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研究成果の概要：分類不能型低ガンマグロブリン血症患者末梢血単核球から CD4+ T 細胞を純化

し、Th2 細胞を in vitro で誘導し、Th2 細胞における遺伝子発現をマイクロアレイにてえ健常

者と比較した。健常者と比較して、APOB、CHIM、FLIP１、SLC22A4、TMEM1、UPF2、FAH、SERPINA5、

GGCX、SMARCAL1、遺伝子の発現量の低下が著しかった。これらの遺伝子の塩基配列を決定した

が、遺伝子異常は認められなかった。次に患者末梢血 B細胞を純化し、in vitro で活性化した

後、遺伝子発現量を健常者と比較した。その結果、IGJ、ROR1、FLJ2、PDE3B、CNN3、SGCE、GNG2、

TLE1 遺伝子の発現量の低下が著しかった。これらの遺伝子の塩基配列を決定したが、遺伝子異

常は認められなかった。今後はさらにそれ以外の遺伝子で発現量の低下しているものに関して

遺伝子解析を行い原因を明らかにしたい。 
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１．研究開始当初の背景 

分類不能型低ガンマグロブリン血症

（CVID）は、低ガンマグロブリン血症によ

り細菌感染を主体とする易感染性を呈す

る疾患であり、抗体不全症の中では最も頻

度の高い原発性免疫不全症である。25,000

人から 66,000 人に１人が発症すると報告

されており、孤発例と遺伝性のものが認め

られる。SLE 等の自己免疫疾患や悪性リン

パ腫、消化器癌等の悪性腫瘍の合併頻度が

高いことも知られており、病因・病態の解

明が待たれている。CVID の原因はこれまで

明らかではなかったが、Inducible T-cell 

costimulator (ICOS) 欠 損 症 や

Transmembrane activator and CAML 

interactor (TACI) の遺伝子異常によるも
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の、B cell activating factor receptor 

(BAFF receptor) 遺伝子異常によるもの、

CD19 欠損症が近年報告された。しかし、

ICOS欠損症やCD19欠損症はCVIDの中で極

めてまれであると考えられ、TACI 遺伝子異

常による CVID は、27 家系中 3 家系で認め

られたのみであると報告されている。我が

国では ICOS 欠損症、TACI 遺伝子異常症、

BAFF 遺伝子異常症、CD19 欠損症はいずれ

も報告されていないか、数家系が報告され

ているのみであり、CVID の原因の多くは未

だ不明である。ICOS は T 細胞に、TACI、BAFF 

receptor 及び CD19 は B 細胞に発現し、い

ずれもB細胞に対するT細胞のヘルパー機

能や、B 細胞の活性化シグナルに重要な役

割を果たしている。CVID は、T細胞と B細

胞のいずれの異常でも起こりうると考え

られ、原因となる分子異常が多数存在する

可能性もあり、その病態を解明していく上

で、原因となる分子異常を推定することは

困難である。 

 
２．研究の目的 

分類不能型低ガンマグロブリン血症患者

の末梢血単核球の遺伝子発現を健常者と比

較することにより、この疾患の遺伝子発現の

特徴を明らかにし、さらに発現が低下した遺

伝子を責任遺伝子の候補遺伝子として、遺伝

子の塩基配列を決定することにより、この疾

患の責任遺伝子を解明することを目的とす

る。 

 
３．研究の方法 

九州大学病院小児科で診療を受けている

CVID 患者 3名を対象として、九州大学倫理委

員会の承認を得た後、患者の同意を得て行っ

た。 

（１） Th2 細胞の誘導 

CD4+細胞の純化は、単球が CD4 を弱く発現し

ているため、CD14 マイクロビーズ (Miltenyi 

Biotec GmbH, Bergisch Gladbach Germany) 

