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研究成果の概要（和文）： 再生不良性貧血（AA）の自己抗原提示にもっとも深く関わっているHLA-B*40:02陽性
患者の骨髄中に同定したT細胞レセプターのcDNAを健常者のTリンパ球に導入することにより、AA患者の造血幹前
駆細胞（HSPC）をHLA-B4002拘束性に傷害するT細胞トランスフェクタントを作製した。これを用いて、
HLA-B4002を発現させた白血病細胞株（K562）のHLA-B4002結合ペプチドをスクリーニングしたところ、HSPCが高
発現している蛋白Xに選択的に反応することが分かった。また、HLA-DR15陽性AA患者のHSPCでは、HLA-DR発現が
エピジェネティックに低下していることを見出した。

研究成果の概要（英文）：To identify an autoantigen presented by HLA-B4002 on hematopoietic stem 
progenitor cells (HSPCs) of patients with acquired aplastic anemia (AA), we established T-cell 
receptor (TCR) transfectants using T cells from healthy individuals and TCR cDNA derived from T 
cells that predominantly proliferated in the bone marrow of an AA patient carrying HLA-B*40:02, and 
examined specific response to peptides bound to HLA-B4002 on a leukemia cell line K562 that were 
transfected with HLA-B*40:02. Two kinds of TCR transfectants specifically recognized one of the 
HLA-B4002-bound peptides that are derived from a cytoplasmic protein (protein X), which is 
abundantly expressed by HSPCs. We prepared a peptide-HLA-B4002 tetramer and are now screening 
peripheral blood T cells of AA patients with HLA-B*40:02 for the presence of the peptide-specific 
CD8+ T cells. 
In a separate experiment, we found that HSPCs of AA patients possessing HLA-DR15 frequently lacked 
HLA-DR through epigenetic mechanisms. 

研究分野： 血液内科学

キーワード： 再生不良性貧血　自己抗原　HLA-B*40:02　T細胞レセプター　発作性夜間ヘモグロビン尿症　HLA-DR15
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研究成果の学術的意義や社会的意義
AAは、HSPCに対する細胞傷害性T細胞の攻撃がきっかけとなって発症する自己免疫疾患である。しかし、細胞傷
害性T細胞の標的となるHSPC上の自己抗原は不明であった。今回同定したX蛋白由来ペプチドに特異的なCD8+ T細
胞が、HLA-B*40:02陽性AA患者の末梢血に検出され、さらにそのCD8+ T細胞の自己HSPCに対する細胞傷害性が証
明されれば、X蛋白はAAにおける自己抗原であると考えられる。それが証明されれば、HLA-B4002-ペプチドテト
ラマーを用いたAAの特異的診断や、テトラマー陽性T細胞を標的とする選択的な治療法の開発などが可能となる
ことが期待される。

※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 

 再生不良性貧血（再不貧）は、造血幹前駆細胞（hematopoietic stem progenitor cell: HSPC）に

対する細胞傷害性T細胞（cytotoxic T lymphocyte: CTL）の攻撃がきっかけとなって発症する自己

免疫疾患である。しかし、CTLの標的となるHSPC上の自己抗原は未だに同定されていない。これ

までの我々の研究により、再不貧患者の約30％では、6番染色体の片親性ダイソミーやHLAアレル

の機能喪失型変異のために特定のHLAクラスIアレルが欠失した白血球が検出されることが明らか

になっている。中でもHLA-B*40:02は、欠失する頻度が最も高いHLAアレルであることから、このア

レルによって提示されるHSPC由来の抗原が、再不貧の発症にもっとも重要な役割を担っていると

考えられる。 

そこで、B4002欠失白血球を保有する再不貧患者に着目し、シクロスポリン依存性の一症例か

ら、単球由来のiPS細胞（iPSC）を複数樹立し、さらに表現型の異なるiPSC由来のHSPCを誘導し

た。その結果、この患者の末梢血中には、野生型のiPSC-HSPCは傷害するが、B4002欠失iPSC-

HSPCは傷害しないCTL前駆細胞が存在することが明らかになった。また、このCTL株151230Aと、

初診時の患者骨髄CD8+CD137+PD-1+ T細胞のレセプター（TCR）レパトアを単一T細胞解析で調

べたところ、両者において優勢なT細胞の一つは全く同じTCRαβを持っていた。このTCRを含む

骨髄中の優勢なTCRのリガンドを決定できれば、それが、B4002が提示する再不貧の自己抗原で

ある可能性が高いと考えた。 

一方、再不貧患者ではHLA-DR15の保有例が非常に多いことから、CD8+ T細胞だけでなく、

CD4+ T細胞も再不貧の発症に関与もしていると考えられてきたが、その役割は全く不明であった。

また、再不貧患者でしばし認められる発作性夜間ヘモグロビン尿症（paroxysmal nocturnal 

hemoglobinuria: PNH）型血球の増加にも、HSPCに対するCD4陽性T細胞の攻撃が関与しているこ

とがin vitroでは示されているが、PNH型のHSPCがどのような機序でその攻撃を免れているかも分

かっていない。近年、同種造血幹細胞移植後に再発した急性骨髄性白血病細胞では、HＬAクラス

IIの発現低下がみられることが報告されている。治療によって改善したAA患者HSPCは、HSPCに

対するCD4陽性T細胞の攻撃を免れて造血に寄与していることから、寛解状態にあるAA患者の

HSPCにおいても、HLAクラスII発現が低下している可能性があると考えた。 

 

