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１．研究実施の概要 

本プロジェクトでは、大規模 SNP タイピング技術を用いた先端的な遺伝疫学的手法によ

り、同種造血幹細胞移植(allo-HSCT)における最大の合併症である移植片対宿主病(GVHD)お

よびその治療効果の主体となる移植片対白血病効果(GVL)の発現に関わるマイナー組織適

合性抗原(mHA)およびその他の多型を網羅的に同定することにより、GVHD の有効な予防手

段・治療法ならびに白血病に対する特異的なアロ免疫療法を開発するための基盤を構築す

る。すなわち、(1)日本骨髄バンク（JMDP）を通じて移植が行われた GVHD 陽性移植 1000 ペ

アと陰性移植 1000 ペアについて、Affymetrix 社の高密度 SNP アレイを用いて 50 万 SNP 座

の genotyping を行い、全ゲノム関連解析により、GVHD および GVL に関わる mHA その他の関

連多型を同定すること、さらに、(2)全ゲノム関連解析の手法を用いた独自のマイナー抗原

同定システムにより白血病特異的なアロ免疫療法の標的となる mHA の同定を行うことを目

指している。 

平成 17 年度までの研究においては日本骨髄バンクを通じて移植された 5200 例を超える

移植についてドナー/レシピエントの HLA DNA タイピングを行い、DNA レベルで HLA が完全

一致した移植例について、Affymetrix GeneChip 500K アレイを用いて 50 万 SNPs のタイピ

ングを行った。平成 18 年度については、平成 13 年度から 16 年までに行われた移植例約

2600 移植についても HLA の DNA タイピングを進め、新たな解析可能症例の集積を図るとと

もに、500K アレイによる SNP タイピング作業を継続し、平成 19 年 3 月までに目的の 60%

に相当する 2400 試料のタイピングを終了した。ドナー/レシピエント両者についてタイピ

ングの終了した約 600 移植の中間解析では、GVHD に関わる多型の候補 SNP 座が複数同定さ

れた。 

一方、平成 17 年度の研究において、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が、平成18年度は、

このシステムさらに発展させた方法として HapMap パネルを用いたマイナー抗原同定シス

テムを開発し、これらのシステムを用いて 3 つの新たな mHA を同定した。 

平成 19 年度については、日本骨髄バンク試料のタイピングの完遂と得られたデータに基



づいた関連解析を実施すること、および新規 mHA 同定システムによる、さらなるマイナー

抗原の同定を進める予定である。 

 

２．研究実施内容 

研究目的: 同種造血幹細胞移植(allo-HSCT)は難治性造血器疾患に対する現時点で最も強力

な治療手段であり、我が国においても年間 2000 例を超える allo-HSCT が行われているが、

現在 allo-HSCT による移植成績を低下させる大きな要因となっているのが、GVHD および移

植後再発である。allo-HSCT の治療効果は、移植片の白血病細胞に対するアロ免疫反応で

あるが、前者はこの反応が宿主の正常組織に対して発現することに、また、後者は白血病

に対するアロ免疫反応(GVL)が有効に発揮されないことに起因している。現在の HLA 一致移

植では、これらのアロ免疫反応は、ドナーとレシピエントで異なる mHA がドナー由来の免

疫担当細胞によって認識されることにより発現すると考えられることから、GVHD の低減と

特異的な GVL の誘導を図り、移植成績の改善を図るためには、これらの mHA を同定するこ

とが極めて重要である。そこで、本プロジェクトの目的は、最先端の遺伝疫学の手法を駆

使して、GVHD および GVL に関わる mHA およびその他の多型を可能な限り同定することによ

り、個々の患者に応じた最適なドナー選択、GVHD 予防法の確立と、白血病細胞特異的なア

ロ免疫療法を開発するための知的基盤を構築することである。具体的には、日本骨髄バン

クを通じて行われた 2000 件の HLA 完全一致非血縁移植のドナー・レシピエントについて、

Affymetrix GeneChip 500K アレイを用いた大規模 SNP タイピングを行い、全ゲノム関連解

析により、目的の mHA その他の GVHD/GVL に関わる多型の網羅的な探索を行う。また、移植

後患者より樹立した CTL を用いた CTL アッセイと全ゲノム関連解析の手法を組み合わせた

新たな mHA 同定システムを構築し、これにより GVL に関わる mHA の網羅的な同定を行う。 

これらの基盤構築により、オーダーメイドなドナー選択システムおよび造血器腫瘍に対す

る特異的なアロ免疫療法を確立することが究極の目的である。 

 