及び LD Column (Miltenyi Biotec GmbH) を

用いて単球を除去した後、CD4 マイクロビー

ズ及び MS Column を用いて CD4+ T 細胞を純化

した。純化した CD4+ T 細胞を固層化抗 CD3 抗

体 (1 ・g/ml, BD Pharmingen, San Diego, 

CA) 、 抗 CD28 抗 体  (10 ・g/ml, BD 

Pharmingen) 、 IL-4 (20 ng/ml, R&D, 

Minneapolis, MN)、抗 IL-12抗体 (10 ・g/ml, 

R&D)、IL-2 (20 U/ml, Genzyme, Cambrigde, 

MA)にて 3 日間培養し、細胞を Wash した後、

さらに IL-4 (20 ng/ml)、抗 IL-12 抗体 (10 

・g/ml) の存在下に 4日間培養して Th2 細胞

を誘導し、回収した。培養終了後は Th2 細胞

の特徴である CRTH2陽性であることをフロー

サイトメータにて確認した。 

（２） 活性化 B細胞の誘導 

B 細胞は CD19 マイクロビーズ及び MS Column

を用いて純化した。純化した B 細胞を SAC 

(0.01%, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO)、

IL-2 (50 ng/ml、Genzyme)、IL-10 (50 ng/ml, 

Genzyme) 、 抗 CD40 抗 体  (1 ・g/ml, 

Immunotech, Westbrook, ME) の存在下に 2

日間培養し、抗体産生細胞へ誘導した。純化

した Th2 細胞と活性化 B細胞のペレットは遺

伝子マイクロアレイ用とプロテインチップ

用とに分け、液体窒素に保存した。 

（３） マイクロアレイ 

凍結保存しておいた細胞から、Isogen 

(Nippon Gene) に て RNA を 抽 出 し 、

AminoAllyl Message Amp aRNA Kit (Ambion, 

Austin TX) を用いてリニア増幅した後、マ

イクロアレイ (Acegene Human Oligo 30K, 日

立ソフト) を行い、遺伝子発現を比較した。

測定は Microarray Scanner FLA 8000 (Fuji 

Film)で Scan し、Array Vision (Amersham 

Pharmacia) で定量化した。GAPDH、Actin 等

の発現量を基準として遺伝子発現の数値を

標準化した。得られた多種の膨大な遺伝子発

現に関するデータを Gene Spring Software 

(Silicon Genetics, Redwood City, CA) で

解析した。データは Lowess 法を用いて

Normalize した。マイクロアレイを用いて、

CVID 患者で遺伝子発現異常（低発現）を同定

し候補遺伝子とした。候補遺伝子については、

それらの塩基配列を決定し、遺伝子異常の有

無を検討した。 

 

４．研究成果 

分類不能型低ガンマグロブリン血症患者

および健常者から末梢血を採取し、CD4 陽性

T細胞をマイクロビーズを用いて純化し、Th2

細胞を誘導し、それらの細胞における遺伝子

発現をマイクロアレイにて比較検討した。な

お純化した CD4 陽性 T細胞をフローサイトメ

ーターで解析したところ、いずれも 98%を越

えていた。純化した CD4 陽性 T細胞を固層化

抗 CD3 抗体、抗 CD28 抗体 、IL-4、抗 IL-12

抗体、IL-2 にて 3 日間培養し、細胞を Wash

した後、さらに IL-4、抗 IL-12 抗体の存在下

に 4 日間培養した。培養後の細胞は 99%以上

が CRTH2 陽性であり、Th2 細胞が誘導されて

いることが確認された（図 1）。患者由来の

Th2 細胞と健常者由来の Th2 細胞の遺伝子発

現をマイクロアレイで比較し、遺伝子発現の

差が大きい順にリストアップした（表 1）。上



位 4遺伝子に関しては、遺伝子発現を定量的

PCR 法で検討したが、マイクロアレイの結果

を支持する結果であった。 

 

図 1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

表 1 Th2 細胞でのマイクロアレイの結果 

（CVID 患者で発現の低下していた遺伝子） 

 
Number ID Gene name Description Map Ratio

1 AGhsA240613 APOB apolipoprotein b precursor; apob 2q24-p23 0.180
2 AGhsA120306 CHIM choroideremia (rab escort protein 1); chm Xq21.2 0.257

