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骨髄不全症例の血清に検出される抗体が認識する

造血細胞抗原の S E R E X 法に よる同定
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要 旨

難治性造血障害の 代表疾患である再生不良性貧血や骨髄異形成症候群にお い ては, 自己免疫

疾患と同様の 免疫異常による骨髄不全, 特に細胞障害性 丁細胞による造血幹細胞や前駆紳胞に

対する障害 が原因で ある可能性が指摘されて い る . 我々 は造血細胞に発現 して い る細胞障害性

丁細胞の標的抗原を明ら か にする目的で , 癌抗原研究の分野で有力な方法 として発展 して き た

S E R E X 法を用 い て, 再生不良性貧血症例血清中に検出される, 骨髄細胞発現蛋白に対する自己

抗体の 同定を試み た . 健常 ドナ ー 骨髄単核球 より抽出した m R N A を, 発現 ベ ク タ ー に組み込み

c D N A ライ ブラ リ
ー を作成, 約 10

6 個 の p b a g e pl a q u e を, 再生不良性貧血患者血清 Ig G 分画で

ス ク リ ー ニ ン グ して
, 抗体で陽性にな る clo n e を検索 した . そ の結果 Z N F 29 2 ( K A A O5 30) 遺

伝子に コ ー

ドされて い る Zin c 五n g e r モ チ
ー

フ を有する D N A 結合蛋白が 同定 された . こ の 遺伝

子発現の組織分布を N o r th e rn Bl ot 解析で調べ たと こ ろ, 胎盤, 畢丸 前立腺, 甲状腺で強 い発

現 が認められた.

一 方造血組織で ある骨髄と末梢リ ン パ球細胞の 発現は, N o r th e rn Bl ot で は検

出されなか っ たが R T
-

P C R で確認され, 血液細胞の
一

部で の 発現 が考えられた. さら に保存血

清を用 い て , 同定された抗原蛋白に対する抗体の 有無を P b a g e 法 により検索 したと こ ろ, 骨髄

不全を有する H L 久D R B l
★

1 501 陽性例にお い て抗体陽性例が 多く認められ, H IA と疾患の 関連

が示唆された . 今後は同定された抗原蛋白と細胞性免疫 の 関連, そ して造血障害の 機序を明ら

か にする必要 があると考えられる.

キ ー

ワ
ー

ド : 骨髄不全症候群, S E R E X 法, 再生不良性貧血, Zi n c 丘n g e r p r ot ei n

R e p 血 t r e q u e st s t o : T o sb io Y A N O

D ivi si o n of H e m at ol o g y

N iig at a U niv e r si ty G r ad u at e S ch o ol of

M e di c al a n d D e n t al S cie n c e s

1 - 7 5 7 A s ahi m a c h ト d o ri
,

N iig at a 9 5 1
- 8 51 0 J ap a n

別刷請求先 : 〒9 51 - 8 5 1 0 新潟市旭町通り 1 - 7 57

新潟大学大学院医歯学総合研究科血液学分野 (第
一

内科) 矢 野 敏 雄



5 1 6 新潟医学会雑誌 第1 1 8 巻 第1 0 号 平成 1 6 年 ( 2 00 4)- 1 0 月

は じ め に

再生不良性貧血 (A pla sti c a n e m i a , A A) は , 骨

髄の低形成 と汎血球減少を特徴とする難治性造血

障害の 代表的疾患 の ひ と つ で ある . 造血障害は ,

何らか の 原因に より造血幹細胞あ る い は造血前駆

細胞の増殖分化の障害に よ っ て, 正常な造血が行

われなくな っ た状態で , 免疫機構がその病態形成に

深く関与して い ることが示唆されてきて いる 1 ト 3)

