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研究要旨 

同種造血幹細胞移植は血液難病の根治を期待して行われるが、拒絶反応や感染症など合

併症も多く、長期生存率は 50%にとどまる。造血幹細胞移植成功率を高めるため、1) 免疫

調整遺伝子多型解析をもとに最善のドナーを選び、移植後合併症を予測し予防するテーラ

ーメード型移植法の確立、2) 免疫調整遺伝子多型の機能解析とゲノム機序解明、3) 免疫

調整遺伝子多型へのゲノム標的予防・治療法の探索研究の3点を企図し、研究を開始した。

今回はトロンボモジュリン（TM）遺伝子多型の役割に注目し検討した。TM は主に血管内

皮細胞上に発現し、抗凝固作用や抗炎症作用など様々な機能を有している。TM 遺伝子の

THBD の下流非翻訳領域には 1 塩基多型 (single nucleotide polymorphism; SNP) 

rs3176123 (2729A>C)があり、血管障害との関連が示唆されている。THBD SNPの造血

幹細胞移植免疫における役割を明らかにするため、臨床的検討と機能解析を行った。日本

骨髄バンクを通じHLA アリル一致非血縁者間同種骨髄移植を受けた血液腫瘍患者 317 例

とドナーを対象に、THBD SNP と移植後転帰の関連を解析したところ、ドナーAC または

CC 型は II 度から IV 度急性移植片対宿主病（GVHD）発症率が低いことがわかった。II

度から IV 度急性GVHD 発症患者に限ると、ドナーAC またはCC 型の場合全死亡率の低

下がみられた。機能解析では、AアリルmRNA転写量亢進がみられた。以上から、THBD 

SNP は機能的 SNP で、TM 転写量を通じ、同種造血幹細胞移植予後に影響していると考

えられた。 

 

研究目的 

同種造血幹細胞移植は白血病など血液難病の根治を期待して行われる。しかし、ドナー

リンパ球による拒絶反応（移植片対宿主病）や重症感染症、再発のため、長期生存率は 50%

にとどまる 1-14。サイトカインや先天免疫など免疫調整遺伝子は多型があり、自己免疫疾患

や感染免疫、がん監視機構、臓器移植後拒絶との関連が知られている。研究代表者は主任

研究者として、日本骨髄バンクの協力を得て国内の非血縁者間骨髄移植患者全例とドナー
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の DNA・臨床データを解析し、免疫調整遺伝子多型が造血幹細胞移植後転帰に影響する

ことを明らかにしてきた 15-37。さらに、造血幹細胞移植関連遺伝子多型の一部が、遺伝子

発現やNK 活性、炎症性サイトカイン誘導能への影響など機能的に作用することを実験的

に証明した 16,38-40。今回はトロンボモジュリン（TM）遺伝子多型の役割に注目し検討した。

TM は主に血管内皮細胞上に発現し、抗凝固作用や抗炎症作用など様々な機能を有してい

る。TM 遺伝子の THBD の下流非翻訳領域には 1 塩基多型  (single nucleotide 

polymorphism; SNP) rs3176123 (2729A>C)があり、血管障害との関連が示唆されている。

HLA が一致した他人の造血幹細胞を移植する同種造血幹細胞移植は、血液難病の根治を

期待して行われる。ただし、重症感染症や拒絶反応、移植片対宿主病（graft-versus-host 

disease; GVHD）など合併症や再発による死亡も多く、長期生存率は約 50%にとどまる。

同種造血幹細胞移植後の感染症や拒絶反応、GVHD の発症や病態には、調整蛋白や遺伝子

が関与している。今回、国内の非血縁者間骨髄移植患者およびドナーを対象に、THBD 

rs3176123 SNP と移植後転帰の関連を後方視的に検討した。さらに、THBD SNP の機能

を検証するため、THBD SNP とmRNA 発現量との関連を検討した。 

 

研究方法 

対象症例 

日本骨髄バンクを通じ実施された 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ドナーを対象とし、2006年から 2009年血液腫瘍に対する非

T 細胞除去初回移植 317 例について解析した。内訳は、急性骨髄性白血病 153例、急性リ

ンパ性白血病 67例、慢性骨髄性白血病 12 例、骨髄異形成症候群 53例、悪性リンパ腫 32

例。 

 

患者・ドナー試料(DNA)と臨床情報 

日本骨髄バンク検体・データ保存事業で収集された非血縁者間同種骨髄移植患者・ドナ

ーのDNA および臨床情報を使用した。 

 

