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研究成果の概要（和文）：ハプロ移植後の患者末梢血液細胞において患者とドナー間で不一致HLA発現のモニタリング
を経時的に行い、キメリズム解析、微小残存腫瘍の同定に有用であった。ハプロ一致移植後にHLA-LOHを生じて再発し
た白血病においてドナーNK細胞の傷害活性が初診時白血病と比較して上昇していた。このNK細胞感受性の上昇の少なく
とも一部はULBP2の発現の上昇により説明可能であった。KIRリガンド不一致移植後に患者HLAによって抑制されないNK
細胞分画（single KIR陽性NK細胞）が増加していた。GMPグレードのNK細胞培養法を確立しでき、アロ反応性NK細胞療
法の基盤整備ができた。

研究成果の概要（英文）：We investigated HLA expression on leukemic blasts derived from patients at diagnos
is and relapse after hematopoietic stem cell transplantation (HSCT) using flow cytometry with locus-specif
ic antibodies. HLA expression analysis was useful for analysis of donor chimerism and minimal residual dis
eases. We found that leukemic blasts with HLA-LOH at relapse were efficiently killed by donor NK cells. Th
is was partially explained because ULBP2 on the leukemic blasts with HLA-LOH was highly expressed. We coul
d monitor single KIR positive NK cells that are not inhibited by patient's HLA. Increased single KIR posit
ive NK cells were related to higher NK cell alloreactivity. Finally, GMP grade NK cell expansion method wa
s established using FDA approved gene modified K562 cells. These findings could establish the rationale of
 allogeneic NK cell therapy using KIR mismatched donor NK cells.
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１．研究開始当初の背景 
 
化学療法不応性の急性白血病はHLA一致同

種造血幹細胞移植をもってしても絶対的予
後不良である。我々は HLA ハプロ不一致移植
における強力な GVL 効果に注目し、化学療法
抵抗性の白血病患者に対し ATG による in 
vivoT 細胞除去を用いたハプロ一致移植を
行った。イタリアのグループおよび申請者ら
はハプロ一致移植後再発白血病の 30-66％ 
に不一致 HLA の欠失（HLA-LOH）が生じ、SNP
アレイ解析によってそのメカニズムがHLAを
コードする 6 番染色体短腕の Uniparental 
disomy（UPD）であることを報告した（Vago L 
et al. New Engl J Med 2009, Villalobos IB, 
Takahashi Y et al. Blood 2010） 
HLAがNK細胞の抑制性受容体のリガンドそ

のものであることからドナーNK 細胞による
感受性の変化とその制御メカニズムの解明
は重要である。イタリアの Ruggeri らは、再
発または化学療法抵抗性の急性骨髄性白血
病（AML）に対し、HLA ハプロ一致造血幹細胞
移植を行い、Natural Killer（NK）細胞の抑
制性受容体である Killer immunoglobulin 
like receptor(KIR)に注目し、そのリガンド
である HLA-Cｗのミスマッチが Graft versus 
Host の方向にある場合に移植後の再発が有
意に少ないことを報告した（Ruggeri et al. 
Science. 15;295(5562):2097-100, 2002）。 
しかし、ハプロ一致移植後に移植ドナー細

胞より樹立した不一致 HLA分子反応性 CTLク
ローンは初診時白血病細胞を傷害したが、
HLA-LOH をおこした白血病細胞は傷害できな
かった（Villalobos IB, Takahashi Y et al. 
Blood 2010）。 一方、ドナーから採取した
NK 細胞は初診時白血病細胞に対し傷害活性
を示さなかったが、HLA-LOH をおこした白血
病細胞には強い傷害活性を示した。このドナ
ー由来 NK 細胞傷害活性は患者体内では移植
後しだいに減弱していく一方、ドナー体内の
NK 細胞では強力な抗腫瘍効果を維持してい
ることから、適切な時期のドナーNK 細胞輸注
がHLA-LOHをおこした白血病細胞の治療に有
用と思われた。 
 今回、KIR リガンド不一致移植後患者リン
パ球を用いてアロ反応性 NK 細胞の同定およ
び抗腫瘍メカニズムの解明を目的とした研
究計画を立案した。 
 
２．研究の目的 
 
治療抵抗性白血病患者に対する造血幹細

胞移植において、患者と KIR リガンド不一致
のドナーを選ぶことによりアロ反応性 NK 細
胞が、Graft versus leukemia（GVL）効果を
起こし、そのようなドナーを選ばない場合と
比べて有意に再発率が減少し、生存率が向上
することから、このアロ反応性ＮＫ細胞のＧ
ＶＬ効果を解明することは、さらに臨床応用
可能な治療法をもたらす可能性が高い。我々