後天性発症で原因が 特定 で きない 特発性 A A に お

い て は
, 造血細胞障害の 結果, 造血幹細胞や造血

前駆細胞 の減少が確認されて い る 4)‾ 7) . 正常造

血細胞障害の 機序と しては, これまでの i n vit r o の

研究か ら, 再生不良性貧血症例の リ ン パ球に よる

造血幹細胞や造血前駆細胞 に対する抑制作用 8) 9) ,

イ ン タ ー フ ェ ロ ン γや T N F - α とい っ た造血抑制

性の サ イ ト カイ ン の 産生増加 1 0) l l) , 活性化 し た

抑制性 丁細胞 の 増加 12) 13) と い っ た研究結果が報

告 され て き た . さ ら に 抗胸 腺細 胞 グ ロ ブ リ ン

( A T G) , ス テ ロ イ ド, シ ク ロ ス ポ リ ン ( C s A) そ

して サイ ク ロ フ ォ ス フ ァ ミ ドと い っ た, 主 に T リ

ン パ 球抑制を目的と した免疫抑制療法が , 多くの

特発性 A A 症例で 治療効果を認 め て い る 1 4 ト 17)

ま た最近,
一 部の 骨髄異形成症候群 ( M D S) 症例

に対 して も, A T G や C s A などの 免疫抑制療法が

治療効果を認め 注目されて い る 17 卜 2 0) . こ れ ら

in vit r o の デ ー タや 臨床結果は , 特発性 A A 症例 や
一

部の M D S 症例に おける造血障害の 原因は共通

の機序と して , T リ ン パ 球を主 とする免疫学的磯

序が重要であ る ことを示唆して い る 21) . 実際 A A

と M D S の 両者間で鑑別困難 な例が存在する . し

か し これまで の と ころ, これ らの 疾患 における造

血障害をも た らす T リ ン パ 球が認 識する抗原 に

つ い て は全く不明で ある .

近年担癌患者の 癌紳胞 に対する細胞性免疫件用

が注目され, メ ラ ノ
ー

マ 等固形癌を中心 に T リ ン

パ 球が 認識 す る癌抗原の 同定 が 進ん で きた 2 2)

中で も 1 99 5 年 ドイ ツ の P fr e u n d s h u h と彼の 共同

研究者によ っ て開発された , S E R E X ( s e r ol o gi c al

id e n tifi c a ti o n o f a n tig e n s b y r e c o m bi n a n t e x p r e s
-

si o n cl o ni n g) 法 は血清学的方法に よる癌抗原の

同定の 道を切り開き, 近年次々 と癌抗原と想定さ

れる蛋白が 同定され て きて い る 2 3) 2 4) . s E R E X 法

は患者 I g G 抗体が 認識する癌蛋白を単離する方

法で ある. したが っ て こ の方法で は, 同定された

抗原は 少なく とも ヘ ル パ
ー

T 細 胞 に認識 され る

こ とが保証され るが , 細胞障害性 丁細胞 ( c y t o
-

t o x i c T l ym p h o c y t e : C T L) の タ
ー ゲ ッ トと なる保

証は ない と考えられて い た . しか し現実に は C r L

の ク ロ ー ニ ン グ法を利用 して同定された癌抗原を

S E R E X 法で も検出で きて い る ことや, ま た反対

に S E R E X 法で 同定さ れ た癌抗原が 抗体産生 と

C T L を同時に誘導 して い る こ とが 報告されて い

る 2 5) 26) . その結果, 現在 S E R E X 法を用 い て癌抗

原と して の C T L 標的抗原を同定 する方法 は, 最

も有力な方法の 一

つ とな っ て い る.
こ れらの 成果

か らさらに S E R E X 法は , 自己免疫性疾患にお け

る自己抗体が認識する抗原を同定するた め に も有

用 で ある こ とが報告されて い る 27)

そ こ で今回我 々 は , 特発性 A A 症例 や M D S 症

例 の 免疫異常にお ける , 造血障害の 原因抗原を同

定する 目的で , A A 患者血清中の Ig G ク ラ ス抗体

を用 い て , 正常 ヒ ト骨髄細胞か ら作成 した c D N A

ライ ブラ リ ー を用 い た S E R E X 法を応用する こ と

で
,
A A 症例の 血清中 に検出され る自己抗体が反

応する, 骨髄細胞に発現 して い る自己抗原を検索

した . その 結果, 造血障害を有 する A A 症 例や

M D S 症例 の
一

部で , Zi n c 丘n g e r モ チ
ー フ を有す

る転写因子 と考えられ る蛋白が, 共通する抗原蛋

白と して同定され た .

