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研究成果の概要（和文）：トロンボモジュリン(TM)の一塩基多型(SNP)と造血幹細胞移植治療成績との関連を検討した
結果、TM 発現が高いSNPを有するドナーでは急性GVHDの発現が低下した。放射線傷害の検討では、照射により血管内皮
細胞上の組織因子および炎症性サイトカイン、接着蛋白のmRNA発現量は増加するが、TM発現量は減少した。HO-1は増加
傾向を示したが有意な変動を示さなかった。照射前にTMを投与しておくと、TF発現量が低下した。以上の結果より、移
植前のTM製剤の投与は、移植後の凝固活性化を抑制し移植関連合併症を改善する可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：We revealed that the THBD gene single nucleotide variation rs3176123 in the donor 
side influences a risk for acute graft-versus-host disease (GVHD) and the subsequent mortality after 
unrelated bone marrow transplantation.　We also demonstrated that exposure of radiation on human 
umbilical vein endothelial cells resulted in significant increases in tissue factor (TF), IL-6, and 
ICAM-1 mRNA expressions. On the other hand, thrombomodulin (TM) mRNA expression was significantly 
decreased. Pretreatment of recombinant TM inhibited radiation-induced expression of TF. Recombinant TM 
would be effective for the prevention of transplant-related complications.

研究分野： 血栓止血学
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１．研究開始当初の背景 
同種造血幹細胞移植は、白血病など血液悪

性腫瘍の根治を期待して、HLA が一致した他
人の造血幹細胞を移植する治療法である。し
かし、その長期生存率は 40-50％に過ぎず、そ
の成績は 20 年間改善していない。その原因と
して「HLA 以外の免疫を調整する遺伝子」の
影響が考えられ、すでに複数の免疫調整遺伝
子の一塩基多型 (SNP)が移植後転帰に影響す
ることが報告されている。また、移植前処置、
さらにはドナーの細胞傷害性 T 細胞が移植患
者の血管内皮細胞を攻撃して血液凝固異常や
サイトカインの過剰発現をきたし、致死的な
血栓性微小血管障害症（TMA）や移植片対宿主
病(GVHD)を惹き起こすことも知られている。 
ヘムオキシゲナーゼ-1(HO-1)は細胞保護蛋

白として注目されているが、近年①制御性 T 
細胞(Treg)産生を増加させる、②Treg に発現
している HO-1 が細胞傷害性 T 細胞の増殖を
阻害し、炎症性サイトカイン産生を阻害する、
ことが報告された。そこで我々は、HO-1 の「免
疫を調整する作用」と「抗血栓作用」1)に着目
し、移植を実施した患者・ドナー260 組を対象
として HO-1 プロモーター活性に影響する
HO-1 SNP の解析を行った結果、HO-1 活性が高
いアレルをもつドナーからの移植は、移植後
全生存率や移植関連死亡率の改善が認められ
ることを明らかにした。 
 

２．研究の目的 
上記の背景およびこれまでの研究成果を

もとに、以下の点について明らかにする。 
(1)HO-1 以外にも造血幹細胞移植治療成績に
影響をおよぼす因子として TM に着目し、HLA
一致同種間骨髄移植後患者を対象として TM 
SNP と移植転帰について検討する。 
 
(2) 骨髄移植後合併症は、前処置レジメンや
ドナー細胞、免疫抑制剤の投与などによる血
管内皮傷害が関与すると考えられている。そ
こで、LPS 刺激や放射線刺激による血管内皮
細胞の HO-1 や TM の発現への影響を検討し、
HO-1を誘導や遺伝子組換えTM製剤の投与が、
内皮傷害の軽減に有効かどうかを検討する。 
 
３．研究の方法 
(1)HO-1 SNP と HO-1 発現量の検討 
HO-1 プロモーター領域 413に位置する SNP

が A/A あるいは T/Tホモ接合体を有する健常
者リンパ球より EB ウイルス形質転換 B 細胞
株を作成し、酸化ストレスとしてヘミン 100
μMを添加し、HO-1 mRNA 発現量を比較した。 
 
