいかについては
全く分かっていない。そこで、EPAG療法を受ける難治例を対象として、AA患者におけるHLA(-)
血小板の存在が、EPAGに対する反応性の予測因子になるか否かを明らかにする。 
 
 
３．研究の方法 
（1）HLA(-)血小板の検出 
 EPAG を受けた AA 患者を対象として、EPAG に対する反応性と、HLA(-)血小板の保有との関係を
明らかにする。血小板は遠心の過程で容易に凝集するため、血小板表面の蛋白を解析することが
困難であったが、Sloan Kettering 癌研究所の David Araten 博士らが開発した GPI(-)血小板の
検出方法 2)を参考にして、HLA(-)血小板を検出する方法を確立する。 
 
（2）TPO-RA が奏効した患者顆粒球のターゲットシーケンシング 
 難治性 AA 患者のうち、EPAG が奏効する例では、CTL からの攻撃を免れた HLA(-)Mk-HSC が残
存していることに加えて、TPO に対する感受性を高めるような体細胞変異が起こっており、その
結果、EPAG による増殖刺激を受けやすくなっている可能性がある。そこで、TPO-R シグナリング
に関与する、JAK-STAT 系、Ras-MAPK 系、PI3K-AKT 系などの遺伝子変異の有無をターゲットシー
ケンシングにより明らかにする。 
 
 
４．研究成果 
（1）HLA(-)血小板の検出 
 血小板は遠心の過程で容易に凝集するため、血小板表面の蛋白を解析することが困難であっ
た。そこで、Sloan Kettering 癌研究所の David Araten 博士らが開発した方法を参考に、HLA(-)
血小板を検出する以下の方法を確立した。 
全血を低速で遠心し platelet rich plasma（PRP）としたのち、アスピリンを加えてセファロ
ース 2Bに通すことにより凝集塊を取り除く。この処理を行った血小板に、市販の抗 HLA-A アレ
ル抗体と、我々が作製した抗 HLA-B アレル抗体で反応させることにより、HLA(-)血小板を検出す
る。 
このアッセイの感度は、HLA-A2/24(-)血小板で 0.1%、GPI(-)血小板で 0.03%であった。また、
HLA(-)血球とGPI(-)血球の少なくともいずれか一方を有する寛解状態のAA患者56例について、
それぞれの欠失細胞保有者数を検討したところ、21人（37.5％）に HLA(-)血小板、42人（75％）
に GPI(-)血小板を検出した。 



 
（2）HLA(-)と GPI(-)の両方のマーカーを持つ患者の欠失血球系統の多様性 
上記の AA患者 56例を対象として、顆粒球、単球、T細胞、B細胞、NK 細胞、血小板のそれぞ
れにおける HLA クラス I と GPI-AP の発現をフローサイトメトリーで解析した。 
56 例中 13例は HLA(-)血球と GPI(-)血球の両方を、9例は HLA（-）血球のみ、34 例は GPI(-)
血球のみを保有していた（図 1）。両血球を有する症例を対象として、HLA(-)血球と GPI(-)血球
が検出される血球系統を比較したところ、HLA(-)血球は 13 例中 10 例ですべての系統に検出さ
れたのに対して、GPI(-)血球は 13例中 3例のみであった（図 2）。また、欠失している顆粒球の
割合は HLA(-)血球が GPI(-)血球に比べて有意に高かった(中央値 21.2% vs 0.28%, P<0.05)。 
HLA(-)血球がより広範な血球系統で検出され、その欠失顆粒球割合も有意に高かったことか
ら、HLA 欠失は PIGA 変異をきたす造血幹細胞（HSC）よりも、より未分化な HSC で生じているこ
とが示唆された。 

 
（3）CsA 投与に伴う HLA(-)顆粒球と GPI(-)顆粒球の経時的変化 
HLA(-)血球と GPI(-)血球の両者を認める 7 例について、顆粒球全体におけるそれぞれの割合
を経時的に観察したところ、CsA を使用している 4 例では HLA(-)血球が経過とともに減少し、
GPI(-)血球が増加する傾向が見られた。一方、造血回復後に CsA を中止した 3 例では HLA(-)血
球の割合は徐々に増加したが、GPI(-)血球の割合は減少するか、または不変であった。 
以上より CsA 中止後の寛解状態においても、CTL による HSC への攻撃が持続しており、それを
免れた HLA(-)HSC が徐々に優勢になると考えられた。一方、GPI(-)血球の割合は、CTL による攻
撃の存在下でも変わらないか減少傾向を示すことから、CTL による HSC 抑制とは別の機序が PIGA
変異幹細胞の生存優位性に関与していることが示唆された。 
これらの検討結果から、両者が共存している例では、免疫抑制療法中止後に HLA(-)血球が優
勢になるために溶血型の発作性夜間ヘモグロビン尿症（PNH）に進展しにくいことが示唆された。 
 
（4）TPO-RA が奏効した患者顆粒球のターゲットシーケンシング 
末梢血の HSC を用いた RNA 解析を 3症例で試みたが、RNA の収量が少なく、有意な結果は得ら
れなかった。 
 
（5）反応予測因子の検討 
 難治性 AA 38 症例を対象として EPAG に対する反応予測因子を検討したところ、治療開始時の
PNH 型血球（GPI[-]血球）の存在と血小板数高値の二つが有意な予測因子であった。したがって、
難治性であっても、GPI(-)血球が存在しているような免疫病態がくすぶっている AA 例では EPAG
が奏効しやすい可能性が示唆された。 
 TPO-RA の EPAG に不応あるいは効果不十分な AA 患者に対して、別の TPO-RA である ROMI の治
療効果を後方視的に検討したところ、76%(16/21)に 1 系統以上の反応が得られた。ROMI 開始時
の反応予測因子には治療前の網赤血球数・好中球数・Hb 値が抽出されたが、GPI(-)血球の有無
は予後予測マーカーではなかった。 
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