方法と対象

1 . C D N A lib r a r y の作製

同系骨髄移植を行 っ た A A 患者 (症例 1 5) の

一 卵性双生 児の d o n o r か ら同意 を得て , 採取 し

た骨髄か ら g u a n idi ni u m t b y o c y a n at e - C s Cl 超遠

心法に て t ot al R N A を抽出 した . 01ig ot e x
- d T 3 0

< S u p e r > K t ( R o c h e dia g n o sti c s) にて精製 した

m R N A 4 FL g か ら, Ti m e S a v e r C D N A S y nth e si s Kit

( A m e r s b a m p h a r m a ci a bi o t e cb) を用 い て c D N A

を合成 した . ÅZ A P e x p r e s s v e c t o r (St r a t a g e n e)
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に組み込み , p h a g e に p a ck a g e して c D N A lib r a ry

を作製した .

2 . 対象

今回抗体検索に用 い た特発性骨髄不全症候群の

対象症例 は, 19 93 年か ら 2 001 年まで に, 当院第

一 内科 と関連施設 で治療 した 25 例で ある . 臨床

診断と して は, A A 症例 18 例 (厚生省重症度分類

による重症 1 5 例, 中等症 3 例) , 発作性夜間血色

素尿症 ( P N H)
･

A A 症候群 3 例 (重症 1 例, 中

等症 2 例) , A A と M D S (不応性貧血 R A) の 鑑別

困難な症例 (A A / M D S 例) 3 例 (重症 1 例, 中等

症 2 例) , M D S 5 q 一症候群例1 例で あ っ た . また

v ol u n t e e r の 健常人 1 7 例 と, 造血幹細胞移植の 目

的で調 べ た H I A 検索で , ⅢI A D R B l 150 1 陽性の

白血病症例 6 例 の 保存血清も抗体検索に 用 い た .

血液検体は, 採血後すぐに血清分離を施行, 小分

け して
-

8 0 ℃ で 保存され た . 保存血清を室温解

凍 して今回の a s s a y に用 い た .

3 . I m m u n n o s c r e e n l n g

S E R E X 法で 用 い た A A 患者血清および P b a g e

Pl a q u e a s s a y に用 い た血清はすべ て , あらか じめ

大腸菌由来蛋白を結合させ た カ ラ ム レ ジ ン吸着を

施行 して , 大腸菌に対する抗体を除去した もの を

使用 した .

1 0 m M M g S O 4 で c o m p e t e n t c ell と した ⅩL ト

blu e M R F
'

に p b 喝 e 溶液を加え, N Z Y 培地上で 培

養 して pla q u e を形成させ た . あ らか じめ 1 0 m M

I P T G に 浸 し て お い た ニ ト ロ セ ル ロ
ー ス 膜 を

pla q u e に載せ , 蛋白発現を誘導 した .

ニ ト ロ セ ル

ロ
ー ス 膜 は bl o c ki n g b uffe r (20 % F B S , 0 . 05 %

T w e e n 2 0) で非特異反応 を低減させ た後, al k alin e

p h o s p h a t a s e - c o nj u g at e d g o at a n tih u m a n Ig G

F c γ s e c o n d a r y a n ti b o d y (J a c k s o n l m m u n o R s e ar c h

L a b s) を反応 させ て か ら N B T / B C IP で 発色 し,

偽陽性 pl a q u e に印を付けて おく .
こ の膜を, 1 00

倍 に希釈 し た血清 と
一

昼夜反応 さ せ , 再び s e c -

o n d a ry a n tib o d y , N B T/ B CIP で発色させ た . 先に

印を付けて お い た偽陽性 p b a g e を除い て , 陽性

p b a g e を検出 し, さらに 2 次 s cr e e ni n g を施行し

て 陽性 clo n e を単離した .

4 . cl o n e の 同定

陽性 cl o n e を h elp e r p b a g e を用 い て p B K
- C M V

v e c t o r (st r a t a g e n e) に組み換えた . M in ip r e p a r a
-

ti o n で pl a s m id D N A を精製 し, A B I P ri s m 3 1 0

D N A s e q u e n c e r ( A p plie d Bi o s y st e m ) にて i n s e r t

の 核酸塩基配列を決定 した . 陽性 Cl o n e の i n s e r t

遺伝子配列か ら G e n o m e N e t d a t a b a s e (b tt p :/ /

w w w . g e n o m e . a d .jp /) を利用 して h o m ol o g y を認

め る遺伝子 を検索 した .

