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研究要旨 

 

 

A. 研究の目的 

TTP は全身の微小血管に血小板と von 

Willebrand因子（VWF）を中心とした血

栓が形成される致死的血栓症である。

TTP の 9 割以上を占める iTTP は VWF 切

断酵素である ADAMTS13 に対する自己抗

体が産生されることで発症する自己免

疫性疾患である。ADAMTS13活性が著減し

た TTP 患者では、血管内皮細胞から血中

に放出された血小板凝集能の強い超高

分子量 VWF 重合体が切断されずに存在

する。微小血管内で血小板血栓を形成す

ることで、腎臓や脳などの虚血性臓器障

害を引き起こす。 

自己免疫性疾患の発症リスク因子の一

つとして疾患感受性 HLAが存在する。関

免 疫 原 性 血 栓 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 （ immune-mediated thrombotic 

thrombocytopenic purpura: iTTP）は、ADAMTS13 に対する自己抗体が産生されるこ

とで発症する極めて稀な自己免疫性疾患である。自己免疫性疾患の発症リスク因子の

一つとして疾患感受性 HLAが存在する。ヨーロッパ系集団においては DRB1*11が iTTP

の疾患感受性 HLA の一つと報告されている。また、T細胞 Assay および溶出ペプチド

を用いた質量分析結果より、iTTP 患者の樹状細胞上の DRB1*11 分子は ADAMTS13 の

CU2 ドメイン由来のペプチドと複合体を形成し、ヘルパーT 細胞の活性化に関与する

ことが示唆されている。 

我々は、52例の iTTP 患者の HLA解析を行い、ヨーロッパ系集団とは遺伝的背景

が大きく異なる日本人集団において、DRB1*08:03 を疾患感受性 HLA と同定した。次

に、DRB1*08:03 分子に結合しうる ADAMTS13 ペプチド（アレル拘束性 T細胞エピトー

プ）を同定すべく、抗原提示細胞質内の HLA-ペプチド安定性（親和性）が、細胞表面

の HLA-ペプチド複合体発現量に相関する原理を用いた MHC-density assay を用いて、

DRB1*08:03 および DRB1*11:01 と高親和性を有する ADAMTS13 ペプチドの検討を行っ

た。候補ペプチドは in silico 予測モデル、およびヨーロッパ系集団での既報を基に

抽出した。 

6つのペプチド（p101, p598, p970, p1266, p1334, p1355）は DRB1*08:03 分子

と DRB1*11:01 分子に対して共に高い HLA-ペプチド安定性を示した。今後、T 細胞

Assayおよび溶出ペプチドを用いた質量分析を実施し、得られた知見につき吟味を行

う必要がある。 
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節リウマチ、全身性エリテマトーデス、

慢性甲状腺炎などの自己免疫性疾患で

は疾患感受性 HLA の同定がされており、

iTTPにおいても 2010年以降に欧州の複

数のグループからヨーロッパ系集団で

は DRB1*11（DRB1*11:01）が疾患感受性

HLAの一つと報告されている。また、in 

vitro実験より、iTTP 患者の樹状細胞上

の DRB1*11 由来 DR 分子は ADAMTS13 の

CUB2 ド メ イ ン 由 来 の ペ プ チ ド

FINVAPHARと複合体を形成し、ヘルパー

T細胞の活性化に関与するという結果が

得られている。 

ヨーロッパ系集団とは遺伝的背景が大

きく異なる日本人において、多数の iTTP

患者を対象とした HLA 解析研究および

アレル拘束性 T 細胞エピトープの検討

研究は存在しない。今回、日本人 iTTP患

者の HLA解析研究を実施し、疾患感受性

HLA を同定し、その上で in vitro での

アレル拘束性 T 細胞エピトープの検討

を行ったので報告する。 

 

