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は　じ　め　に

　再生不良性貧血 (aplastic anemia, AA) は血液中の白血
球，赤血球，血小板のすべてが減少する造血不全である．
AAでは，血液を産生する骨髄組織は多くの場合脂肪に
置き換わっており，血球が十分作られなくなっている．
大部分は後天性で，そのうち90％以上が原因不明の特発
性である．特発性AAの約70％は，抗胸腺細胞グロブリ
ンやシクロスポリンなどの免疫抑制療法によって改善す
る．このため，AAは一種の自己免疫疾患であり，造血幹・
前駆細胞 (HSPC) 上の自己抗原を認識する細胞傷害性T

細胞 (CTL) が何らかの誘因によって誘導される結果，発
症すると考えられている1)．造血幹細胞移植によってAA

が治癒するという事実は，AAが造血支持組織ではなく，
造血幹細胞・免疫細胞の異常によって起こる疾患である
ことを示している．しかし，AAが稀な疾患であること
に加え，発症時にHSPCが枯渇しているため，CTLの標
的抗原を同定することは困難である．本稿ではAAにお
ける自己免疫性造血障害のメカニズムに関する最近の知
見や，造血抑制からのエスケープ造血，クローン性造血
などの分子病態，また診断・治療のバイオマーカーの開
発について概説する．
1.	 再生不良性貧血における自己免疫性造血障害のメカ
ニズム

　AAは，抗胸腺細胞グロブリンやシクロスポリンなど
の免疫抑制療法が奏効することから，T細胞による自己
免疫疾患と考えられている．AAにおける自己免疫機序
の病態への関与については，自己反応性の細胞傷害性T

細胞 (CTL) によって，造血幹細胞もしくは造血前駆細胞
が攻撃される結果，骨髄の低形成を引き起こすという仮
説が広く支持されている2)．特に，造血抑制性のサイト
カインであるインターフェロン (IFN)-γを産生するCD8

陽性T細胞が重要なエフェクター細胞として知られてい
る3)．シクロスポリン依存性AA患者の末梢血では，HLA-

B*40: 02拘束性にHSPCを傷害するCTLの存在が証明さ
れている4)．また，制御性T細胞 (regulatory T cells) や
Th17細胞の機能異常，Th1細胞の機能亢進などがこれま

でに報告されている．さらに，末梢血T細胞の遺伝子発
現解析では，Toll-like receptor (TLR)や，NK細胞の自然
免疫に関わる遺伝子発現異常が報告されている．以上の
所見から，活性化したT細胞がHSPCを攻撃することがAA

における免疫病態の首座と考えられる．しかし，T細胞
の活性化に関わる分子機序に関しては不明な点が多い．
　最近，AA患者の末梢血T細胞においてmiR-145-5pや
miR-126-3pなどのmiRNAの発現低下が認められ，これら
は免疫抑制療法によって回復すること，またこれらの
miRNAがMYCやPIK3R2などを介してT細胞の増殖・活
性化やIFN-γなどの造血抑制性サイトカインの産生亢進
に関わっている事が示された (図1)5)．
2.	 再生不良性貧血におけるエスケープ造血～ PNH型
血球とHLAクラスⅠアレル欠失血球～

　このような自己免疫による造血傷害機序が存在する
中で，AA患者の約半数で認められるGPIアンカー型膜蛋
白を欠損した発作性夜間血色素尿症 (paroxysmal 

nocturnal hemoglobinuria: PNH) 形質の血球 (PNH型血
球 ) や6)，HLAクラス Iアレル欠失血球7)，さらには最近
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図1．再生不良性貧血におけるmiRNAを介したT細胞の活性化
 再生不良性貧血の末梢血T細胞においてmiR-145-5pやmiR-

126-3pなどのmiRNAの発現低下が認められた．これらは
MYCやPIK3R2などを介してT細胞の増殖・活性化や IFN-γ
などの造血抑制性サイトカインの産生亢進に関わっていた．
(文献5より引用改変 )