方法:日本骨髄バンクを通じて H16 年までに行われた約 7800 件の非血縁者間骨髄移植のドナー/

レシピエントの保存試料についてHLAのDNAタイピングを行い、HLA A, B, C, DR, DQ座がDNA

レベルで完全に一致した移植試料を解析に用いる。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

グを行ない、GVHD 陽性群および陰性群を Case/Control として全ゲノム関連解析を行う。関連解

析は、SNP の適合/不適合の有無、およびドナーおよびレシピエントにおける genotype について行

う。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、移植後

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。また、HapMap パ

ネルの LCL を同様に CTL アッセイにより抗原陽性群/陰性群を同定し、HapMap PhaseII data に基

づいて全ゲノム関連解析により、標的マイナー抗原の遺伝子座の同定を行った。 

 

結果・考察: 

(1) 平成 17 年度までに HLA の DNA タイピングを行った 5200 例に加えて 2600 例の HLA DNA タ

イピングを追加し、HLA 10 座一致の移植症例を同定した。7800 例の移植のうち、10 座一致の移

植は 2656 例で、GVHD 予防として CyA+MTX ないし FK506+MTX が用いられ、かつ GVHD に関

するデータの存在する 2058 例が同定され、うち、2058 移植について最終的に DNA が保存されて

いる移植 1856 例を SNP タイピングの対象とした(うち 35%に GradeII 以上の GVHD が認められてい

る)。 

(2)上記試料のうち平成 19 年度末までに計 1200 移植に相当する約 2400 例について Affymetrix® 

GeneChip® 500K ア レ イ に よ る 50 万 SNP の タ イ ピ ン グ が 終 了 し た 。 Call rate お よ び

Hardy-Weinberg 平衡による Quality チェックを通過した試料で、ドナー/レシピエントともにタイビン

グの完了した約 600 移植について全ゲノム関連解析による中間解析を行った。統計検定の閾値は、

全症例の 10000 回の permutation により genome-wide p=0.05 となるように決定した。アレル不適合

およびドナー/レシピエントに関する全ゲノム関連解析では、複数の SNP 座が陽性と判定されたが、

統計値と連鎖不平衡の相関は必ずしも良好ではなく、SNP タイピングにおける系統的エラーがバイ

アスとなっている可能性を否定しえなかった。 

(2)CTL アッセイと全ゲノム関連解析を用いた mHA の同定では、プール DNA を用いた解析により、

2 つの CTL クローンについて標的 mHA 抗原を同定することに成功し、これらの抗原についてエピ

トープの同定を行った。一方、HapMap を用いた in silico の解析においても、1 つの mHA 座の候補

が同定された。これは、以前に村田らにより報告された mHA 遺伝子座に一致したことから、本シス

テムが有効に機能していることが示された。 

 

結論: 

(1) JMDP における HLA 適合移植例のドナー/レシピエントに由来する 2400DNA 試料について

affymetrix 500K アレイを用いた genotyping を完了した。中間解析では、複数の GVHD に関わ

る多型が抽出された。 

(2) 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用いた mHA の同定を行った。また、HapMap PhaseII データセットと

同LCLパネルを用いた効率的な mHA 同定システムを開発し、そのパフォーマンスの検証を行

った。これらのシステムを用いることにより、今後ハイスループットな mHA の同定が期待される。 

 



３．研究実施体制 

（１）「東京大学(小川誠司)」グループ 

①研究者名 

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。 

 

（２）「名古屋第一赤十字病院(小寺 良尚)」グループ 

①研究者名 

小寺 良尚（名古屋第一赤十字病院 部長） 

②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。 

 

（3）「愛知県がんセンター(森島泰雄)」グループ 

①研究者名 

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。 

 

（4）「東海大学(岡晃)グループ」グループ 

①研究者名 

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。 

 

（5）「九州大学(山本健)グループ」グループ 

①研究者名 

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。 

 



（6）「日本赤十字東京血液センター(佐竹正博)」グループ 

①研究者名 

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。 
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