は研究期間に以下のことを明らかにするこ
とを目的とした。 
(1)ハプロ移植後に血液細胞上の患者由来
HLA 発現モニタリングを行うことの有用性 
 移植後の血液細胞において患者とドナー
間で不一致HLA発現をモニタリングすること
は、キメリズムだけでなく微小残存腫瘍
（MRD）への応用、および再発時に HLA-LOH
を同定などに有用であることを明らかにす
る。 
(2)HLA-LOH を生じた患者白血病細胞に対す
るドナーNK細胞の傷害活性の検討 
 ハプロ一致移植後にHLA-LOHを生じて再発
した白血病においてドナーNK 細胞の傷害活
性が初診時白血病と比較して変化していな
いか検討する。 
(3)LOH 白血病細胞に障害活性を持つドナー
由来 NK 細胞の Phenotype を同定する 
すでに同定されている症例におけるLOH患

者由来白血病細胞に対するドナー由来 NK 細
胞 の キ ラ ー 活 性 の 上 昇 は Killer 
Immunoglobulin-like Receptor(KIR)に代表
される抑制受容体と、同じく NK 細胞上に発
現する活性化受容体のバランスにより決定
されると考えられている。そのため NK 細胞
上に発現する抑制性または活性化受容体の
持つ役割を明らかにする。また LOH を起こす
前後で白血病細胞側にそれぞれの NK 細胞受
容体のリガンドの発現量をフローサイトメ
トリー法により同定し、また SNP アレイ法に
より NK 細胞感受性変化に関与する遺伝子変
化を検討する。 
(4)KIR リガンド不一致移植後に、ドナーHLA
に抑制されるが患者 HLA には抑制されない
KIR のみを発現する NK 細胞分画（Single KIR
陽性 NK 細胞）を同定し、移植後の推移と、
アロ NK 細胞活性との相関を検討する。 
(5)大量培養NK細胞クローンを利用した細胞
療法の開発 
 患者由来白血病細胞に障害活性を持つド
ナー由来 NK 細胞クローンの選択的大量培養
を行い GMP 基準に準拠した NK 細胞の大量培
養法を確立し患者に投与できる NK 細胞製剤
の作製を目指す。 
 
３．研究の方法 
 
(1)ハプロ移植後における血液細胞上の患者
由来 HLA 発現モニタリングの有用性を検討 
 One Lambda 社の抗 HLA抗体および白血病に
発現する表面マーカーに対する抗体による
４カラーフローサイトメトリー法を用い、移
植後の血液細胞において患者とドナー間で
不一致HLA発現のモニタリングを経時的に行
う。 
(2)HLA-LOH を生じた患者白血病細胞に対す
るドナーNK細胞の傷害活性の検討 
 ハプロ一致移植後にHLA-LOHを生じて再発
した白血病においてドナーNK 細胞の傷害活
性の初診時白血病と比較した変化を Cr 



release assay 法により検討する。 
(3)LOH 白血病細胞に障害活性を持つドナー
由来 NK 細胞のクローン化と Phenotype の同
定 
 LOH を起こした患者由来白血病細胞に対す
るドナー由来 NK 細胞のキラー活性の上昇は
Killer Immunoglobulin-like Receptor(KIR)
に代表される抑制受容体と、同じく NK 細胞
上に発現する活性化受容体へ入るシグナル
のバランスにより決定されると考えられる。
そのため NK 細胞上に発現する抑制性または
活性化受容体についての持つ役割を明らか
にする目的でLOHを起こす前と後で白血病細
胞側にそれぞれの NK 細胞受容体のリガンド
（HLA, MICA/B, ULBP1-3）の発現量を同定し、
変化を検討する。 
(4)KIR 抗体を用いて、KIR リガンド移植前後
の NK 細胞のうち、ドナーHLA に抑制されるが
患者 HLAには抑制されない KIRのみを発現す
る NK 細胞分画（Single KIR 陽性 NK 細胞）を
フローサイトメトリー法によって解析し、ア
ロ反応 NK 細胞活性との相関をみる。 
(5)大量培養NK細胞を利用した細胞療法の開
発 
 患者由来白血病細胞に障害活性を持つド
ナー由来 NK 細胞を選択的に大量培養し GMP
グレードの細胞製剤の作成法を確立する。 
 