筆者らが明らかにしたSLIT1変異白血球の存在は，免疫
学的な攻撃を免れるか，あるいは優先的に活性化された
HSPCが造血を支持していることを示している．
　PNHとAAを鑑別するためには，抗 CD55 抗体と抗 59 

抗体などの抗 GPI アンカー膜蛋白抗体を用いた通常の
フローサイトメトリーで十分である．ただし，従来の方
法では健常者でも 1％前後の CD55- CD59- 細胞が検出さ
れるため，1％未満の PNH 型血球を正確に評価するため
には精度の高いフローサイトメトリーを用いる必要があ
る．抗GPI-アンカー膜蛋白抗体の代わりに fluorescent 

aerolysin (FLAER)を用いれば，より高精度にPNH 型顆
粒球を検出することができる．他の陽性検体の混入を避
け，死細胞を含まないように十分な注意を払うことに
よって，健常者との間の域値を顆粒球で 0.003%，赤血球
で 0.005%まで下げることができた8)．この閾値以上の 

PNH 型血球が検出されるAA例は，検出されない例に比
べて免疫抑制療法に対する反応性が高いことが後方視的
解析で示された6)．
　2011年以降，single nucleotide polymorphism (SNP) ア
レイ解析の結果，6pLOHにより片親由来のHLAハプロタ
イプを欠失した血球がAA症例の約13%に検出されること
が明らかになった9)．6pLOHは，HLAハプロタイプ半合
致造血細胞移植後に再発した急性骨髄性白血病 (acute 

myeloid leukemia: AML)や，様々な癌細胞などで見出さ
れていた体細胞変異であり，6pLOHの結果，ミスマッチ
HLAハプロタイプや腫瘍抗原を提示するHLAアレルを
欠失させた腫瘍細胞は，CTLの免疫学的監視から逃れ，
増殖できるようになると考えられている．筆者らは，
6pLOH(+)のAA患者では，欠失した側のHLAクラス Iに
HLA-A*02: 01，A*02: 06，A*31: 01およびB*40: 02のア
レルを保有する頻度が有意に高いことを見出した9)．この
6pLOH(+) 白血球は，HLAを欠失させたHSPCがCTLから
の攻撃を免れて産生することから，AAがCTLによって発
症することを示すもっとも強い証拠と考えられる (図2)．
さらに，6pLOHによって欠失するハプロタイプにもっと

も高頻度に含まれるHLA-B*40: 02に着目し，このアレル
を持つAA患者を詳細に検討したところ，全体の75%が
B4002欠失血球を保有しており，その80%にB*40: 02の
機能喪失型変異によるB4002単独欠失血球が検出される
ことを見出した10)．以上のことから，HLA分子欠失の機
序は6pLOHによるものばかりでなく，HLA遺伝子の変異
が原因となっていることが明らかになった．これらのこ
とから，HLA-B4002による抗原提示は，AAの病態に極め
て重要な役割を担っていると考えられる．HLA欠失自体
は腫瘍細胞などにもよく見られる現象ではあるが，特定
のアレルに集中して多数の変異クローンが検出されるこ
とはAAに特異的な所見であり，病態解明への極めて重要
な手掛かりであると思われる．今後，様々な人種を含ん
だ多数例での網羅的なHLAアレル変異解析が望まれる．
3.	 SLIT1 変異造血幹細胞によるエスケープ造血のメカ
ニズム

　次に，最近筆者らが明らかにしたSLIT1変異造血幹細
胞によるエスケープ造血のメカニズムを概説する．免
疫病態が明らかなAA患者96例のSLIT1遺伝子を次世代
シークエンサーで解析した結果，del(13q)陽性の1例 (症
例1)と，t(1; 10)陽性1例 (症例2)の計2例に明らかな体細
胞変異 (症例2では10番染色体における切断点がSLIT1)

が認められた．Slit1はSlit1ファミリーを構成しており，
Roundabout (Robo)ファミリーの受容体に結合する．
Slit/Roboパスウェイは，もともと神経細胞において軸索
誘導などの重要な役割を果たすことが知られていた．血
液細胞においては，白血球の遊走能の抑制が，またがん
細胞ではアポトーシスの誘導が報告されている．一部の
報告ではSlit/Roboパスウェイはautocrineまたはparacrine

