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研究成果の概要（和文）：　再生不良性貧血（再不貧）発症の初期段階に関与するサイトカインを同定するため、シク
ロスポリン療法によって改善した非重症再不貧8例の未輸血・未治療時点での末梢血遺伝子発現プロフィルをマイクロ
アレイにより解析した。その結果、赤血球外造血に関連するいくつかの遺伝子の高発現に加えて、造血幹細胞を静止期
に保つIL10、CXCL12などのシグナルパスウェイが活性化されていることが明らかになった。また、免疫抑制療法によっ
て改善した別の再不貧12症例に対するエクソームシーケンシングでは、骨髄異形成症候群で検出される遺伝子変異の他
に、造血幹細胞を負に制御しているPEG3、SMARCA2などの変異が同定された。

研究成果の概要（英文）：In an attempt to identify cytokines responsible for the development of 
immune-mediated bone marrow failure, we determined gene expression profiles of peripheral blood 
leukocytes from eight untreated patients with non-severe aplastic anemia who had not been transfused. 
Expressions of several genes associated with erythropoiesis as well as signaling pathways involved in the 
expression of IL10 and CXCL12 were found to be augmented. Whole exome sequencing of peripheral blood 
leukocytes from 12 aplastic anemia patients who obtained a complete remission after immunosuppressive 
therapy revealed somatic mutations of genes related to hematopoietic stem cell quiescence such as PEG3 
and SMARCA2.

研究分野： 血液内科学
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１．研究開始当初の背景 
再不貧は、細胞傷害性 T 細胞（CTL）が造

血幹細胞を攻撃する結果発症すると考えら
れてきたが、6 番染色体短腕の片親性二倍体
（6pUPD）による HLA アレル欠失血球の動態
を検討した我々の研究により、再不貧の病像
を決定しているのは、むしろサイトカインで
あることが明らかになった（Katagiri, etl 
al. Blood,20011）。しかし、そのサイトカイ
ンの実体は明らかにされていない。 

免疫病態が明らかな軽症・中等症の再不貧
や、巨核球増加を伴わない血小板減少症（前
再不貧状態）では、発病後早期にシクロスポ
リン（CsA）を開始することによって 80％以
上の例で寛解を得ることができる。これは、
造血を抑制しているサイトカインの産生を
CsA が効率よく抑制する結果と考えられる。
このため、病初期の再不貧患者の骨髄や末梢
血単核細胞における遺伝子発現プロフィル
を、CsA の投与前後や、健常者との間で比較
すれば、造血抑制性サイトカインの産生につ
ながるシグナルパスウェイ遺伝子が同定で
きる可能性がある。これまでの骨髄単核細胞
の遺伝子発現検索では図 1 のように、NFAT2
パスウェイの亢進が観察されていた。またそ

の中で、CsA の標的核内転写因子である NFAT
の下流に位置する高発現遺伝子が同定でき
れば、それらが関与するパスウェイから、高
発現しているT細胞サイトカインを推測でき
る可能性がある。 

一方、免疫抑制療法によって改善した多く
の再不貧患者では、PIG-A 変異や 6pUPD 以外
に複数の体細胞遺伝子変異があることが、最
近の次世代シーケンサーを用いた解析によ
り明らかになった。これらの中には細胞増殖
にかかわる遺伝子が含まれていることから、
造血幹細胞における抑制性シグナルに関わ
っている遺伝子変異を同定すれば、それらを
利用して造血抑制性サイトカイン自身を同
定できる可能性がある 
２．研究の目的 
1）CsA 単剤療法によって改善が得られた前再
不貧患者を対象として、CsA 投与前に採取し
た全血球の遺伝子発現プロフィルをマイク
ロアレイ解析により比較する。高発現してい
た遺伝子群のうち、NFAT による制御を受ける

遺伝子とそのシグナルパスウェイから、CsA
によって産生が抑制される造血抑制性サイ
トカインを推測する。 
２) 免疫抑制療法によって改善した再不貧
患者末梢血白血球のエクソンシークエンス
を次世代シークエンサーにより解析し、変異
遺伝子の中から、造血幹細胞抑制性サイトカ
インのシグナル伝達に関わる遺伝子を同定
する。 
３．研究の方法 
1) 発作性夜間血色素尿症（PNH）形質の血球
が陽性で未輸血の再不貧または巨核球減少
性血小板減少症患者から同意を得て全血５
ｍL を Paxgene 採血管に採取する。その後の
CsA 療法により血球減少の改善が確認された
患者を対象として、アジレント社の DNA チッ
プ 60k を用いることにより、遺伝子発現プロ
フィルを決定する。 
2）CsA 単独療法によって改善した再不貧患者
の末梢血から DNA を採取し、イルミナ社の
Hiseq を用いて全エキソンシーケンシングを
行った。 
４．研究成果 
1）輸血歴のない PNH 型血球陽性骨髄不全（非
重症再不貧 6例、巨核球減少性 2例）の遺伝
子発現プロフィルを同年齢の健常者対照5例
と比較したところ、3635 個の遺伝子において
有意な発現の差がみられた。患者において特
に発現が高かったのは、高い順に IFI27 (fold 
change [FC] = +17.7)、HBBP1、CA1、DNAJB13、
THEM5 であった。一方、患者において発現が
低下していたのは、低い順に MFAP3L (FC = 
-6.7)、FCER1A、GNAZ、CLC、CCR3 であった。
パスウェイ解析では、IL-10、miR-483-3p, 
mir-10、mir-1 に関わる経路が再不貧では活
性化していることが示唆された。これらの患
者はその後CsAによって速やかに造血能の改
善が見られたことから、これらの発現
signature を利用することによって、自己免
疫性造血不全を診断できる可能性がある。 
しかし、症例数が限られているため、NFAT の
シグナル経路を利用するサイトカインの同
定には至らなかった。今後も症例数を増やし
て同様の検討を進める予定である。 
2）免疫抑制療法によって寛解が得られた 11
症例を対象として全エクソンシーケンシン
グを行ったところ、全症例において少なくと
も 1個の体細胞遺伝子変異が検出された。複
数症例に渡って検出された遺伝子変異は、
ASXL1,BCOR/BCOR1, DNMT3A, PIGA 以外には 3
症例で RUNX1、U2AF1、2 症例で TET2、ITGA1、
JAK2であった。また、おのおの 1例のみでは
あるが造血幹細胞の分化に抑制的に働く
PEG3、SMARCA2 にミスセンス変異がそれぞれ
43.9％、7.3％のサイズで検出された（図 2）。
これらの異常幹細胞は、炎症性サイトカイン
が骨髄に存在する誘導的造血環境において、
正常幹細胞よりも優先的に活性化されてい
る可能性がある。ただし、現時点では 1）の



シグナルパスウェイとの関係は不明である。
今後も検討を続けていく予定である。 
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