２．研究の目的 

1. HLA-B*40:02 陽性 AA 患者の骨髄中でクローン性に増殖している T 細胞から同定した 2 種

類の T 細胞レセプターαβ鎖（TCR１５と TCR２０）のリガンドを同定することにより、B4002 が

提示する再不貧の自己抗原を同定する。 

2. TCR15 および TCR２０が反応することが分かっている HLA-B*40:02 導入 K562 細胞の B4002

結合ペプチドを質量分析で解析することにより同定した複数のペプチドに対する患者 T 細胞

の反応性をスクリーニングすることにより、どの蛋白が TCR トランスフェクタントの標的であるか

を明らかにする。 

3. 寛解状態にある再不貧症例の末梢血 HSPC を対象として、新たに確立したフローサイトメトリ

ー法と RNA シーケンシングを用いて HLA クラス II 発現の低下の有無を明らかにする。 

 

３．研究の方法 

1. TCR１５と TCR２０のそれぞれの cDNA を健常者由来の T 細胞に導入した TCR トランスフ
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ェクタントは、HLA-B*40:02・CD80・CD137-リガンド導入 K562 細胞に対して、B４００２依

存性に選択的に反応することが分かっている。これらの TCR のリガンドを同定するため、

K562 由来の cDNA ライブラリーをトランスフェクトした HLA-B*40:02・CD80・CD137 導入

COS 細胞または 293T 細胞と共培養することにより、TCR15 および TCR２０が反応する

cDNA クローンを、インターフェロンγ分泌を指標として ELISA により同定する。 

2. HLA-B*40:02 導入 K562 細胞上の B4002 に結合しているペプチドを質量分析で解析す

ることにより、複数の蛋白由来のペプチドが同定されている。TCR15 または TCR２０トラン

スフェクタントおよび患者末梢血の CD8+ 細胞が、これらのどのペプチドに反応するかを、

HLA-B*40:02・CD80・CD137 導入 COS 細胞または HLA-B*40:02・CD80・CD137 導入

293T 細胞性を抗原提示細胞として用いることにより明らかにする。 

3. 寛解状態の再不貧患者末梢血中で CD45dimCD34+CD38+細胞を HSPC として同定し、こ

れらの細胞集団における HLA クラス II 発現を抗 HLA-DR、DQ、DP 抗体を用いて検討

する。HSPC から HLA-DR 陰性細胞と陽性細胞をソーティングし、それぞれの細胞集団

における遺伝子発現レベルを RNA シーケンシングにより比較する。 

 

４．研究成果 

1. TCRトランスフェクタントによるK562細胞由来cDNAライブラリースクリーニングは現在も続けて

いるが今のところ、陽性反応を示す293Tクローンは同定されていない。 

2. CD80/CD137Lを導入したHLA-B4002陽性K562細胞において、HLAクラスI分子に結合する

ペプチドを質量分析によりスクリーニングしたところ、HLA-B4002と親和性の高い複数のペプ

チドが同定された。その中の一つは、造血幹細胞の増殖を調節する転写因子X由来のペプ

チドであった。HLA-B*40:02陽性再不貧患者骨髄において、抗原特異的に優勢に増殖して

いる２種類のT細胞レセプター（T-cell receptor: TCR）αβ鎖（TCR15、TCR20）のT細胞トラ

ンスフェクタントは、CD80/CD137L導入HLA-B4002陽性K562細胞に選択的に反応してイン

ターフェロン（IFN）-γを分泌したが、CRISPR-Cas9でこの蛋白XをノックアウトしたK562細胞

に対してはIFN-γを分泌しなかった。このため、この蛋白X由来ペプチドが、TCR15・TCR20

のリガンドであると考えられた。そこで、精製HLA-B4002とこのペプチドを用いてテトラマーを

作製した。現在、このテトラマーを用いてHLA-B*40:02陽性再不貧患者Tリンパ球のスクリー

ニングを行っている。標的抗原がXペプチドだけではない可能性があるため、CRISPR 

Genome-Wide sgRNA Library Systemを用いた抗原スクリーニングも同時に進めている。 

3. 61 例中 7 例（11.5%）の HSPC において 13.0-57.1%の HLA クラス II 欠失細胞分画が検出され

た。7 例全例が HLA-DRB1*15:01 または HLA-DRB1*15:02 を保有しており、それ以外の

HLA クラス II アレルでは、7 例全例が共有しているものはなかった。HLA クラス II 欠失 HSPC

を有する 7 例では、5 例（71.4％）がシクロスポリン依存性であり、この頻度は HLA クラス II 欠

失 HSPC 陰性の 29.6%に比べて有意に高かった。また、全例が HLA クラス I 欠失血球は陰性

であり、両者の関係は排他的であった。さらに、インターフェロンγの存在下で HSPC を 72 時

間培養したところ HLA クラス II 欠失は完全に回復した。また、HLA クラス II 欠失 HSPC 陽性

例でも、成熟 B リンパ球における HLA クラス II 発現は正常であったことから、HSPC における

HLA クラス II 欠失はエピジェネティックな機序によるものと考えられた。一方、7 例のうち PNH

型 HSPC と非 PNH 型 HSPC の両方を有する 4 例では、HLA クラス II 欠失は非 PNH 型 HSPC
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のみに認められた。HLA-DR 陰性 HSPC と陽性 HSPC における遺伝子発現を網羅的に比較

したところ、HLA クラス II 欠失 HSPC では CD48、CD86 などの共刺激分子の遺伝子発現が低

下していた。このような共刺激分子の発現低下は HLA クラス I 欠失 HSPC では認められなか

った。これらの結果から、HLA-DR15 が提示する自己抗原に特異的な CD4 陽性 T 細胞が、

再不貧の発症に加えて、PNH 型 HSPC の免疫逃避にも関与していることが示唆された。 
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