により細胞の機能を制御していると報告されている．し
かしながら，造血幹細胞におけるSlit/Roboパスウェイの
役割は不明であった．
　そこで，前者 (症例1) のSLIT1 DNA増幅産物をサブク
ローニングしたところ，変異クローンが占める全白血球
中の割合は35%であった．蛋白質構造解析を行ったとこ
ろ，変異部位 (Phe425Ser)はRobo1との結合ドメイン ( 

D2ドメイン )にあり，Slit1変異によってRobo1との結合
に影響を与える可能性が示唆された．実際に，症例1の
変異配列からSlit1変異蛋白を作製しBindingアッセイを
おこなったところ，Slit1変異蛋白は野生型のSlit1と比較
してK562細胞に対する結合が減弱していた．一方，Slit1

は濃度依存性にK562細胞の増殖を抑制した．Slit1が，
Robo1を介して造血幹細胞に影響を及ぼすか否かを明ら
かにするため，Slit1-Robo1結合によってリン酸化が抑制
される分子をスクリーニングしたところ，Slit1刺激K562

細胞ではSTAT3を始めとするいくつかの分子のリン酸化
が抑制された．一方で，Slit1変異蛋白ではSTAT3のリン
酸化抑制は明らかではなかった．
　SLIT1の遺伝子発現はK562細胞やOUN-1細胞などの
白血病細胞株で認められた．一方で，Roboファミリーの

図2．HLAクラスⅠアレルを欠失した造血幹細胞の細胞傷害性
T細胞からのエスケープ

 再生不良性貧血患者の一部に6pLOHやHLAクラスⅠ遺伝子
の体細胞変異により，特定のHLA-Aアレルを欠失した血球
が検出される．HLAクラス Iアレルを欠失した造血幹細胞は
細胞傷害性T細胞からの攻撃を免れて生き残り造血を支持す
ると考えられる．
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一つであるRobo1はヒトCD34陽性細胞において発現が
確認された．SLIT1の発現はヒトCD34陽性細胞におい
てわずかに確認される程度であったが，PHA培養上清や
LPSなどの刺激により発現が誘導された．以上から，AA

では様々な炎症性サイトカインの影響によりHSPCにお
いてSlit1が誘導され，Slit1はautocrineまたはparacrineに
自身の造血を負に調節していることが示唆された．その
一方で，SLIT1変異細胞は変異Slit1がRobo1への結合が
弱いことから自分自身を抑制することができず，結果的
に優先的に造血に寄与するというメカニズムが考えられ
た (図3)11)．このSLIT1変異はAAにおいては稀であるも
のの，ドイツのグループが別のAA症例においてSLIT1体
細胞変異を報告している12)．また，MDS患者において
Robo-Slit1シグナルを不活性化するROBO1やROBO2の
体細胞変異も報告されていることから，Slit/Roboパス
ウェイは造血の負の制御において重要な役割を担ってい
ることが示唆される．
4.	 再生不良性貧血におけるクローン性造血
　AAでは4-15％の患者に染色体異常が認められる．13番
染色体長腕欠失(del[13q])を伴う骨髄不全は高率にPNH

型血球の増加を伴い，そのほとんどは免疫抑制療法によっ
て改善することから良性の骨髄不全であると考えられて
いる13)．また，trisomy 8を有する患者であっても，PNH

型血球陽性のAAでは免疫抑制療法が奏効しやすいことが
知られている14)．一方，AAで認められる染色体異常の中
には，monosomy 7のようにMDS/AMLへの移行が高率に
みられる予後不良の核型もある．こうした染色体異常や，
先に述べた6pLOHの存在は，AAのような良性疾患におい
てもクローン性造血が起こっていることを示している．
　近年，次世代シークエンサーを用いたゲノム解析が試
みられ，AAにおけるクローン性造血については体細胞変
異の観点からも検討されてきた．米国からの報告では39

