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緒緒  言言  

 
骨髄不全とは、骨髄機能の低下によってすべての血球が減少する状態で、その中には特発性再生不良性貧血（aplastic 

anemia：AA）、骨髄異形成症候群（MDS）、発作性夜間ヘモグロビン尿症（PNH）などが含まれる。その中でも多く

が自己免疫によって発症するAAは、末梢血でのすべての血球の減少（汎血球減少）と骨髄の細胞密度の低下（低形成）

を特徴とする疾患である。病気の本態は「骨髄毒性を示す薬剤の影響がないにもかかわらず、造血幹細胞が持続的に  

減少した状態」ということができる。近年、わが国の人口の高齢化に伴い、AAを含む骨髄不全は患者数が増えている。

AAに対しては免疫抑制療法や造血幹細胞移植が行われているが、いずれも原因療法ではないため、治療成績が良好と

は言えないのが現状である。治療が奏効しなかった患者の多くは感染症や出血などで致死的な経過をたどる。 
AA の約 70％は、抗胸腺細胞グロブリン（ATG）やシクロスポリンなどの T 細胞を標的とする免疫抑制療法によっ

て改善する。これらの臨床的観察から、AAは、血液を生産する骨髄において、すべての血球の種にあたる「造血幹前

駆細胞（hematopoietic stem progenitor cell：HSPC）」上の自己抗原を認識する細胞傷害性 T 細胞（cytotoxic T 
lymphocyte：CTL）がHSPCを破壊することによって発症する自己免疫疾患であると考えられている。しかし、発症

時すでに骨髄が枯渇していることから、CTLが認識する自己抗原は全く分かっていない。CTLが認識するHSPC上の

自己抗原の同定は、AA を始めとする特発性骨髄不全の研究においてもっとも重要なテーマである。我々は、AA 患者

の約 30％において、ヒト白血球抗原（HLA）遺伝子が位置する 6 番染色体短腕の片親性ダイソミーや HLA クラス I
遺伝子の機能喪失型変異によって、特定のHLAクラス Iアレルを欠失させた白血球が検出されることを見出し、その

中でもHLA-B4002を欠失させる頻度が高いことを明らかにしてきた［1～5］。以上より、AA患者では、CTLがHLA-
B4002 により提示されるペプチドを認識してHSPC を攻撃しており、HLA-B*40:02 変異HSPC はCTL からの攻撃

を免れることによって造血を支持していると考えられる。このため、CTL が認識する HLA-B4002 提示ペプチドを  

同定できれば、それがAAの自己抗原である可能性が高い。本研究はAA患者 iPS細胞由来造血前駆細胞（HSPC）を

用いてCTLを誘導し、その標的抗原を同定することを目的とする。 
 

方方  法法  

 
11．．66ppLLOOHH陰陰性性細細胞胞はは傷傷害害すするるがが、、66ppLLOOHH陽陽性性細細胞胞はは傷傷害害ししなないいCCTTLLククロローーンンのの単単離離  

HLA-B4002 陽性で、HLA クラス I アレル欠失が検出される AA 患者の末梢血から単球と CD8 陽性 T 細胞を単離

し、単球から iPS細胞を作製ののち、6pLOH陽性・陰性のそれぞれからHSPCを誘導することとした。上記AA患者

のCD8 陽性T 細胞から、6pLOH 陰性細胞は傷害するが、6pLOH 陽性細胞は傷害しないCTL クローンを単離した。 
22．．CCTTLLののTTCCRRククロロノノタタイイププのの決決定定とと、、健健常常者者ののTT細細胞胞ととレレトトロロウウイイルルススをを用用いいたたTTCCRR導導入入TT細細胞胞のの作作製製  
細胞傷害活性を持つCTLのTCRクロノタイプを決定し、高頻度に認められたTCRVβ配列の cDNAを用いて健常

者のT細胞とレトロウイルスを用いてTCR導入T細胞を作製した。 
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33．．HHLLAA発発現現KK556622細細胞胞にに共共刺刺激激分分子子をを導導入入ししたた人人工工抗抗原原提提示示細細胞胞のの作作製製  
HLA-B4002、B5401などの特定のHLAを発現させたK562細胞にCD80・CD137Lなどの共刺激分子を導入した

人工抗原提示細胞を作製し、TCR 導入T 細胞のHLA 導入K562 細胞や iPS 細胞由来造血幹細胞に対する細胞傷害活

性を IFNγのELISA法により決定した。 
44．．HHLLAA導導入入KK556622細細胞胞ににおおけけるる免免疫疫沈沈降降をを行行いいたたHHLLAA結結合合ペペププチチドドのの精精製製  

HLA 導入 K562 細胞から HLA クラス I 抗体を用いて免疫沈降を行い HLA 結合ペプチドを精製したのち、酢酸  

バッファーを用いてnanoLC-MS/MSで解析することにより、HLA分子によりに提示されるペプチドを同定した。 
55．．候候補補遺遺伝伝子子ををノノッッククアアウウトトししたたKK556622細細胞胞のの作作製製ととTTCCRR導導入入TT細細胞胞ととのの反反応応性性のの評評価価 

