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はじめに

再生不良性貧血は、造血幹細胞の持続的な減少のために、すべての血球の

減少と骨髄の低形成を来す難治性の血液疾患である。造血幹細胞に対する自己

免疫的な攻撃によって発症すると想像されているが、長年の研究にもかかわら

ず免疫反応の引き金となる自己抗原は不明であった。われわれは、HLA-

DRB1*1501の保有と発作性夜間血色素尿症(paroxysmalnocturnal

hemoglobinuria，PNH)形質の血球の微増、という免疫病態の二つのマーカ

ーを兼ね備えた再生不良性貧血患者の血清中に、巨核球への分化能を持つ白血

病細胞株U'1廷7由来の80kD蛋白に対する抗体が存在することを見出した。同

時に、この白血病細胞株のcDNAライブラ1ノーと患者血清を用いたSEREX法

により、同じ患者群の血清中にdiazepam-bindinginhibitor-related

sequence-1(DRS-1)に対する抗体が検出されることを明らかにした。

本申請課題の研究では、まず、一部の再生不良性貧血患者血清抗体によっ

て認識される白血病細胞株UTZ7由来の80kD蛋白を同定するため、免疫沈降

により精製したこの蛋白のアミノ酸配列をmassfingerprintingを用いて同定

した。その結果、この蛋白は、これまで一部の自己免疫疾患で自己抗体が証明

されている細胞膜関連蛋白のモエシンであることが判明した。モエシンは、

RhoAキナーゼによってリン酸化を受けることから、このキナーゼ活性が冗進

しているPNH血球陽性再生不良性貧血の免疫学的な骨髄抑制メカニズムに関

わっている可能性がある。この蛋白に対する血清中の抗体価をELISA法によ

り測定したところ、再生不良性貧血患者43例中20例(46.5%)にこの蛋白に

対する抗体が検出された。抗体の陽性率は、PNH型血球陽性の再生不良性貧

血患者では22例中14例（64%）であったのに対し、PNH型血球陰性の再生

不良性貧血患者18例3例（17％）のみであった。本研究成果については、再

生不良性貧血患者血清に存在する自己抗体の検出方法として特許を出願中（出

願番号特願2004-333725)である。

さらに、モエシン抗体の性状を明らかにするためエピトープマッピングを

行ったところaa347-360(I､KKAQQEIEEQTRS)が抗体エピトープのホット

スポットとして同定された。抗80kD抗体は、再生不良性貧血患者だけでなく、

'|曼性関節リウマチ患者の約4割の患者血清中にも検出されることが知られてい

る。'|曼性関節リウマチ患者血清中の抗モエシン抗体が同じ工ピトープを認識す

るかどうかについては今後明らかにする必要がある。

一方、UT-7由来のcDNAライブラリーのスク1j－ニングにより同定した蛋

白diazepam-bindingprotein-relatedsequence-1(DRS-1)に対する抗体は

PNH血球増加再生不良性貧血例84例中の32例(38.1%)に検出された｡DRS-1

1



のcDNヘ断片に由来するGST融合蛋白を作成し、各々に対する抗体の有無を

決定したところ、抗体陽性者の約半数において、173-198位のペプチドに対す

る抗体が検出された。DRS-1のアミノ酸配列は2種類のHLA-DR15結合配列

を含んでおり、その一方は、抗体エピトープと重複していた。このDR15蛋白

と結合するT細胞エビ|､一プのペプチドを合成し、DRS-1ペプチド特異的T

細胞の前駆細胞頻度をELISPOTアッセイで調べたところ、抗DRS-1抗体陽

性でDR15を持つ患者では、検討した2例の両例においてDRS-1特異的T細

胞の前駆細胞が高頻度に検出された。

さらに、再生不良性貧血患者の血清中に検出された抗DRS-1抗体は、慢性

骨髄性白血病(CML)患者の血清中にも33例中14例(42%)に検出された。

CML細胞株におけるDRS-1発現の有無を、DRS-1に対するモノクローナル

抗体を用いたWesternblottingにより検索したところ、K562､KHSS、KUS12

など検索した8細胞株のうち7細胞株がDRS-1を高発現していた｡HLA-DR15

によって提示されるDRS-1ペプチ|ﾐと、抗DRS-1抗体陽性者の末梢血単核細

胞を用いてDRS-1特異的CD4陽性T細胞を誘導し、DR15陽性のKH88に

対する細胞傷害性を検討したところ、T細胞の用量依存性にKHSSが傷害され

た。これらの所見から、抗DRS－1抗体を持つHLA-DR15陽性CML患者にお

いては、DRS-1特異的CD4陽性がCML幹細胞の抑制に関わっている可能性

が示唆された。
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2．

3．

4．

Polyclonalhematopoiesislnaintainedinpatientswithbonemarrow

failureharboringaminorpopulationofparoxysmalnocturnal

hemoglobinuria-typecells.BloodlO2:1211-1216,2003

SugimoriC,KaitoK,NakaoS:Persistentremissionafter

immunosuppressivetherapyofhairycellleukemiamimicking

aplasticanemia:twocasereports.IntJHematol77:391-394,2003

FengX,Chuhio工,SugimoriC,KotaniT,LuX,TakamiA,

TakamatsuH,YalnazakiH,NakaoS:Diazepam-bindinginhibitor-

relatedproteinl:acandidateautoantigeninacquiredaplastic

anemiapatientsharboringarninorpopulationofparoxysmal

nocturnalhemoglobinuria-typecells.BloodlO4:2425-2431,2004

SugimoriC,ChuhiO'lg,WangH,FengX,Takami4,TeramuraM,

7



MizoguchiH,OmineM,NakaoS:RolesofHLA-DR15allelesinthe

phathophysiologyofacquiredaplasticanemia:methodsof

contributiondifferbetweenDRB1*1501andDRB1*1502.

Submittedforpublication

8