遺伝子多型解析 

THBD genotyping probe と、TaqMan genotyping master mix (Applied Biosystems)
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を用い、TaqMan PCR 法により、患者・ドナーのTHBD SNP を決定した。PCR 増幅と

解析は Step One Plus (Applied Biosystems)を使用した。PCR 条件は、pre-denaturation 

60°C、30 秒、denaturation 95°C、10分、annealing 92°C、15秒、elongation 60°C、1

分、post-elongation 60°C、30秒で行った。 

 

試料準備 

健常人（日本居住のアジア人種）27 名(20-25 歳)より、ヘパリン加末梢血を採取した。 

 

DNA・RNA 抽出と cDNA 作製 

遠沈細胞からQIAamp RNA Blood Mini Kit (QIAGEN)でRNA を抽出した。さらに、

High-Capacity cDNA Reverse Transcrip tion kit (Applied Biosystems)で cDNA を作製

し、解析まで－20°C 保存した。別に genomic DNA も抽出した。 

 

THBD 発現解析 

THBD SNP と転写量の関係を明らかにするため、アリル特異的転写量測定法(Allele-

specific transcript quantification)を行った。健常人由来のTHBD AC 型 genomic DNA、

cDNA を Step One Plus (Applied Biosystems) を用いたアリル増幅解析を行い、G/C ア

リル比を算出した。 

AA 型・CC 型の genomic DNA を 1:0、3:1、2:1、3:2、1:1、2:3、1:2、1:3、0:1 で混合

後アリル増幅解析を行い、コントロールとした。 

 

統計解析 

統計解析は、Microsoft Office Excel 2013 とEZR を用いた。2群間比較は t検定とウ

ィルコクソンの符号順位検定で行った。全生存率(overall survival; OS)算出・比較は

Kaplan-Meier解析・log-rank解析、移植関連死亡率(Transplant-related mortality; TRM)、

再発率(relapse)、急性(acute)・慢性(chronic) GVHD の算出・比較は累積発生率解析法・

Gray 法を用いた。 
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研究結果  

非血縁者間同種骨髄移植 317 例のTHBD SNP を決定した。遺伝子型頻度は、ドナーが

AA 51% AC 40% CC 9%、患者が AA 54% AC 36% CC 10%であった。これは、

International HapMap Project による日本人データに一致すると考えられた。ドナーSNP

と移植後転帰の関連を検討したところ、ドナーAC または CC 型は II 度から IV 度急性移

植片対宿主病（GVHD）発症率が低いことがわかった（HR = 0.66; 95% CI = 0.44 – 0.99; 

P = 0.05）。II度から IV度急性GVHD 発症患者に限ると、ドナーAC またはCC 型の場合

全死亡率の低下がみられた（HR = 0.45; 95% CI = 0.21 – 0.99; P = 0.05）。0 度から１度急

性 GVHD 患者では、THBD SNP の影響はみられなかった。患者側の SNP に関しては、

有意な影響はみられなかった。機能解析では、A アリルmRNA 転写量亢進がみられた。 

 

考察 

血液悪性腫瘍 317例を対象に、THBD SNP と非血縁者間同種骨髄移植後転帰の関連を

検討したところ、ドナーAA 型に比べドナーAC/CC 型は急性 GVHD の頻度が少なく、急

性 GVHD 発症後の予後が良好であることがわかった。ドナー選択の最適化につながる可

能性がある。健常人の末梢血を用い、C アリルの転写量はAアリルより高かいことを示し

た。したがって、THBD C アリル保有者は、THBD 発現量亢進を通じ効率良く TM を産

生する可能性が示唆された。この SNP は下流非翻訳領域に有り、microRNA など調整因

子との結合に影響を与えている可能性がある。臨床解析、機能解析より、THBD AC/CC 型

ドナーから移植を受けた場合、高 TM 発現により急性 GVHD 発症率および死亡率の低下

がもたらされる可能性が示唆された。移植後の TM が GVHD 予防・治療や臓器障害改善

に関与するという報告は、この仮説を支持する。TM は血管内皮に加え白血球も発現して

いる。今回はドナー由来白血球の影響かもしれない。以上から、THBD SNP は機能的 SNP

で、TM転写量を通じ、同種造血幹細胞移植予後に影響していると考えられた。他の SNP

解析結果 15-37と組み合わせることにより、最適ドナー選択や移植後転帰を予測し適切に対

応する個別移植医療の実現に役立つ可能性が示唆された。 
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