B. 研究方法 

対象患者 

2017年 9月より 2019年 3月までに日本

国内の 19 施設の医療機関を受診した

iTTP 患者 52 名を解析対象とした。TTP

診療ガイド 2017 に基づき、原因不明の

血小板減少と溶血性貧血を呈し、

ADAMTS13 活性が健常人プールの 10%未

満かつ ADAMTS13インヒビター陽性（0.5 

Bethesda Unit/mL以上）の場合に iTTP

と診断した。 

HLA解析 

同意の得られた患者より EDTA 採血管に

2mLの採血を行い、白血球成分よりゲノ

ム DNA を抽出し、次世代シーケンサー

Illumina Miseq による HLA 解析を行っ

た。解析対象アレルは HLA-A, -B, -C, 

-DRB1, -DRB3/4/5, -DQA1, -DQB1, -

DPA1, -DPB1 の 11 遺伝子座とした。健

常人のアレル頻度を比較するため、3つ

の日本人集団の HLA タイピング結果[中

島ら（n=208）、Japan pop2 (n=916)）、

Japan pop17 (n=3078)]をコントロール

として参照した。 

統計解析 

2 群間の HLA アレル頻度の差は Fisher

の正確検定を用いて解析の上で、多重検

定によるαエラーの増大を防ぐため、

Bonferroni補正を行った。各遺伝子座に

おいて日本人健常人におけるアレル頻

度が 1%以上のアレル数を p 値に掛け合

わせ、補正 p値（corrected P-value: Pc）

を算出した。また、臨床パラメータの 2

群間の中央値の差の検定は Mann-

Whitney U 検定を用いて比較した。有意

水準を 5%として、ｐ値が 0.05 未満の場

合に統計学的に有意差があると判定し

た。解析ソフトは EZRを用いた。 

疾患感受性 HLA のアレル拘束性 T 細胞

エピトープの検討 

・候補ペプチドの抽出 

同定された疾患感受性 HLAに Coadingさ

れる HLA 分子が、どのような ADAMTS13

由来ペプチドと強い親和性を示すかを

in silicoペプチド結合予測ソフトウェ

アである NetMHCIIpan version 4.0を用

いて予測した。また、既報の In vitro 研

究（T細胞 Assay および溶出ペプチドを

用いた質量分析）の結果についても、日
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本人の疾患感受性 HLA 分子との親和性

を検討する目的で候補ペプチドに含め

た。最終的に 24の ADAMTS13 ペプチドを

抽出した。（図 1） 

・HLA-density Assay 

筑波大学遺伝医学の宮寺博士によって

開発された新たな解析手法であり、抗原

提示細胞質内の HLA-ペプチド安定性（親

和性）が、細胞表面の HLA-ペプチド複合

体発現量に相関する原理に基づく。

Assay の詳細は論文を参照されたいが、

要約すると DRA安定発現株に DRB1-標的

ペプチド(15mer)-GFP配列をレトロウイ

ルスベクターにてトランスフェクショ

ンし、細胞表面の HLA 分子密度および

GFPシグナルをフローサイトメトリーに

て解析する手法である。（図 2）GFPシグ

ナルで補正した HLA 分子のシグナル量

を各ペプチドについて算出する。次に、

コントロールペプチド(g9: 9mer のグリ

シン)との結合度を 1 とした場合の各ペ

プチドの相対的な結合度を解析し、比率

が一定値(2)以上の場合にアレル拘束性

T細胞エピトープの候補であると判定し

た。 

 

（倫理面ヘの配慮） 

本研究は、全ての参加施設にて医の倫理

審査委員会の承認を受け、患者より文書

での同意を得て実施した。 

 

