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研究成果の概要（和文）：患者白血病細胞の20～99%はHLA-DP陽性だった。HLA-DP不適合移植後の患者7名の末梢血単核
球から24の細胞傷害性Tリンパ球（CTL）ラインを樹立しクローン化した。HLA-class IおよびDRに特異的なCTLは分離さ
れたが、DP特異的CTLは１つも分離されなかった。頻回輸血患者8名の血清中抗HLA抗体を解析した。class I特異的抗体
は検出されたが、DP分子を含めclass IIに対する抗体は1つも検出されなかった。DP以外のHLAを認識する抗HLA抗体を
含む患者血清を用いて解析したところ、抗HLA抗体の発揮する細胞傷害活性には少なくともADCC活性が関与することが
示された。

研究成果の概要（英文）：The 20-99% of leukemia cells was positive for HLA-DP expression. Twenty-four cytot
oxic T cell (CTL) lines were isolated from blood obtained from seven patients who had received HLA-mismatc
hed hematopoietic stem cell transplantation. All CTLs recognized HLA-class I or DR molecules but not DP mo
lecule. Anti-HLA antibodies were detected in blood obtained from eight patients who had received multi-tra
nsfusion. All antibodies recognized HLA class I but not class II molecules. In vitro assay using patient s
erum containing anti-HLA antibody demonstrated that the hematopoietic stem cells were lysed by anti-HLA an
tibody through ADCC activity. Stimulation of T cells by .221 cells transfected with each HLA-DP cDNA const
ruct is ongoing.
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１．研究開始当初の背景 
	 我が国で実施される同種造血幹細胞移植
の約 7割は非血縁者をドナーとしている。原
則として HLA-A,B,DR が一致したドナーを選
択するが、他の HLA、特に DP が不一致となる
頻度は高い。最近の日本人非血縁者間骨髄移
植を対象とした統計解析で、DP 不一致ドナー
からの移植は一致ドナーからのそれと比べ
て、白血病再発率が有意に低下し、一方 grade	 
3以上の重症急性GVHD発症率は上昇しないこ
とが確認された（Blood.	 113:2851-8,2009）。
このことから、ドナー由来の Tリンパ球や抗
体は、不適合 DP を発現している残存患者白
血病細胞を攻撃し、かつ患者上皮細胞は攻撃
しないもしくは弱く攻撃する、との仮説を立
てることができる。しかし DP に対する移植
後免疫応答について詳細に検討した報告は
ほとんどない。 
 
２．研究の目的 
	 不適合 HLA-DP に対する T リンパ球反応と
抗体反応を、移植後患者検体を用いて主とし
て in	 vitro で解析し、GVL 効果や GVHD など
の同種免疫応答におけるそれらの意義を明
らかにすることを目的とする。その成果は DP
特異的Tリンパ球による養子免疫療法や抗DP
抗体療法などの開発基盤になると考えられ
る。	 
	 
３．研究の方法 
（１）提供者に対し文書による説明を行い且
つ文書による同意を得た上で、血液、骨髄、
皮膚等を採取し、Ficoll 法にて単核球や血液
腫瘍細胞を分離した。EBV を感作させて不死
化 Bリンパ球（EBV-LCL）を作成した。CTL ク
ローンの樹立は、末梢血単核球成分を Pan	 T	 
cell	 Isolation	 kit	 II（Miltenyi）を用い
て T リンパ球へ純化し、刺激細胞と共に 14
日間培養、次に増殖した Tリンパ球ラインを
1ウェルあたり 0.3個となるよう U底 96ウェ
ルプレートに撒き、IL-2 加培養液中で約 14
日間培養してクローン化した（限界希釈法）。	 
	 
（２）得られた Tリンパ球クローンの HLA 拘
束性は、様々な HLA を有する多数の EBV-LCL
による刺激試験の結果により決定した。T リ
ンパを 96 ウェルプレート上で刺激細胞と共
に 16〜24 時間培養し、培養液中へのインタ
ーフェロン（IFN）γ産生量を測定した（ELISA
法）。また細胞傷害活性は Cr 遊離試験で評価
した。	 
	 
（３）HLA-DP の発現量は抗 DP 抗体を用いて
フローサイトメトリー（FCM）で解析した。	 
	 
（４）血清中抗 HLA-DP 抗体の検出及び定量
は、まず LABScreen	 PRA（One	 Lambda）を用
いて一次スクリーニングを行い、陽性になっ
た場合は LABScreen	 Single	 Antigen	 kit（One	 
Lambda）を用いて各アリルに対する抗体を定

