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「Whole Genome Association 解析による GVHD の原因遺伝子の探索」 

 

１．研究実施の概要 

同種造血幹細胞移植(allo-HSC)は難治性造血器疾患に対する現時点で最も強力な治療手段

であるが、移植片の免疫担当細胞によって惹起される移植片対宿主病(GVHD)は、HSC の最

大の合併症であって、GVHD の制御は移植成績の向上を図る上で最も重要な課題の一つであ

る。GVHD はドナーとレシピエント間における遺伝学的背景の相違、すなわち、マイナー組

織適合性抗原の不適合によって生ずると考えられるが、現時点では GVHD の標的となる臨床

的に重要なマイナー組織適合性抗原はほとんど同定されていない。本プロジェクトでは、

非血縁移植に関する大規模 SNP タイピングと全ゲノム関連解析により、(1)GVHD の発症に

関わるマイナー組織適合性抗原およびその他の遺伝的背景(サイトカイン多型など)を明ら

かにすることにより、オーダーメイドなドナー選択システムを確立することが究極の目的

である。研究初年度である平成 16 年度の研究では、(1)全ゲノム関連解析によるマイナー

組織適合性抗原同定の理論的可能性の算定、(2)JMDP で移植された 5200 試料の HLA DNA タ

イピングによる 1912 例の解析対象性能評価を行い、研究の基礎検討を行った。そこで、本

年度は、GeneChip500K アレイを用いて、560 移植 1120 例の JMDP 試料について、50 万 SNPs

のタイピングを行った。また、移植患者より樹立された CTL と健常 LCL 細胞を用いた CTL

アッセイによる、マイナー抗原同定システムの基礎検討を行った。平成 18 年度については、

タイピングの高速化のための解析システムの増強を行い、また新たに解析の承諾が得られ

た症例からHLA完全一致の移植を新たに選定し計2000移植について50万 SNPsのタイピン

グを行い、関連解析を行う。また、SNP タイピングを行うバンク試料の LCL 化を進めるこ

とにより、CTL を用いた新規マイナー抗原同定システムの確立を図る。 

 

２．研究実施内容 

研究目的:同種造血幹細胞移植(HSC)は現在、難治性造血器疾患に対する最強の治療手段とな

っており、我が国においても年間 3000 例を越える移植が行われているが、一方で、移植に伴う重

篤な副作用が移植成績向上の大きな障壁となっている。これらの移植副作用のなかで、最も重要

と考えられているのは移植片対宿主病(GVHD)であって、移植成績向上のためには GVHD のコン



トロールが極めて重要な課題である。GVHD は基本的には、ドナー/レシピエントにおける組織適

合性抗原の相違に基づくアロ免疫反応であって、組織適合性抗原の不適合が最も重要な要因と

なるが、これに加えて免疫応答性などを規定する遺伝的な背景と移植前処置や感染などの環境的

要因が相互作用することにより成立する。従って、GVHD の予防・治療の観点からは、GVHD の原

因となる組織適合性抗原(とくに標準的な HLA 適合移植で問題となるマイナー組織適合性抗原)

およびその他の遺伝的背景を規定する遺伝子多型を明らかにし、各患者に適したドナーの選択、

あるいは指摘な GVHD 予防を行うことが重要である。一方、同じ移植片によるアロ免疫反応である

GVL は腫瘍細胞の免疫学的排除をになっており、GVL に関わるマイナー抗原の同定は、GVHD

を伴わない腫瘍特異的な免疫療法の確立に必須である。そこで、本プロジェクトでは、近年のゲノ

ム科学の進歩を背景として、大規模 SNP タイピングと全ゲノム関連解析により、これら GVDH の発

症に関わる組織適合性抗原その他の遺伝的背景、さらには移植における治療効果の主体をなす

GLV の標的抗原を網羅的に同定することにより、オーダーメイド移植技術の確立を目指す。 

方法: 対象とするのは、日本骨髄バンクを通じておこなわれた 2000 件の HLA 適合移植で、JMDP

に保存されているドナーおよびレシピエントの保存 DNA 試料を解析に用いる。具体的には、昨年

度の研究で HLA の DNA タイピングを完了した 2600 移植のうち、HLA-A, B, C, DR, DQ 計 10 座

がDNAレベルで完全一致し、シクロスポリンおよびメトトレキセートを用いたGVHD予防が行われた

956 移植のドナー・レシピエントの DNA 1912 試料が対象となる。保存資料の研究への使用に関し

ては、政府の定めるところのヒトゲノム遺伝子解析研究に関する倫理指針に基づいて、日本骨髄バ

ンクおよび東京大学医学部倫理委員会の審査による承認を経て行われている。 

上記 DNA に関して、Affymetrix GeneChip 500K アレイを用いて、50 万 SNP 座の SNP タイピング

を行った。一方、移植の治療効果の主体をなす GVL 効果において標的となるマイナー抗原の同

定を行う目的で、全ゲノム関連解析を用いた CTL の標的マイナー抗原の同定を試みた。すなわち、

移植患者より樹立された CTL 株を用いて、HLA の一致した正常ヒト LCL のパネルをスクリーニング

することにより、抗原陽性 LCL および陰性 LCL を同定し、両群でプールされたゲノム DNA を

Affymetrix 100K アレイを用いて解析することにより、標的マイナー抗原座の同定を試みた。 

昨年度に全ゲノム関連解析における解析力の検討を行ったが、国際 HapMap 計画による 110 万

SNP 座に関する多型情報の公開をうけて、これらの計測値を用た、より現実的な関連解析の検出

力の算定を行った。 

結果・考察: 