C. 研究成果 

iTTP患者背景 

男女比は 22：30 と女性に多く、発症時

の年齢中央値は 56.5 歳（1-81）であっ

た。38 例が原発性 iTTP、12例が膠原病

関連 iTTP、1例が悪性腫瘍関連 iTTP（胃

癌）、1例が膵炎関連 iTTP であった。膠

原病関連 iTTP の内訳は 6例が SLE、3例

が混合性組織結合病、2例がシューグレ

ン症候群、1例が原発性胆汁性胆管炎で

あった。急性期の ADAMTS13 活性は全症

例で 3%未満であり、ADAMTS13 インヒビ

ターの中央値は 2.5 BU/mL（0.5-113 

BU/mL）であった。全症例で著しい血小板

減少（血小板数中央値 11.5×109/L）と

溶血性貧血（LDH 中央値 968  U/L およ

びヘモグロビン中央値 8.0 g/dL）を認

めた。一方ほとんどの症例で腎障害はそ

れほど強くなかった（血清クレアチニン

中央値 0.88 mg/dL）。iTTP の急性期に

52人中 49人が新鮮凍結血漿を置換液と

する血漿交換療法とステロイドによる

標準治療を受けていた。血漿交換実施回

数の中央値は 11回（3-42回）で、血漿

交換を受けた 49 人中 19 人が治療抵抗

性と判定された。 

日本人集団における iTTP 患者と健常人

におけるアレル頻度の比較 

表 1 に日本人集団における iTTP 患者と

健常人のアレル頻度を比較した結果を

示す。HLA クラス II アレルについて以

下のアレルが日本人における iTTP の疾

患感受性 HLA として同定された。 

中島らのコントロールとの比較では

DRB1*08:03 （OR：3.01、Pc=0.0165)、

DQA1*01:03 (OR： 2.37、 Pc=0.006)、

DQB1*06:01 （OR：2.62、Pc=0.024)がリ

スクアレルとして同定された。Japan 

pop2 コ ン ト ロ ー ル と の 比 較 で は

DRB1*08:03 （OR：2.67、Pc=0.075)、

DQA1*01:03 (OR： 2.25、 Pc=0.018)、

DQB1*06:01 （OR：2.40、Pc=0.011)がリ
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スクアレルとして同定された。最後に

Japan pop17コントロールとの比較では

DRB1*08:03 （OR：2.41、Pc=0.0198)、

DPB1*19:01 (OR:8.16、Pc=0.0227)がリ

スクアレルとして同定された。すべての

コントロール間で共通するリスクアレ

ルとして DRB1*08:03 が同定された。な

お、HLA クラス I アレルでは iTTP 患者

と健常人間にアレル頻度の有意な差は

みられなかった。 

なお、ヨーロッパ系集団で危険因子およ

び保護因子とされる DRB1*11 および

DRB1*04は、日本人集団では抗原レベル

においても iTTP 患者と健常人コントロ

ール間でアレル頻度に有意差はみられ

なかった。 

疾患感受性 HLA のアレル拘束性 T 細胞

エピトープの検討 

図 3に MHC-density assayの検討結果を

示 す 。 DRB1*08:03 分 子 お よ び

DRB1*11:01分子において 10個および 13

個のペプチドが高い g9 比を示し、いず

れの DR 分子とも ADAMTS13 の複数のド

メインにまたがって候補ペプチドが存

在していた。（図 3）。このうち、4 つの

ペプチド（p622、p651、p913、p1279）は

DRB1*08:03に対して高い g9比を示した

が、DRB1*11:01に対しては示さなかった。

一方、6つのペプチド（p101, p598, p970, 

p1266, p1334, p1355）は DRB1*08:03 と

DRB1*11:01に対して共に高い g9比を示

した。 

 