5 . N o r 也e r n bl o t a n al y si s

陽性 clo n e ( Clo n e 5 6) pl a s m id D N A か ら切断し

た約1 .4 k b の D N A 断片に32 P を1 a b eli n g して p r o b e

と し , p o ly A
＋
R N A がプロ ッ トすみ の H u m a n

M u ltipl e Ti s s u e N o rth e rn ( M T N
T M
) Bl ot I ,II ,Ⅲ

( c L O N E T E C Ii L ab o r at o ri e s) を用 い て N o rt b e r n

blot h y b ridy z ati o n を行い , 各組織で の 発現を調
べ

た
.

6 . R T
-

P C R

症例 1 と健常人 の 骨髄単核球, 造血器悪性腰痛

細 胞株か ら の R N A 抽出に は T R IZ O L R e a g e n t

( G IB C O B R L) を用 い た .

c D N A lib r a r y 作 製の も と に し た 症例 1 5 の

d o n o r の骨髄単核球, 急性白血病細胞株 H E L , 脂

坐 ( H u m a n Pl a c e n t a T o t al R N A , C L O N E T H C H

L a b o r at o ri e s) の R N A を, それ ぞれ R T g r a d e

D N a s e ( N IP P O N G E N E) で処 理 した後, S u p e r

S c rip t Fir s ト S tr a n d S y n t h e si s S y st e m f o r R T
-

P C R (In vit r o g e n ) で c D N A を合成 した .
こ れ ら

の c D N A を鋳型 と して , cl o n e5 6 i n s e rt 内に設定

した p ri m e r ( cl o n e 56
- s e n s e; 5

- -

A G C A G A G A C C -

c A A A A T A C C C
-

3 † ( cl o n e5 6 i n s e rt の 32 6
- 3 45

番目, Z N F 292 g e n e の 381 6
-

383 5 番目) , cl o n e

5 6 -

a n tis e n s e; 5
L C A G T A T C G G A T G G T C m G

-

3
■ ( cl o n e 5 6 i n s e rt の 20 81 - 21 00 番目, Z N F 2 92

g e n e の 5 57 1
-

5 5 90 番 目)) と T a q D N A p o ly
-

m e r a s e ( T a K a R a) を 用 い て t h e r m al c y cl e r

( p e r ki n - E l m e r) にて , 9 4 ℃ 1 分 , 6 0 ℃ 1 分 ,

72 ℃ 1 分 の c y cl e で 3 0 c y cl e 反応 させ た後, 72 ℃

1 0 分 の 延長で 反応 さ せ P C R を行 っ た . ま た,

D a t a b a s e か ら得ら れた Z N F 2 92 の 塩基配列 の 中

で , cl o n e 5 6 よ り 5
-側 に 設 定 し た 各 p ri m e r ,
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図 I P h a g e pl a q u e a s s ay

cl o n e 5 6 と c D N A lib r a r y ( n e g ati v e c o n t r ol)

の 各々 の p b a g e を混 合 し蛋白を発現 させ ,

pl a q u e li允in g した後,
症例 1 の血清を反応さ

せ た ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 . 陽性 pl a q u e ■と陰

性 pla q u e □ が混在して い る . こ の よう に コ ン

ト ラ ス トを確認して , 抗体陽性と陰性を検索

した .

cl o n e 56 Sl; 5
L
C A A G G T G G T A T G T r A T G T r C -

3
r

(Z N F 2 92 g e n e の 14 05
-

1 42 4 番目) / A S l; 5
L G T

A G T A A G T C A r r C G T G G A - 3 - (Z N F 29 2 g e n e の

2 448
-

24 67 番目) と, cl o n e 5 6 S 2; 5
- -
T C A A A C

T C C A A A A m C C T C
-

3
■

(Z N F 2 92 g e n e の 2 39 8
- 2 41 7 番目)/ A S 2; 5

■ -

C G T A A A G C A G C A A A C A

T C
-

3 ■ (Z N F 2 92 g e n e の 4 0 97 - 4 1 1 6 番目) に

て , 94 ℃ 1 分 , 55 ℃ 1 分 , 72 ℃ 1 分 の c y cle で

3 0 c y cl e 反応 させ た後 72 ℃ 1 0 分 の 延長で 反応 さ

せ た .