4 により明らかとなった遺伝子を CRISPR/Cas9 によりノックアウトした K562 細胞を作製し、3 で決定した TCR
導入T細胞との反応性を IFNγのELISA法により評価した。 
 

結結  果果  

  

11.. 66ppLLOOHH陰陰性性細細胞胞はは傷傷害害すするるがが、、66ppLLOOHH陽陽性性細細胞胞はは傷傷害害ししなないいCCTTLLククロローーンンのの単単離離 
HLA クラス I アレル欠失陽性AA 患者のCD8 陽性T 細胞から、野生型HSPC は傷害するが、B4002 欠失HSPC

は傷害しない CTL クローンを単離することに成功した。これらの中で高頻度に検出された TCR のうちの一つは、  

同一症例の発症時の骨髄PD-1陽性CD8陽性T細胞からも検出された。 
22.. CCTTLLののTTCCRRククロロノノタタイイププのの決決定定とと、、健健常常者者ののTT細細胞胞ととレレトトロロウウイイルルススをを用用いいたたTTCCRR導導入入TT細細胞胞のの作作製製  

CTL において高頻度に認められた TCRVβの配列を用いて、レトロウィルスベクターで TCR 導入 T 細胞を作製す

ることに成功した（図1）。 
 

 
図1．レトロウィルスベクターを用いたTCR導入T細胞の作製  

上部はTCR 導入T 細胞の作製過程を、下部はそれぞれのTCR の導入効率を示している。 
 
33.. HHLLAA発発現現KK556622細細胞胞にに共共刺刺激激分分子子をを導導入入ししたた人人工工抗抗原原提提示示細細胞胞のの作作製製  

CTL のうち、高頻度に認められた 2 種類の TCR を導入した TCR トランスフェクタントは HLA-B4002 拘束性に

HLA-B4002導入K562細胞または野生型の iPS細胞由来HSPCを傷害した（図2） 
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図2．CD80＋CD137L＋ K562細胞に対するTCR導入T細胞の細胞傷害活性 

HLAB4002拘束性に細胞傷害活性を有するTCRを同定した。 
Two-way ANOVA、*p<0.05。 

 
44.. HHLLAA導導入入KK556622細細胞胞ににおおけけるる免免疫疫沈沈降降をを行行いいたたHHLLAA結結合合ペペププチチドドのの精精製製  

HLA-B4002 導入 K562 細胞を nanoLC-MS/MS で解析したところ、15 個のペプチドが同定されたが、そのうち  

10個はHLA-B4002によって抗原提示されやすいアミノ酸配列を有していた。 
55.. 候候補補遺遺伝伝子子ををノノッッククアアウウトトししたたKK556622細細胞胞のの作作製製ととTTCCRR導導入入TT細細胞胞ととのの反反応応性性のの評評価価 
それらのペプチドのなかから、造血幹細胞の増殖・制御に重要な役割を果たしている特定の遺伝子XをCRISPR/Cas9

によりノックアウトしたK562-B4002細胞を作製し、上記2種類のTCRトランスフェクタントの反応を評価したとこ

ろ、コントロールと比較して有意に反応が減弱していた。 
 

考考  察察  

 
AA 研究において、造血幹細胞を攻撃している CTL の実態やその標的抗原は長年不明であった。その大きな理由と

して、発症時既に骨髄が枯渇していることから、十分な造血幹細胞が得られず、病態研究が困難であるという問題が  

あった。そこで、iPS 細胞を用いることによってこれらの問題点を克服することを考えた。すなわち、iPS 細胞から  

誘導した造血幹細胞を標的細胞として使用し、また、HLA の発現を欠失している幹細胞は傷害しないが、正常な幹  

細胞は傷害するようなCTLを単離することを考えた。 
今回の研究によって同定された TCR 導入 T 細胞は発症時の骨髄 PD-1 陽性 CD8 陽性 T 細胞にも検出され、HLA-

B4002 拘束性に iPS細胞由来HSPC やK562細胞に対する細胞傷害活性を有していたことから、HLA-B4002 によっ

て提示される自己抗原を認識していると考えられた。したがって、これらのTCR導入T細胞はAAの自己抗原の同定

に非常に有用なツールであると考えられた。 
nanoLC-MS/MSにより同定されたHLA-B4002に提示されるペプチドのなかから、造血幹細胞の増殖・制御に重要

な役割を果たしている特定の遺伝子をCRISPR/Cas9 を用いてノックアウトしたところ、TCR 導入T 細胞の細胞傷害

活性が減弱したことから、AAの自己抗原となっている可能性がある。 
今後、候補ペプチドと HLA-B4002 蛋白を用いて HLA テトラマーを作製し、HLA-B4002 を保有する AA 患者の 

末梢血に抗原特異的T細胞が高頻度に検出されるかを明らかにする予定である。 
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