D. 考察 

本研究は遺伝的に孤立した日本人

iTTP52 名を対象とした HLA 解析研究で

あ り 、 疾 患 感 受 性 ア レ ル と し て

DRB1*08:03 を同定した。DRB1*08:03 は

東アジアに限局し、欧米ではまれな DRB1

アレルとして知られている。また今回の

解析ではヨーロッパ系集団において同

定されている疾患感受性 HLA（DRB1*11）

および疾患抵抗性 HLA（DRB1*04）は遺伝

的背景の異なる日本人においては患者

と健常人で有意な差がみられなかった。 

ヨーロッパ系集団においては、

DRB1*11（主に DRB1*11:01）をはじめと

する HLA タイピングのされた患者検体

（末梢血単核細胞）を用いた In vitro

研究がオランダとフランスのグループ

から報告されている。オランダのグルー

プからは T 細胞 Assay および溶出ペプ

チドを用いた質量分析の結果が、フラン

スのグループからは T 細胞 Assay の結

果が参照可能である。2つの報告には完

全には一致しないところもあるが、おお

むね ADAMTS13 由来の CUB ドメイン内の

ペプチドが ADAMTS13 自己反応性 T 細胞

に提示されることが示唆されている。 

今回我々は日本人集団におけるアレ

ル拘束性 T 細胞エピトープの同定を行

うべく、HLA-density Assay を用いた in 

vitro研究を筑波大学宮寺博士の協力の

もとで実施した。同アッセイは細胞表面

の HLA-ペプチド複合体発現量が抗原提

示細胞質内の HLA-ペプチド安定性（親和

性）と相関することを利用したものであ

る 。 今 回 の 解 析 で は NetMHCIIpan 

version 4.0 で予測された高親和性

ADAMTS13 ペプチドおよび既報の in 

vitro 研究（T 細胞 Assay および溶出ペ

プチドを用いた質量分析）で同定された
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ペプチドを抽出し、計 24 種類の

ADAMTS13 ペプチドについて DRB1*11:01

および DRB1*08:03 分子それぞれに対す

る親和性を検討した。 

DRB1*08:03 および DRB1*11:01 由来

の DR 分子は結合モチーフ（アンカーア

ミノ酸が異なる）がお互いに異なること

が in silico 予測結果から判明してい

るが、HLA-density Assay の結果からは

それぞれの DR 分子が 6 つの共通する

ADAMTS13 ペプチドと高い親和性を有す

ることが示された。これらの 6つのペプ

チドのうち、p970、p1266、p1334、p1355

は既報の溶出ペプチドを用いた質量分

析にて検出され、また p1355 は DRB1*03

陽性患者の T 細胞に認識されたことか

ら、これらの 4 つのペプチドは、

DRB1*11：01と DRB1*08：03を含む DRB1

アレル間で共有する T 細胞エピトープ

で、日本人における iTTP 発症・進展に

関係している可能性が示唆された。 

自己免疫性疾患における、免疫寛容

の破綻のメカニズムについては 1 型糖

尿病などでは HLA-ペプチドの不安定な

複合体（低親和性の複合体）が自己ヘル

パーT細胞に認識されることで生じうる

ことが提唱されている。しかしながら、

このメカニズムは特定の標的臓器を有

しない iTTP においても当てはまるのか

は不明である。今回の HLA-density 

Assay の実施に伴い、DRB1*0803 分子は

DRB1*11:01 分子よりも安定性が乏しい

こ と が 判 明 し た 。 こ の 事 実 は 、

DRB1*08:03 が DRB1*11:01 よ り も

ADAMTS13 ペプチドと不安定な HLA-ペプ

チド複合体を形成し、免疫寛容の破綻に

関与する可能性を示唆する。 

iTTP における免疫寛容の破綻を今回

の解析結果のみで説明することは難し

く。より強固なエビデンスを形成するた

めには DRB1*11:01 での先行研究と同様

に T 細胞 Assay や溶出ペプチドを用い

た質量分析を行う必要がある。そのため

には、急性期 iTTP 患者の末梢血単核細

胞を採取、処理する必要があるため、共

同研究の新たな体制の確立が不可欠で

ある。 

 

E．結論 

日本人 iTTP 患者の HLA 解析研究を実施

し、疾患感受性 HLA として DRB1*08:03

を同定した。 
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