(2)血管内皮細胞傷害に対する HO-1/CO 投与
の効果 
血管内皮細胞株Eahy926細胞をあらかじめ

一酸化炭素(CO)誘導剤である CORM-2(50μM)
を添加しておき、LPS 刺激を加えて、VWF お
よび ADAMTS13 mRNA の発現を検討した。 
 

(3) TM SNP が同種骨髄移植における移植後転
帰に与える影響 
日本骨髄バンクを通じ、2006 年から 2008

年の期間に血液腫瘍に対する非T細胞除去初
回移植を実施された HLA-A/ B/ C/ DRB1/ 
DPB1/ DQB1アリル一致非血縁者間同種骨髄移
植患者およびそのドナー、399 ペアを対象と
した。詳細は表 1に示す。 
TM SNP rs3176123 の解析は TM genotyping 

probe (product number:c_32272157_10, 
Applied Biosystems)と TaqMan genotyping 
master mix (Applied Biosystems)を用い、
TaqMan PCR 法により、患者およびドナーの遺
伝子型を決定した。PCR増幅と解析はStepOne 
Plus(Applied Biosystems）を使用した。 
統計解析は、Microsoft Office Excel 2010

と EZR を用いた。2 群間比較には t 検定とウ
ィルコクソンの符号順位検定、多変量解析は
Fine-Gray 比例ハザード法と Cox 比例ハザ
ード法を用いた。両側 P 値が 0.05 未満を有
意差ありとした。 
本研究は、日本骨髄バンクと金沢大学の倫

理委員会で審査・承認を受け、実施された。 
 
(4)放射線刺激が血管内皮細胞における炎症
性サイトカインおよび接着因子、TF、TM の
mRNA 発現におよぼす影響の検討 
ヒト臍帯静脈血管内皮細胞（HUVEC）に日

立 X線照射装置 MBR-1520R-3 を用いて放射線
2あるいは 10Gy を照射した。照射 3、6、24、
48 時間後に mRNA を回収し、それぞれの mRNA
発現量を RT-PCR 法により定量した。次に、
HUVEC に rTM（1μg/ml）を添加し 37℃5％CO
２条件下で 1時間培養後、放射線 10Gy を照射
し、同様に mRNA 発現量を定量した。細胞生
存率は、MTT assay にて検討した。 
統計解析は Microsoft Office Excel 2010

を用い、2 群間比較には t 検定とウィルコク
ソンの符号順位検定を用いた。 
 

４．研究成果 
(1)HO-1 SNP と HO-1 発現量の検討 

表 1 患者の特性 

人数 割合

　ドナー性別 　男性 270 68%
　患者性別 　男性 233 58%
　リスク 　再発低リスク群 200 50%
　CMVの有無 　CMV 陽性 患者 313 78%

　不明 23 6%
　疾患 　急性骨髄性白血病 163 41%

　急性リンパ性白血病 80 20%
　骨髄異形成症候群 59 15%
　慢性骨髄性白血病 14 4%
　悪性リンパ腫 50 13%

　ABO血液型適合 　主副不適合 24 6%
　主不適合 87 22%
　副不適合 97 24%

　移植前処置 　骨髄破壊的 192 48%
　ミニ移植 207 52%
　全身照射 279 70%

47 (1-67)
34 (20-66)　ドナー年齢 中央値 (歳)

　患者 399

　患者年齢 中央値 (歳)



 HO-1 A/Aホモ接合体LCLの方が有意にHO-1
発現量が増加しており、A アレルを有するド
ナーの移植後生存率が有意に良好であった
理由の一つと考えられた。 
 
(2) 血管内皮細胞傷害に対するHO-1/CO投与
の効果 
Eahy926 細胞に LPS 刺激を加えると、VWF 

mRNA 発現が増加して ADAMTS-13 mRNA 発現が
低下するため、VWF/ADAMTS-13 比は増加した。
一方、あらかじめ CORM を添加しておくと
VWF/ADAMTS-13 比は有意に低下した。したが
って、CO の前投与により血栓傾向が改善され
る可能性が示唆された。 
 