白血 病細胞株 ( y S
-

1
,
K 5 62

,
K U 8 1 2 , N B 4 ,

H E L
,
M e g Ol , U 937 , J u rk at , D a u di , R aji , C 2 F 8 ,

T O M l
,
M olts , M olt4) に つ い て も, 同様の 条件

で cl o n e 5 6 -

s e n s e/ cl o n e 56 - a n ti s e n s e p ri m e r に

て R T I P C R を施行 した .

7 . P h a s e p l a q u e a ss a y

Al lo g e ni c の系で症例 1 より検出した陽性 clo n e

( cl o n e 56) に つ い て, 他の 患者および健常人血清

に お け る
, 抗体 の 有 無 を調 べ る 目的 で , 陽 性

clo n e p h a g e を用 い た p b a g e pl a q u e a s s a y 法を施

行 した .

陽性 clo n e p h a g e と , n e g ati v e c o n t r ol と して

c D N A lib r a r y を約 1 : 1 に な る よう に 混合 し た

p h a g e を ⅩL 1 - bl u e M R F
'

に組 み込み , ニ ト ロ セ

ル ロ ー ス 膜 に pl a q u e lifti n g させて , 前述と 同様 に

処理 し 1 0 0 倍希釈 した血清と反応 させ , s e c o n d -

a r y a n tib o di e s , N B T / B C I P で 発色 させ , 陽性

cl o n e と陰性 cl o n e が 混在する条件で , 血清中の

抗体陽性と陰性を確認 した ( 図 1) . 抗体陽性者 の

H I A D R B l
★
15 01 の 有無 と, 骨髄不全症候群 の有

無に よる 2 群間比較 には Fi sb e r の 直接確率計算

を用 い , 危険率5 % 未満を有意と した .

1 . A A 患者にお ける自己抗原の同定

まず同系 (S y n g e n ei c) の系 (症例 1 5) で ,
一

卵性双 生児 の ドナ ー

骨髄細 胞 を用 い て 作成 した
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図 2 N o r th e r n bl o t a n al y si s の よる cl o n e 56 遺伝子の発現分布

A : Cl o n e 5 6 か ら 1 .4k b 断片を p r o b e と し て b ybidi z atio n を行 っ た . 9 .5k b 程

度の si z e の バ ン ドが認められた . B : β - a cti n

C D N A lib r a ry の , 約 1 .5 × 1 0
6 個の p h a g e pl a q u e

を s c r e e ni n g したが , 陽性 pla q u e は全く得られな

か っ た . そ こ で次に 同種 ( Al 1o g e ni c) の系で ある

が, H I A D R B l
'

1 501 g e n o t y p e を持つ 別の A A 患

者 (症例 1) の 血清で 同じ c D N A lib r a ry s c r占e n
-

i n g を施行した . S c r e e n i n n g に用 い た血清は , 症

例 1 の治療前で輸血 を含め た補充療法を受ける直

前の もの で あ っ た . その 結果, 約 1 × 1 0
6
個の

p b a g e pl a q u e の うち 4 個の 陽性 pla q u e が得られ

た . それぞれの 陽性 pb a g e i n s e rt の 塩基配列を決

定 した と こ ろ, い ずれの 核酸塩基配列も
-

敦 して

お り, 同
一

の 遺伝子配列 で あ っ た . そ こ で こ の

i n s e rt cl o n e ( cl o n e 5 6 と命名) に つ い て , 遺伝子

D at ab a s e で検索 した とこ ろ, K IA A O 53 0 p r o t ei n ,

ま た zi n c 血 g e r p r o t ei n (Z N F) 292 との b o m ol o
-

g y が認 め られ た . C lo n e 5 6 i n s e rt は 25 40 b p の 大

きさで , そ の 塩基配列は Z N F 2 9 2 遺伝子 の 3 49 0

番目 か ら 6 0 2 9 番目 に相当する 配列と
一

致 し た .

また Z N F 2 92 遺伝子 は , 第 6 染色体上 6 q 1 5 に マ

ッ プされて い た .