例のAA症例において，造血器腫瘍で変異の報告がある219

遺伝子についてシークエンスを行い，9例(23%)に体細胞
変異を同定した．イギリスからの報告では，150例のAA

患者のうち29例 (19%) において体細胞変異が検出された．
変異陽性例においては，罹病期間が変異陰性例と比較し
て有意に長く (37か月vs 8か月 )，MDS/AMLへの移行も
変異陽性例で有意に高頻度 (38％ vs 5%) であった．さら
に，変異陽性例ではテロメア長の有意な短縮がみられた．
　しかし，AAにおけるクローン性造血の経時的挙動，ま
たMDSやAMLとの関連には不明な点が多かった．そこ
で，439例の米国と本邦のAA症例に対して次世代シーク
エンサーを用いた網羅的遺伝子解析が実施された．その
結果，AA患者の36％ (156/439) に遺伝子変異を認めるこ
とが報告された．検出された体細胞変異の頻度はBCOR/

BCORL1(併せて9.3%)，DNMT3A(8.4%)，PIGA(7.5%)，
ASXL1(6.2%)の順に高かった (図4)．DNMT3A/ASXL1

変異クローンは経時的に増大し，一方BCOR/BCORL1，
PIGA変異クローンは不変または縮小する傾向を認めた．
個々の変異を有する細胞の経時的な挙動はしばしば予測
が難しいが，DNMT3A，ASXL1変異を有する患者では，こ
れらの変異を持つ細胞が継時的に増加して白血病を発症
し，予後不良の傾向が認められる一方，PIGA，BCOR/

BCORL1変異を有する患者では，これらの変異を持つ細
胞が消失する傾向が認められ，予後良好であることが分
かった15)．以上より，AAにおける体細胞変異は，染色体
異常や6pLOHと同様に，これらの変異を伴ったクローン

図3．再生不良性貧血におけるSLIT1変異造血幹細胞によるエ
スケープ造血

 炎症性サイトカインの存在下では，造血幹細胞よりSlit1が誘
導されRobo1を介して造血を負に制御している．一方，Slit1
変異造血幹細胞においては，変異Slit1蛋白がRobo1を介して
造血幹細胞を負に調節できない結果，正常造血幹細胞に対し
て優先的に造血に寄与すると考えられる．(文献11より引用
改変 ) 

図4．再生不良性貧血におけるクローン性造血
 日米の多施設共同研究による網羅的遺伝子解析の結果，再生
不良性貧血患者の36％ (156/439) に遺伝子変異を認めること
が分かった．検出された体細胞変異の頻度はBCOR/BCORL1 
(併せて9.3%)，DNMT3A (8.4%)，PIGA (7.5%)，ASXL1 (6.2%)
の順に高かった．(文献15より引用改変 ) 
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性造血が存在していることを示しており，変異遺伝子の
種類によってその臨床的な意義が異なることが示された．
5.	 自己免疫疾患におけるバイオマーカーとしての血漿
miRNA

　miRNAは細胞内のみならず，細胞外にも検出される．
細胞外miRNAはマイクロベシクルやエクソソーム内に存
在し，血清，血漿，脳脊髄液や尿などの様々な生体液から
検出されることが分かっている．細胞内miRNAは細胞死 

(アポトーシスあるいはネクローシス) により細胞外に放
出される．また，最近では活性化した細胞からエクソソー
ムとして分泌されることも知られている．これらの細胞
外miRNAは安定に存在していることから，様々な疾患に
おいて診断・治療のバイオマーカーとして有用であるこ
とが報告されている．特に，血清・血漿中のmiRNA発現
解析は，がんの早期診断や，治療の奏効性・予後予測に有
用とされている．最近では，多発性硬化症や重症筋無力
症などの自己免疫疾患においても，血液中のmiRNAが診
断に有用であり，また病勢をモニタリングできるバイオ
マーカーとなりうることが報告されている16)．血液中の
miRNAの一部は治療により正常化することから，miRNA

は免疫細胞の活性化状態を反映し，治療反応性のマーカー
としても臨床上有用と考えられる16)．
6.	 再生不良性貧血における血漿miRNA発現解析
　これらの背景から筆者らは，重症のAA患者の血漿を対
象としてmiRNAの発現解析を行い，AAに特有のmiRNA