(1) SNP タイピング Affymetrix® GeneChip® 500K アレイを用いた JMDP 試料の解析については、

現時点で520移植、計1040試料のタイピングが終了した。一方、残りの432移植試料については、

ドナー/レシピエントの一方ないし両者の DNA 試料の品質不良ないし量的問題があり、今後の解

析には DNA の再抽出作業が必要である。一方、平成 17 年度に新たに研究への保存資料の使用

に関する許諾のえられた 3600 移植分(7200DNA 試料)に関しては、現時点で HLA の DNA タイピ

ングによる確認がほぼ終了した。そこで、これらの中から、HLA10 座適合移植について、引き続き

500K アレイによるタイピングを進める予定である。 



(2)HapMap データを用いた全ゲノム関連解析における検出力の解析では HapMap で公開された

110 万 SNP 座の遺伝型情報に基づいて、関連解析における種々のパラメータについて検出力の

算出を行った。検出力は、多重解析の効果を考慮した上でも、極端に effect size の小さな領域を

除いて、マーカーSNP 数の単調増加関数となるが、30～50 万 SNP でほぼプラトーに達し、これ以

上の SNP 数の増加によって著しい検出力の増加は得られないこと、タグ SNP の使用はマーカー数

を減らす上では、有効であるが、その効果は異なる民族で tagging された SNP では減弱すること、さ

らに、(とくに effect サイズの小さい場合)マーカーSNP 数よりも、むしろサンプルサイズが検出力に

遙かに大きな影響を与えることが明らかとなった。Affymetrix 500K アレイは、1 枚あたり 25 万 SNPs

の解析が可能な 2 枚のアレイで構成されるが、以上の結果は、今回のように研究資源の限られた

解析においては、2 枚のアレイで 1000 移植のタイピングを行うよりは、1 枚のアレイで 2000 移植の

タイピングを行う方が、遙かに高い解析力をうることができることを示しており、プロジェクトの慎重な

設計が必要と考えられた。 

(3)関連解析による CTL の標的抗原の同定 標的抗原が既知の CTL を用いて健常人より樹立され

た LCL パネルをスクリーニングすることにより得られた抗原陽性 LCL40 例および陰性 LCL40 例に

ついてプールされた DNA を Affymetrix 100K アレイで解析した。得られたアレイシグナル強度分布

を独自のプログラムにより解析することにより、最も高いピークを有する遺伝子座として標的抗原座

が同定された。このことから、プール DNA を用いた CTL 標的抗原の同定は十分可能であると考え

られた。本プロジェクトでは、最終的に 4000 例の 50 万 SNP 座に関する SNP 情報が得られるととも

に、現在進めているバンク試料の LCL 化作業によって genotyping された数百例の LCL が樹立さ

れることから、これらの LCL パネルを用いたより高感度な in silico のマイナー抗原同定システムが

確立可能と考えられる。 

結論: 

(1) JMDP における HLA 適合 520 移植、計 1040 試料について affymetrix 500K アレイを用いた

genotyping を完了した。 

(2) HapMap の SNP 情報を用いた全ゲノム関連解析における検出力の詳細な検討を行った。 

(3) CTL アッセイとプール DNA のマイクロアレイ解析を用いた、全ゲノム関連解析による新たなマ

イナー抗原同定システムを構築した。 

 

３．研究実施体制 

「東京大学」グループ 

①研究分担グループ長：小川 誠司（東京大学、客員助教授） 

②研究項目：1500 ペアの非血縁ドナー・レシピエント対についての大規模 SNPs タイ

ピングと GVHD 発症に関する関連解析、およびその他の多角的な関連解

析。健常日本人集団における大規模 SNP データベースの構築。CTL アッ

セイを用いたハイスループットな腫瘍抗原同定システムの構築。全ゲノ

ム関連解析における検出力の解析。 



「名古屋第一赤十字病院」グループ 

①研究分担グループ長：小寺 良尚（名古屋第一赤十字病院、部長） 

②研究項目：研究項目: 研究デザインの構築と対象症例の選定、難治性造血器疾患、その

他の移植合併症に関わる遺伝子多型に関する関連解析。 

 

「愛知県がんセンター」グループ 

①研究分担グループ長：森島 泰雄（愛知県がんセンター、部長） 

②研究項目：対象症例の選定、バンク検体を用いた不死化リンパ球(LCL)の樹立。CTL アッ

セイと SNP タイピングデータを用いた腫瘍抗原同定システムの確立。 

 

「東海大学グループ」グループ 

①研究分担グループ長：岡 晃（東海大学、助手） 

②研究項目：対象症例の選定、バンク検体を用いた不死化リンパ球(LCL)の樹立。試料管理。 

 

「九州大学グループ」グループ 

①研究分担グループ長：山本 健（九州大学、助教授） 

②研究項目：HLA の遺伝子タイピング、GVHD および GVL の発現に関する関連解析。 

 

「日本赤十字東京血液センター」グループ 

①研究分担グループ長：佐竹 正博（日本赤十字東京血液センター、副所長） 

②研究項目：HLA の遺伝子タイピング、GVHD および GVL の発現に関する関連解析。 

 

４．主な研究成果の発表 
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