量的に測定した。	 
	 
（５）CFU-GM コロニーアッセイは骨髄より分
離した有核細胞を MethoCult	 H4034（Stem	 
Cell	 Technologies）で培養し、14 日後に顕
微鏡下でカウントした。ADCC 活性は、骨髄有
核細胞に、同一個体の血液から NK	 Cell	 
Isolation	 kit（Miltenyi	 Biotech）を用い
て分離した NK 細胞と、HLA 抗体を含む or 含
まない血清を加え、その後上記同様のコロニ
ー培養を行い 14 日後にカウントした。	 
	 
（６）HLA-DPB1およびDPA1の cDNA	 construct
は、単核球より抽出した RNA から各 cDNA を
RT-PCR で合成し pEAK10 ベクターに組み込ん
で作成した。	 
	 
４．研究成果	 
（１）EBV-LCL をコントロールとして、白血
病/リンパ腫細胞株における HLA-DP の発現量
を FCM で解析した。EBV-LCL における DP 陽性
細胞の割合は 99%だったのに対し、Raji、
Jurkat などの白血病/リンパ腫細胞株におけ
る DP 陽性細胞の割合は 84〜99%だった。	 
	 
（２）急性骨髄性白血病（AML）患者および
急性リンパ性白血病（ALL）患者から提供を
受けた白血病細胞における HLA-DP の発現量
を解析したところ、70〜99%の細胞で DP を発
現していた。また AML、ALL の白血病細胞の
うちCD34陽性/CD38陰性の分画に着目して解
析したところ DPの発現を明確に確認し得た。
一方、成人 T細胞性白血病/リンパ腫（ATLL）
の腫瘍細胞のうち DP 陽性細胞の占める割合
は 20〜30%だった。ただし ATLL 腫瘍細胞を
CD3/CD28 ビーズで刺激すると DP 陽性細胞の
割合は 50〜60%まで上昇した。	 
	 
（３）患者から提供を受けた皮膚組織由来の
線維芽細胞では、IFNγ等のサイトカインで
刺激を加えない限り、HLA-DP の発現は認めな
かった。	 
	 
（４）HLA-DP が不適合の関係にある提供者 2
名の末梢血から PBMC を抽出し、試験管内で
共培養（刺激）することで、不適合 HLA を認
識する CTL クローンの樹立を試みた。計 7組
の共培養を行い、24 の T リンパ球ラインを分
離した。さらに刺激細胞に対してのみ特異的
な細胞傷害活性を呈する 4つの Tリンパ球ク
ローンについて詳細な解析を行った。	 
	 
（５）CTL クローン#1 について。この CTL は
HLA-DPB1*04:01/*05:01 を有する PBMC を、
*02:01/*09:01を有するPBMCで刺激して得ら
れた。Cr 遊離試験で、非刺激細胞に対して細
胞傷害活性を全く示さず、刺激細胞に対して
のみ細胞傷害活性を示した。T 細胞受容体 V
β8を使用していた。表面抗原はCD3陽性/CD4
陽性/CD8 陰性で、HLA-class	 II を認識して



いる可能性が高いと考えられた。抗
HLA-class	 I	 抗体および抗 HLA-class	 II	 抗
体を用いた blocking	 assay の結果から（上
清中の IFNγ産生量を ELISA で測定）、この
CTL クローンは HLA-class	 II を認識すること
が示された（図１）。次に様々な HLA-DRB1、
DQB1、DPB1 を有する種々の EBV-LCL による
CTL 刺激試験を行った結果（IFNγ産生量,	 
ELISA）、DP ではなく DRB1*15:02 を認識して
いることが示唆された（表１）。さらに
DRB1*15:02	 cDNA を遺伝子導入した COS 細胞
で CTL クローンを刺激することにより、
DRB1*15:02 特異的であることを確認した。す
なわち CTL クローン#1 は DP 分子を認識する
CTL ではなかった。	 
	 
（図１）	 

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 

（表１）	 

R,	 responder;	 S,	 stimulator;	 L,	 EBV-LCL	 

	 
（６）その他のCTLクローン#2〜4について。
CTL クローン#1と同様の解析を行ったところ、
いずれも HLA-DP を認識するクローンではな
かった。	 
	 
（７）HLA-DP 分子を認識する抗体について。
HLA 適合血小板製剤の輸血を必要としている
血液疾患患者 8名から血清の提供を受け、血
清中抗 HLA 抗体が認識する HLA 分子の特定を

LABScreen	 Single	 Antigen	 kit を用いて解析
した。しかし class	 I 特異的抗体は検出され
たものの、DP 分子を含め class	 II 分子を認
識する抗体は検出できなかった。	 
	 
