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研究成果の概要（和文）： マイナー抗原は白血病などの造血器腫瘍に対する骨髄移植後に、ド
ナーの免疫力で腫瘍を根治させるための標的タンパク質である。この標的は個人間の違いに対
して拒絶反応が働くことを利用しており、その強さは遺伝子の多型で決定される。本研究では
何十万と遺伝子の違いの中から免疫細胞の標的となっている遺伝子多型の探索を迅速に行うた
めのソフトウエアの開発を進め、インターネットを通じて研究者が使いやすいウェブツールを
公開できた。 
 
研究成果の概要（英文）：Minor histocompatibility antigens (H) are polymorphic proteins 
targeted by donor immune cells to cure hematological malignancies following 
allogeneic hematopoietic cell transplantation. This immune response utilizes rejection 
reaction due to genetic disparities between individuals. In this study, we developed a 
software that can efficiently identify single nucleotide polymorphisms (SNPs) 
responsible for generation of minor H antigens among large number of SNPs and have 
made the software available via internet as researcher-friendly interactive manners.  
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１．研究開始当初の背景 
 アロ免疫を利用した同種造血幹細胞移植
は難治性血液疾患に対する有効な治療法で
あり、造血幹細胞ソースの多様化や“ミニ”
移植の導入などにより、年間 3,000 例以上実
施されている。 移植成績は年々向上してい

るが、再発ハイリスク腫瘍の再発率は依然と
して高く、移植片対宿主病（GVHD）を併発せ
ず、抗腫瘍効果（GVT 効果）だけを増強する
免疫療法の確立が望まれている。 造血系細
胞に特異的な分化抗原蛋白の多型部位に由
来するマイナー組織適合性抗原（mHAg）は選
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択的 GVT効果の標的として有望視されている。 
我々はこの選択的 GVT効果誘導能を検討する
ためのマイナー抗原ワクチン臨床第 I相試験
を実施している。 我々はこれまでに５種類
の造血細胞特異的 mHAg を報告してきたが、
2008 年度には、国際 HapMap 計画に登録され
た個人由来の不死化 B 細胞株（B-LCL）の表
現型タイピングと一塩基多型（SNP）データ
を組み合わせることで極めて短期間に mHAg
遺伝子を同定するアルゴリズムを世界に先
駆けて独自に開発し報告した。 
 本研究では、当初開発した JPT＋CHB 以外
の民族の B-LCLをタイピングにも対応するデ
ータセットを準備して、そのタイピングデー
タをもとにウェブページのアルゴリズムを
利用するオンラインツールを開発すること
と第一の目標とした。 またクロム遊離試験
を用いたキラーT細胞（CTL）による細胞傷害
試験だけでなく、別の表現型をタイピングす
る手段を見出し、mHAg 以外の SNP、例えば薬
剤耐性を規定する SNPなどを同定できないか
を検討することを副次的目標とした。 
 
２．研究の目的 
 我々が開発した SNP検索ソフトウェアを国
内外の研究者が容易に利用できるようなイ
ンターネット環境の整備を主眼とし、さらに
関連研究を行って適用拡大を目指した。 
 (1) これまでに開発した責任 SNP同定のた
めのアルゴリズムのソフトウェアと、
JPT+CHB 以外の民族由来 B-LCL 細胞株にも対
応できるようなデータセットを追加し、
HapMap B-LCLの表現型タイピングデータをも
とに、ウェブのインターフェースを介してソ
フトウエアとリンク可能な対話型コンピュ
ータシステムの構築する。 
 (2) 分泌型に改変した HLA 分子を遺伝子導
入した B-LCL パネルを作製し、その上清を用
いるだけで抗原特異的 T細胞による迅速なア
ッセイが出来るシステムを各 HLA 型について
準備を行う。 
 (3) HapMap バンクから入手できる試料は
B-LCL のみであるが、これより Epstein-Barr
ウイルスを除去して B 細胞とし、これに iPS
等で用いられている技術で他種類の細胞に
分化出来ないか検討する。実現すれば、その
細胞種でのみ検討しうる形質の差を利用し、
責任 SNP を同定。 
 (4) 解析の基礎となる HapMap データを現
行のフェーズ２から、次世代のフェーズ３に
更新を行う。 
 