４．研究成果 
 
(1)ハプロ移植後における血液細胞上の患者
由来 HLA 発現モニタリングの有用性を検討：
One Lambda 社の抗 HLA抗体および白血病に発
現する表面マーカーに対する抗体による４
カラーフローサイトメトリー法を用い、移植
後の患者末梢血液細胞において患者とドナ
ー間で不一致HLA発現のモニタリングを経時
的に行い、キメリズム解析、微小残存腫瘍、
微小再発の同定に有用であった。 
 
(2)HLA-LOH を生じた患者白血病細胞に対す
るドナーNK細胞の傷害活性の検討：ハプロ一
致移植後にHLA-LOHを生じて再発した白血病
においてドナーNK 細胞の傷害活性の初診時
白血病と比較した変化を Cr release assay
法により検討し、HLA-LOH をおこした白血病
細胞が起こす前の白血病細胞と比較して NK
細胞感受性が増加していた（図１）。 

 
また、HLA-LOH をおこした白血病細胞の SNP
アレイ解析により、6 番染色体短腕上のある
HLA をコードする部分に、Uniparental 
disomy(UPD)が起きたことで不一致 HLA をロ
スしていることが明らかとなった。（図２） 

 
(3)LOH 白血病細胞に障害活性を持つドナー
由来 NK 細胞の Phenotype の同定：LOH を起こ
した患者由来白血病細胞に対するドナー由
来 NK 細胞のキラー活性の上昇は Killer 
Immunoglobulin-like Receptor(KIR)に代表
される抑制受容体と、同じく NK 細胞上に発
現する活性化受容体へ入るシグナルのバラ
ンスにより決定されると考えられる。そのた
め NK 細胞上に発現する抑制性または活性化
受容体についての持つ役割を明らかにする
目的でLOHを起こす前と後で白血病細胞側に
それぞれの NK 細胞受容体のリガンド（HLA, 
MICA/B, ULBP1-3）の発現量を同定し、変化
を検討した。少なくとも患者１名で ULBP2 の
発現が HLA-LOH 後に上昇していた。 
 
(4)KIR 特異的抗体を用いたフローサイトメ
トリ法により、ドナーHLA に抑制されるが患
者 HLAには抑制されない KIRのみを発現する
NK 細胞分画（Single KIR 陽性 NK 細胞）が同
定可能であった。（図 3） 

 
さらに KIR リガンド不一致移植によって、患
者末梢血にほとんど存在しなかった、この



Single KIR 陽性 NK 細胞が移植後増加した。
（図４，５） 

 
このsingle KIR陽性NK細胞の増加とともに、
患者末梢血中のドナー由来 NK 細胞は患者由
来の PHA刺激 T細胞をより効率よく傷害でき
た。 
 
(5)大量培養NK細胞を利用した細胞療法の開
発：患者由来白血病細胞に障害活性を持つド
ナー由来 NK 細胞を選択的に大量培養し得ら
れた。 

 研究協力者である St Jude Children’s 
hospitalのDr. Dario Campanaのグループが、
NK 細胞を効率よく大量に培養し患者へ輸注
するために遺伝子改変型K562細胞を開発し、

FDA に臨床への使用が認可されている。GMP
基準に準拠した NK 細胞の大量培養法を確立
し患者に投与できる NK 細胞製剤の作製を確
立し、名古屋大学先端医療支援センター内の
GMP 基準の Cell processing center を利用す
ることで、FDA 認可改変型 K562 細胞を用いた
手法でのNK細胞の大量培養法を確立できた。
（図６） 
 
 今後、治療抵抗性白血病に対する HLA ハプ
ロ移植においてアロ NK 細胞を利用した新規
移植治療法による臨床研究の根拠を示せた。
またHLAハプロ一致移植後再発白血病ではド
ナーリンパ球輸注の前に白血病細胞のHLA発
現が消失していないかを調べるべきであり、
HLA-LOH が起きていればドナーリンパ球輸注
の利点がない。一方 NK 細胞の感受性が
HLA-LOH をおこした白血病では上昇している
ことがあり、NK 細胞輸注療法がオプションと
して有用である可能性が示された。実際に患
者に投与できる GMP グレードの NK 細胞培養
法が確立され、アロ NK 細胞モニタリング、
HLA-LOH の解析、NK 細胞療法をセットで行う
ことが可能となったことは臨床的意義が高
い。 
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