（８）抗 HLA 抗体陽性の（抗 DP 抗体陽性で
はない）患者から血清の提供をうけ、造血細
胞に対する細胞傷害活性を評価した。認識す
る HLA 分子を有する骨髄有核細胞を寒天培地
で培養し形成された CFU-GM コロニー数を測
定する系において、NK 細胞存在下でさらに抗
体陽性血清を加えると CFU-GM コロニー数は
有意に減少した（NK 細胞のみ加えた場合や、
抗体陽性血清のみ加えた場合には減少しな
かった）。すなわち抗 HLA 抗体による細胞傷
害活性には少なくとも ADCC 活性が関与する
ことが示された。なお補体を加えて CDC 活性
による細胞傷害活性の有無も確認したが検
出できなかった。	 
	 
（９）HLA-DP アリルのうち比較的抗原性が高
いとされる 02:01、04:01、04:02（いずれも
アミノ酸 84〜87 番が GGPM の配列を有する）
を少なくとも片アリルに持つ患者に対し、比
較的抗原性が低いとされる 05:01、09:01、
13:01（いずれもアミノ酸 84〜87 番が DEAV
の配列を有する）を両アリルに持つドナーか
ら移植が行われる頻度を、日本人間移植にお
いて算出した。森島、村田らは第 36 回日本
造血細胞移植学会総会で非血縁者間造血幹
細胞移植における HLA-DPB1 適合度の移植免
疫反応への影響について報告した。その中で、
日本骨髄バンクを介して行われた骨髄移植
7951例を解析したところ、HLA-A,	 B,	 C,	 DRB1,	 
DQB1 の計 10 アリル全てが一致していたのは
2285 例、そのうちさらに DP が両アリルとも
一致していたのは 740 例、DP が片アリル不一
致だったのが 1181 例、DP が両アリルとも不
一致だったのが 364 例だった。これに川瀬ら
の報告（Blood	 2009;	 113:2851-8）にある各
DP アリルの組み合わせ頻度のデータを加味
すると、HLA-A,	 B,	 C,	 DRB1,	 DQB1 の計 10 ア
リルが全て一致していた 2285 例中、DPB1 ア
リルが DEAV（ドナー）→GGPM（患者）となる
組み合わせだった症例は約 150 例（約 6%）と
推定された。当然 HLA-A,	 B,	 C,	 DRB1,	 DQB1
の計 10 アリルのうち 1 アリル以上の HLA が
不一致の症例の中にも、DPB1 アリルが DEAV
→GGPM となる組み合わせは約 6%（あるいは
それ以上）含まれていたと推定される。しか
し本研究の結果より、そのような組み合わせ
においては不適合 HLA-DP 特異的細胞性免疫
応答（T リンパ球応答）および液性免疫応答
（抗 HLA 抗体）よりも、他の HLA（特に class	 
I）特異的な免疫応答が dominant になるもの
と推測される。	 
	 
（１０）ここまでの実験では、HLA-DPが不適
合の関係にある提供者2名由来のPBMCを共培
養しても、不適合HLA-class	 I	 分子からの刺

 
Characteristics of B-LCL IFN 

HLA-DRB1 HLA-DQB1 HLA-DPB1  

R 09:01 04:05 03:03 04:01 04:01 05:01 − 

S 09:01 15:02 03:02 06:01 02:01 09:01 + 

L1 09:01 15:02 03:03 06:01 05:01 - + 

L2 15:02 - 06:01 - 05:01 09:01 + 

L3 04:03 15:02 03:02 06:02 02:01 05:01 + 

L4 09:01 15:02 03:03 06:01 02:01 09:01 + 

L5 04:03 04:06 03:02 - 03:01 05:01 − 

L6 01:01 08:03 05:01 06:01 05:01 - − 

L7 09:01 04:10 03:03 04:02 02:01 05:01 − 

L8 03:01 13:01 06:03 02:01 04:02 09:01 − 



激が優位となり、class	 II	 分子を認識する
CTLは分離されなかった。また血清中class	 II
分子特異的抗体も分離されなかった。そこで
現在はさらに各DPアリル分子のcDNAプラスミ
ドを作成し、それをCOS細胞や.221細胞など
HLA分子を発現してない細胞へ遺伝子導入し、
Tリンパ球を刺激する実験を進めている。すで
にDPB1*05:01,	 02:01,	 04:02,	 09:01（これら
のアリルは日本人におけるDPB1アリル頻度上
位4つであり、合わせて80%以上の日本人をカ
バーする）と、DPA1*01,	 02:01,	 02:02を作成
済みである。	 
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