３．研究の方法 
 (1) 責任 SNP同定のための対話型ウェブペ
ージの開発：我々が開発したアルゴリズムソ
フトウエアはUnix上でC++言語を用いて書か
れている。 今後新規に開設するウェブペー

ジ（自施設の公式ホームページにリンク）に
インプットされた各 HapMap の表現型データ
をこのソフトウェアと橋渡しして、解析結果
をウェブページに表示するような新規のソ
フトウェアを開発し公開する。 データ入力
画面では各民族由来の個人標識番号を列挙
し、その横に細胞傷害性試験やその他のアッ
セイ系で決定した細胞の表現型をプルダウ
ンで＋、－、NA（データ欠損）などと選択で
きるようにする。 また出力画面では連鎖の
高い SNP 順にその番号、染色体上での位置、
χ2乗値、ｐ値などが表示されるようにする。 
これらの開発は専門のシステムエンジニア
と共同で実施する。 
 (2) HapMap B-LCL スクリーニング迅速化の
ための、新規 T 細胞機能アッセイ系の確立： 
本申請の分担研究者である葛島は、HLA クラ
ス I分子を完全に欠損する白血病細胞株であ
る K562 をプラットフォームとした抗原提示
細胞を開発した。 この方法で分泌された
HLA-A24 分子は、もとの細胞の表面上に発現
している HLA-A24分子と同様に細胞内のエピ
トープを持っているはずなので、改変 K562
に結合後 CTL に特異的に認識されることとな
る。 以上の方法で作製した HLA-A24 レトロ
ウイルスベクターを 90 種類以上に上る
HapMap B-LCL に導入し、その上清を改変 K562
に添付するだけで細胞傷害性試験を迅速に
実施できるようにする。 
 (3) HapMap B-LCL からの脱分化・再分化に
よる、細胞機能評価系の確立：HapMap 計画で
は B-LCL以外の体細胞株を収集していないた
め、血液細胞としての B-LCL 以外にアッセイ
を組むことが困難である。B-LCL は内部に感
染している EBV が除去されればほぼ正常な B
リンパ球が得られると想定されるため、
Yamanaka４因子を導入し iPS 化出来ないか検
討する。可能となれば、血液系以外の系列へ
の分化を試みる。 
 (4) HapMap B-LCL のパネルの充実と SNP タ
イピングデータの更新：現行の HapMap はフ
ェーズ２であるが、現在さらに異なった民族
の試料とゲノムデータの蓄積がなされてお
り、SNP 密度も向上したフェーズ３のデータ
が公開される予定であるので、データセット
を更新する。 
 
４．研究成果 
 (1) ①ソフトウェアは Unix で作成されて
いたため、CGI 言語にてウェブページを作成
する一方、ユーザーに使いやすくするため各
民族ごとのデータセットに合わせて個々の
B-LCL 名を列記し、その表現型をプルダウン
方式で入力することとした。また必要に応じ
て Permuation 回数を任意に設定できること
とした。入力したデータは Unix ソフトウェ
アに転送された上、計算結果を表形式で別画



 

 

面を開いて返すこととした。入力した元画面
が残されるため、表現型判定が不完全なデー
タを容易に削除・追加・変更し、再計算でき
るようにした。結果は相関係数の高い SNP 順
に表示されるが、この表示された各 SNP に
HapMapプロジェクトウェブページの該当 SNP
とリンクを張ることで、SNP が存在する遺伝
子などの情報がすぐに得られるようにした。 
本ツールは HapMap SNP Scanner として公開
した（下図）。 