2 . C l o n e 56 遺伝子 の発現

C lo n e 56 遺伝子 の 器官別発現分布を N o rt b e r n

b l o t 解析で 解析 した . その 結果約 9 .5 k b 程度の

sin gle バ ン ドが認め られた. その 発現強度は胎盤,

前立腺, 華丸 甲状腺におい て強く認 め られ, さ

ら に心臓 , 脂, 牌臓, 胸腺, 副腎, 骨格筋に は弱い

5 1 9

発現 が認め られた ( 図 2) .

一 方 N o r 血e r n bl o t 解

柄で は, 骨髄と末梢血白血球の 造血組織に は発現

をバ ン ドと して検出で きなか っ た こ とか ら, 造血

細胞 におけ る発現 を確認するため に , cl o n e5 6 領

域内で の プライ マ
ー を用 い た R r - P C R を施行 し

た . C l o n e 5 6 は全体が 同
一

e x o n 内で ある こと か

ら, D N a s e 処理 を加えた R N A を用 い て R T
- P C R

を施行した . その 結果 d o n o r 骨髄, 胎盤および白

血病細胞株 H E L に おい て , cl o n e 5 6
-

s e n s e/ a n ti -

s e n s e p ri m e r で 1 7 7 5 k b の
バ ン ドが 確認 され ,

g e n o m i c D N A の 増幅で は なく , 発現 して い る

R N A を検出 した P C R p r o d u c t で あ る こ とが確認

された . さらに clo n e5 6 と Z N F 29 2 の 関連を確認

するため に, cl o n e 56 N 5 末端より 5
-側の p ri m e r

s 2 と cl o n e5 6 内部の a n ti s e n s e p ri m e r :A S2 , そ し

て さらに 5 -側上流の Sl/ A Sl p ri m e r に おい て も,

それぞれに予想 される 17 1 9k b , 1 063 k b の バ ン ド

が得 られ た ( 図 3) . こ の こ と か ら, cl o n e 5 6 は

z N F 2 92 遺伝子の
一

部と考え られ た . また 造血細

胞にお ける発現を確認する目的で, 各種白血病細

胞株で の 発現 をみ た と ころ, すべ て の細胞株で確

認 され, 特に白血病株の 分化系との 関連は認め ら

れなか っ た (図 4) .

3 .
P h a g e 法による抗体陽性例の検出

血清保存され て い た骨髄不全症例 2 5 例 に つ い

て , cl o n e 5 6 蛋白に 対する抗体の 有 無 を調 べ た ･
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症例の 臨床診断は A A 症例 1 8 例, P N H
･ A A 症候

群症例3 例, M D S と A A の 鑑別 困難 な症例 3 例,

そ して M D S 5 q
- 症候群例1 例で あ っ た . H I A が

確認でき た例は 2 3 例, さら に H L 久 D R B l g e n o -

ty p e も確認 でき た例 は 1 4 例で あ っ た ( 表 1) . そ

旨 >
∈] ⊂)

名 E;
LL ) =

恵蓋

(弓
一

口
O

O
(弓
-

D .～

J
【□

=

図 3 D N a s e 処理 した R N A を用 い

た R T - P C R に よる cl o n e 5 6

遺伝子の 発現 .

A cl o n e 5 6 s e n s e/ an tis e n s e p ri m e r .

B : cl o n e 5 6 S l/ A S l .

C : cl o n e 5 6 S 2 / A S 2 .

D : G A P D H

の 結果 H I A D R 1 5 (2) を持つ 症例は 23 例中 15 例

(6 5 .
2 % ) で あ っ た .

こ の 全骨髄不全症例 2 5 例の

うち , Cl o n e 5 6 に対する抗体が検出された例は 7

例であ っ た (表 1) . 7 例の 中で , H u l D R B l
★
1 501

陽性 は 5 例 で , 1 例 は H L A 不 明, 1 例 は ⅢL A

D R1 5 陰性で あ っ た .

一 方 H I A 血清型 および遺伝

子型か ら判断 した H I A D R B l
★
1 50 1 陰性倒11 例

の 中 で , 抗 体 陽 性 者 は 1 例 の み で ,
H L A

D R B l
★
1 50 1 陽性 9 例中で は 5 例の 抗体陽性で統

計学的 に有意差を認 め た ( p < o . o 5) .