(3) TM SNP が同種骨髄移植における移植後転
帰に与える影響 

TM SNPと移植後転帰の関連を検討したとこ
ろ、ドナーの遺伝子型が AA 型の場合 CC 型ま
たは AC型(AA/CA 型)に比べ、急性 GVHD（grade 
II-IV）の発症が減少した(P=0.05、図 1)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1.ドナーTM SNP による急性 GVHD 発症率 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2.ドナーTM SNP と生存率 

急性 GVHD を発症した患者群では、ドナーの
TM SNP が AA 型の場合、AC あるいは AA 型と
比較して有意に生存率が低下した(図 2A)。一
方、急性 GVHD を発症しない患者群では、SNP
の違いで生存率に有意差は認めなかった(図
2B)。患者の遺伝子型は、生存率、再発率、
急性 GVHD、移植関連疾患とは、有意な関連を
認めなかった。 
 
(4) 血管内皮細胞における放射線照射が
HO-1、サイトカインおよび接着因子 mRNA 発
現におよぼす影響 
 IL-6 mRNA は、照射 3h後に 2Gy 照射でコン
ト ロ ール群 に 比べて 有 意に増 加 し た
(p=0.019)。E-selectin mRNA は、10Gy 照射
でコントロール群の2.8倍に増加(p=0.032、)、
ICAM-1 mRNA は 2Gy 照射で 1.5 倍(p=0.073)、

10Gy照射で1.7倍(p=0.009)増加した。一方、
HO-1 mRNA は照射により増加傾向を示すもの
の有意な変動を示さなかった 
この結果より、放射線照射後の血管内皮は

白血球の接着が生じやすい状態になると予
測される。活性化した白血球は、まず
E-selectin と弱く接着した後 ICAM-1 などと
結合し、更に強く接着する。そして、細胞に
接着した白血球は、内皮細胞間を遊出、細胞
内の炎症巣へ浸潤し損傷した組織を破壊す
ると推測される。 
 

(5)血管内皮細胞における放射線照射が TF、 
TM mRNA 発現におよぼす影響 

TF mRNA 発現量は、照射 3h 後に 2Gy 照射に
おいて、コントロール群の 1.3 倍に有意に増
加（p=0.037）した。一方、TM mRNA 発現量は
10Gy 照射で照射 3h 後にコントロール群の
61％に減少(p=0.038)、48h 後には 53％に有
意に減少（p=0.063）した(図 3)。 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
図3.放射線刺激によるTM mRNA発現量とrTM前投与によ

る影響 
 
(6) rTM 前投与の効果 
rTM 前投与群では、非投与群に比べて照射

3h 後に、IL-6、E-selectin、ICAM-1、TF mRNA
発現量が有意に減少した(それぞれ p=0.015、
p=0.021、p=0.047、p=0.026)。一方、TM mRNA
発現量は、rTM 前投与による影響はみられな
かった(図 3)。この結果は、内皮傷害により
増加したトロンビンがrTMのトロンビン吸着
作用によりPAR-1との結合が阻害されたと考
えられる。そして、NF-κB pathaway を活性
化するシグナル伝達が抑制されるため、さら
なる炎症惹起が抑制され、血管内皮細胞での
接着分子発現阻害、炎症性サイトカインの産
生阻害、好中球活性化阻害などの抗炎症効果、
細胞保護効果、TF 発現減少をもたらすと推測
される。 
 
(7) 放射線照射による細胞生存率とrTM前投
与の効果 
24h 後までは照射による細胞生存率への影

響は認められなかったが、48h 後では線量に
応じて生存率が有意に低下した（2Gy 照
射:p=0.001、10Gy 照射:p<0.001）。また、rTM
前 投 与 に よ り 、 細 胞 生 存 率 が 回 復 し
（p=0.057）、rTM にはアポトーシス阻止作用
があることが推測された。 
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