http://hapmap-scanner.fujita-hu.ac.jp/ 
 
 ②さらに、mHAg を検索する際に、拘束性
HLA 分子が検討したい B-LCL に無い場合は遺
伝子導入が必要となる。しかし既に該当 HLA
を保有する場合もあり無駄となる。これまで
HapMapの各個人のSNPデータは公開されてい
たが HLA型情報については一切検討されてい
なかった。そこで本研究では頻用が予想され
る白人（CEU）、日本人（JPT）、中国人（CHB）
について HLA-A, B, C, DRB1 座について遺伝
子型を同定し、これも公開した。各個人につ
いてはその ID に対してこの HapMap B-LCL の
配布を行っている Corriel財団のウェブペー
ジにリンクを張り、各個人の情報が入手でき
るように配慮した。（下図）。 
 

  
 (2) HapMap B-LCL スクリーニング迅速化の
ための、新規 T細胞機能アッセイ系の確立に
ついては、分担研究者の葛島が K562 に IL-15
受容体（IL-15R）を導入したものを HLA 提示
細胞のプラットホームとして樹立した。この
細胞表面に各 B-LCL から分泌された HLA 分子
が結合するように HLA のα３ドメイン末に
IL-15 の一部を結合し、K562 表面の IL-15R

へ ト ラ ッ プ さ れ る よ う に し た 。
HLA-A*24:02-IL15 キメラ遺伝子をレトロウ
イルスベクターに組み込んで B-LCLに感染さ
せ数日間培養後に上清を回収、改変 K562 細
胞と 15 分程度転倒混和して混ぜたあと、抗
HLA 抗体で染色しフローサイトメトリーで解
析した。その結果、従来 HLA が陰性の K562
細胞が 1 Log 以上陽性になった。そこで
JPT+CHBの 90種類のB-LCL全てに遺伝子導入
を行い、同様な実験を行ったところ、半数の
キメラ遺伝子導入 B-LCL の上清では１Log の
シフト未満しか得られなかった。CTL クロー
ンによっては弱い発現でも認識しうるが、
Avidity の低い CTL クローンでは本来陽性の
B-LCL からの上清で偽陰性となった。本 SNP
同定法は最初の表現型判定制度に SNP検出率
が大きく影響を受けるため、改良が必要と考
えられた。原因として導入したHLAと同じHLA
型を持っている場合に、結合するペプチドを
競合し不利になる可能性が考えられた。 
 
 (3) HapMap B-LCL からの脱分化・再分化に
については、まずエピーゾームで核内に存在
する EBV を EBNA1 相補的 DNA で阻害を試みた
が阻害は不十分であったため、別の報告にあ
った競合的ペプチドの添加を行ったところ
未添加と比較して約５割程度の増殖抑制が
できた。次いで、血液細胞からの iPS 作成実
績が報告されているセンダイウイルスベク
ター系で、GFP を組み込んだ陽性コントロー
ルベクターを用いた予備実験ではほとんど
遺伝子導入が出来ないことが判明した。そこ
で Addgene より Yamanaka 因子をコードする
２つのエピゾーマルプラスミドを入手し、
EBV を含む B-LCL の性質を逆に利用して効率
を上げることが出来ないか、電気穿孔法で遺
伝子導入を試みている。 
 
 (4) HapMap B-LCL のパネルの充実と SNP タ
イピングデータの更新については、データが
リリースされたので実施可能な状態にある。
しかしながら次世代シーケンシングが急速
に広まっているため、現世代のデータである
程度関連解析を行って連鎖不均衡ブロック
候補を挙げ、その後にシーケンシングを行う
アプローチも考慮されるため、アップデート
を見合わせている。研究成果(1)で示したよ
うに JPT+CHB のデータセットに白人由来の
CEU データセットを加えることで、Fred 
Hutchinson がん研究所における移植後再発
白血病に対して投与された CTLクローンの標
的抗原 SNP を２種類同定でき（論文⑤）、現
段階のデータセットでも国内のみならず欧
米での本ソフトウェアは有用であることが
示され、パブリックリソースとしての目的を
十分果たすことが出来たと考える。 
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