一

方同 じ

H L A D R B l
★

15 01 を有する骨髄不全症候群以外の

疾患症例, 急性骨髄性白血病2 例, 急性リ ン パ 性

白血病 3 例, 慢性骨髄性白血病1 例の計 6 例の 血

清 に お い て は , 全例 抗体陰性 で あ っ た ( p <

0 . 05) . ただ し健常 v ol u n t e e r 1 7 例中 1 例に抗体陽

性者が観察された .

考 察

A A に おける造血障害は , 細胞障害性 T リ ン パ

球 ( C T L) に よる幹細胞 また は前駆細胞 に対する

細胞障害が原因 と考えられ, 治療として は , 非特

異的 T リ ン パ 球抑制 を示す薬剤が使用 され て い

る .
こ のような免疫抑制剤は高率に効果を認め る

が
, 副作 用 と して重篤な免疫不全 が懸念 され る .

そ こ で C T L が認識する抗原を明らか にする こ と

は , その 発症機序の 解明に つ なが るととも に, 追

血細 胞障害をお こ して い る C T L 特異的な治療に

U U
a Z

真 言
= =

蓋芸重責喜蔓 g 曇巨至芸著書芦藁葺

図4 R T
- P C R に よる cl o n e 5 6 遺伝子の発現

A Cl o n e 5 6 s e n s e/ a n tis e n s e p ri m e r を用t l た だT I P C R 健常人, A A 患者, 細
胞株全て に, 1 7 75 b p の バ ン ド が認められる .

B : G A P D H
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表1 P b a g e pl a q u e a s s a y に よる抗体検査結果

症例 年齢/ 性 臨床診断 重症度 H L A D R D R B I P h a g 叩Ia q tle a S S a y

1 1 8/ M A A

2 4 1ノM

3 1 3/F

4 3 4/ど

5 52/ ”

6 2 1/ ”

7 4 1/F

8 2 0 伽

9 2 7/ ”

I O
-

3 7/ど

I 1 2 9他生

1 2 2 7/ M

1 3 1 8 伽

14 2 7/ど

1 5 * 2 7 m

I 6 2 2/F

1 7 4 5/F

1 8 3 5/ M

1 9 2 2/”

2 0 4 1/ M

2 1 2 2/ M

2 2 1 7 n V[

2 3 1 7/F

2 4 4 8/ M

2 5 4 7/F

P N H/ A A

A A

A A

A A/ M D S R A

A A

A A

A A

A A

A A

P N H/ A A

A A

A A/ M D S R A

A A

A A

A A/ M D S R A

A A

P N H/ A A

A A

A A

A A

A A

A A

A A

M D S 5 q
-

重症 15
,
4 1 501 , 0 40 5 ＋

重症 1 5 , 15 1501 , 150 1 ＋

重症 2 , 9

中等症 15 , 9

中等症 1 5
,
4

重症 9 , 1 3

重症 N A

重症 2
,
9

重症 15
,
9

重症 1 5 , 1 5

中等症 2
,
9

重症 2
,
8

重症 2 , 9

重症 2
,
6

重症 1
,
4

中等症 15
,
9

中等症 15 , 4

重症 1
,

重症 4 , 13

重症 4
, 8

重症 4
,
9

中等症 4
,
9

重症 9 , 1 2

150 l , 0 90 1 ＋

1 5 01
,
090 1 ＋

15 0l
,
04 1 0 ＋

N A ＋

N A ＋

15 0l
,
09 0 1

15 0l
,
09 01

15 01 , 15 02

15 0l
,
15 09

1 5 02
,
0阜02

15 0 2 , 0 9 01

N A

N A

N A

N A

N A

N A

N A

N A

04 0 5
,
09 01

09 0 l , 1 2 01

重症 N A N A

15
,
9 15 02

,
09 01

”;男性､
F;女性､ A A ;再生不良性貧血 ､ P N H ;発作性夜間血色素尿症 ､ M D S;骨髄

異形成症候群 ,
R A ;不応性貧血 , 5 q

-

;5 q
- 症候群 ､ N A ; 検査 され てお らず不明 ､

＋;陽性､

-

;陰性 ､ M D S 5 q
- 症候群 の症例の重症度分類判定は不可 .