発現パターンがあるかどうかを検討した．コントロール
としてMDS患者と健常人コントロールを用いた．まず
治療前のAA患者13名と，MDS患者11名，健常人11名を
用いて179個のmiRNAを，qPCRパネルを用いて網羅的
にスクリーニングした．その後，その中から19の候補
miRNAを選択し，別の41名のAA患者，24名のMDS患者，
43名の健常人コントロールを用いて，AAに特有の発現
パターンを検証した．最後に，免疫抑制療法がmiRNA発
現に及ぼす影響を見るため，免疫抑制療法前後の40検体
についてmiRNA発現を比較した．
　網羅的スクリーニングの結果，14個のmiRNAの発現が
AAと健常人で異なっており，そのうち7個は発現が上昇
し，残りの7個は低下していた．別のAA患者コホートを
用いて検証したところ，miR-150-5pとmiR-146b-5pの発現
が健常人と比較して有意に増加していることが分かっ
た．一方，miR-1の発現はAA患者で有意に低下していた．
MDS患者ではmiR-146b-5pとmiR-22-3pの発現が健常人と
比較して増加していた．多変量解析の結果，miR-1の低
下とmiR-146b-5p・miR-150-5pの増加が，AAに関連する独
立した因子であること分かった．また，ロジスティック
回帰モデルを用いてこれらの3つのmiRNAの発現レベル
を組み合わせると，AAの診断能が増すことが分かった．
(感度82％，特異度80％ ) さらに，これらの3つのmiRNA

の発現レベルは，血小板・好中球数・網状赤血球数などの
臨床検査値やAAの重症度とも関連していた．免疫抑制

療法前後における発現レベルを比較したところ，これら
の3つのmiRNAは発現レベルが有意に変化していた．免
疫抑制療法後では，miR-146b-5pとmiR-150-5pの2つは発
現が低下しており，miR-1は発現が上昇していたことか
ら，治療によって正常化していることが示唆された．
　さらに，治療により造血が回復した患者 (約60%) と治
療による奏効が認められなかった患者 (約40%) を別々に
比較したところ，miR-150-5pの発現低下は前者では認め
られたものの，後者では認められなかった．これらの所
見から，miR-150-5pの発現レベルの回復は，血球数の回
復に先だって現れる治療反応性の変化として利用できる
可能性が示唆された．以上から，血漿のmiRNA解析は，
AAの診断に有用であり，その一部が治療反応性のマー
カーとして使用できる可能性がある (図5)17)．

お　わ　り　に

　本稿ではAAにおける自己免疫性造血障害のメカニズ
ムに関する最近の知見や，PNH型血球とHLAクラスⅠア
レル欠失血球，SLIT1変異造血幹細胞を代表とする造血
抑制からのエスケープ造血，また体細胞変異や染色体異
常からなるクローン性造血，最後に血漿miRNA発現解析
によるバイオマーカー開発について概説した．しかし，
現時点でAAの発症に関わるCTLの標的となる自己抗原は
未だに見いだせていない．今後，HLA欠失アレルに提示
されている自己抗原や，それを認識するCTLを解析する
ことによってAAの免疫病態の解析が進み，さらには特異
的な治療法の開発につながることが期待される．現在，
筆者らはiPS細胞から誘導したHSPCを標的として，正常
HSPCを傷害するが，特定のHLAクラスⅠアレルを欠失
したHSPCを傷害しないCTLを単離し，そのエピトープ
の同定に向けた基礎研究を行っている．今後も研究を発
展させ，AAの病態解明と治療法開発につなげていきたい．

図5．再生不良性貧血におけるバイオマーカーとしての血漿
miRNA

 再生不良性貧血の血漿においてmiR-150-5p, miR-146b-5pの発
現増加，miR-1の発現低下が認められた．これら3つの
miRNAは再生不良性貧血における診断のバイオマーカーと
して有用であった．(文献17より引用改変 )
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