結びつ く可能性もあ る.

我 々 は そ の よう な抗原同定 の ア プ ロ ー

チ と し

て
,
S E R E X 法に よる A A 患者血清中に検出される

自己抗体を検出で き るか を検索 した . S E R E X 法

は a u t ol o g u o s の系で 施行する こ と が原則で あ る

5 2 1

が , A A 症 例 に お い て は 骨髄低形成 の た め に ,

C D N A lib r ar y を作成するの に十分 な骨髄を得る こ

とは困難で ある . そこで 当軌 sy n g e n ei c の ドナ

ー

( 遺伝的 に同
一

と考 えられ る) が得 られた A A

症 例 の 血 清 を用 い て , ドナ
ー 骨髄細胞 c D N A
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1ib r a r y を ス ク リ
ー ニ ン グ した が

, 陽性ク ロ
ー ン は

ま っ たく得られなか っ た . そ こ で allo g e n ei c の 系

に なる が
, 別 の A A 患者の 輸血等補充療法が施行

される直前の血清 ( すなわち同種抗原が形成 され

る前の 血清と考え られる) を用 い て ス クリ ー ニ ン

グ を施行 した. その結果4 pl a q u e に陽性が得ら

れ, その i n s e rt は全 て同
一

配列であ っ た .

得られた抗原遺伝子 は, N o r 也e r n 解析で は
一

種

類の バ ン ドで釣 10 k b p と大きな遺伝子 であ っ た .

さらに こ の 遺伝子産物すなわち抗原蛋白は , デ
ー

タ ベ ー ス に おける情報か ら, Z N F 29 2 遺伝子の
一

部であ っ た . こ の 蛋白は C 2
-

H 2 タイ プモ チ ー フ

の Zi n c 血 g e r 蛋白で ある こ とか ら, 転写因子で あ

る可能性が高い . そ して今回 S E R E X 法で 同定 さ

れ た C lo n e 5 6 の ア ミ ノ酸配列に は Zin c 丘n g e r モ

チ ー フ が 6 個認められる .
こ の ように自己抗原が

細胞内蛋白, 特に D N A や R N A と結合する蛋白で

あるような例は , 勝原病や傍腫癌性神経症候群に

おい て も認 め られ る 2 7) 2 8) . こ の よう な例の 病態

発症 の磯序 と して も, 自己抗体で は なく, 抗原蛋

白に対する C T L の 病体形成 へ の 関与が 示唆され

て い る 29) 3 0)
. 骨髄不全 に おける Z N F 2 9 2 抗体に

つ い て も
, 抗体で は なく Z N F 292 を認識する C T L

が造血障害をきたす可能性を考えて , この蛋白の

造血組織における働きとともに, 今後の研究を進

め る必要が ある .

と ころ で今回同定され た clo n e 56 蛋白に対する

抗体が検出され る骨髄不全症例に は, H I A に偏り

を有する傾向が 認め られ た . 以前か ら A A の 中に

は , H I A ク ラス Ⅰの中で D R 1 5 ( D R 2) を持つ 例

が多い こ と は知 られて い た 31) . さ らに D R 2 の 中

で も H I A -

D R B l
★

15 0 1 を持 つ 例は シ ク ロ ス ポ リ

ン治療に対する反応性が特に 良く , また依存性 に

なり やす い との 報告が あ る 3 2) 3 3) . さ らに 最近

M D S の 中で免疫抑制療法 に反応 して改善 した例

の 中に も こ の H I A - D R B l ★1 5 01 ハ プ ロ タイ プが

高頻度 に検出され る こ と が報告され 34) , H L A
-

D R B l
★
1 5 01 を有する ハ プ ロ タイ プに は, 自己免

疫性骨髄不全の疾患感受性遺伝子を含んで い る可

能性が示唆される . その 意味 でも今 回同定され た

Z N F2 92 が, Ⅲ1 A 遺伝子群と同
一

の第 6 染色体上

に マ ッ プされ , こ の 蛋白に対する抗体陽性者 に

H L 久 D R B l
★
1 501 へ の 偏りが観察された こ と は大

変興味深い .
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