3 AGhsB210217 FILIP1
cdna flj14799 fis clone nt2rp4001351 weakly similar
to ovarian cancer downregulated myosin h-chain
homolog doc1 mrna; unnamed protein product

6q14.1 0.276

4 AGhsA161014 SERPINA5
serine (or cysteine) proteinase inhibitor, clade a
(alpha-a antiproteinase, antitrypsin), member 5;
serpina5

14q32.1 0.279

5 AGhsA050221 FLJ11142 hypothetical protein flj11142; flj111142 3q13.2 0.285
6 AGhsA130101 TMEM1 transmembrane protein 1; tmem1 21q22.3 0.289
7 AGhsA051505 UPF2 regulator of nonsense transcripts 2; rent2 10p14-p13 0.290
8 AGhsA050401 GGCX gamma-glutamyl carboxylase; ggcx 2p12 0.297
9 AGhsA160508 FAH fumarylacetoacetase; fah 15q23-q25 0.298
10 AGhsA101006 SNTG1 syntrophin, gamma 1; sntg1 8q11-q12 0.306

11 AGhsA231317 SMARCAL1
swi/snf related, matrix associated, actin dependent
regulator of chrommatin, subfamily a-like 1; smarcal

2q34-q35 0.355

12 AGhsA220318 SLC22A4
solute carrier family 22 (organic cation transporter),
member 4; slc22a4

5q23.2 0.358

13 AGhsA170104 DLK1 delta-like homolog (drosophila); dlk1 14q32 0.372

14 AGhsA260307 FUT3
fucosyltransferase 3 (galactoside 3(4)-/-
fucosyltransferase, lewis blood group included); fut3

19p13.3 0.383

15 AGhsA141221 VPS4B wacuolar protein sorting factor 4b; skd1 18q21.32-q21.33 0.402
16 AGhsA260522 hypothetical protein flj20294; flj20294 0.418

17 AGhsA160608 LOC56965
hypothetical protein from euroimage 1977056;
loc56965

15q23-q25 0.426  
 

患者において遺伝子変異が著しく低下し

ていたこれらの遺伝子について、遺伝子変異

の有無を検討したが、各患者における遺伝子

変異は認められていなかった。 

 

次に CVID 患者および健常者末梢血 B 細胞

を同様にマイクロビーズを用いて純化した。

B細胞の純度は同様に 98%を越えていた。B細

胞を SAC、IL-2、IL-10、抗 CD40 抗体の存在

下に 1 日間培養して活性化 B 細胞を誘導し、

細胞ペレットを液体窒素に保存した。これら

の細胞の遺伝子発現を、マイクロアレイで比

較した。マイクロアレイ解析の結果、健常者

と比較して遺伝子発現が著しく低下してい

たものを表 2に示す。 

 

表 2 活性化 B 細胞でのマイクロアレイの

結果 

（CVID 患者で発現の低下していた遺伝子） 
Number ID Gene neme Description Map Ratio

1 AGhsC210710 IGCJ ig j cain exons 3 and 4; j-chain 4q21 0.350
2 AGhsA250111 ROR1 receptor tyrosine kinase-like orphan receptor 1; ror1 1p32-p31 0.370
3 AGhsA220601 FLJ2 hypothetical protein; flj20152 5p15.1 0.403
4 AGhsA041002 PDE3B phosphodiesterase 3b, cgmp-inhibited; pde3b 11p15.1 0.408
5 AGhsA251307 CNN3 calponin 3; cnn3 1p22-p21 0.415
6 AGhsA201407 SGCE sarcoglycan, epsilon; sgce 7q21-q22 0.423
7 AGhsB030224 GNG2 pro1107 14q21 0.472

8 AGhsA191020 TLE1
transducin-like enhancer of split 1(e(sp1) homolog,
drosophila); tle 1

9q21.32 0.474  

活性化 B細胞で遺伝子発現の低下したこれら

の遺伝子の塩基配列を調べたが、遺伝子異常

は認められなかった。 

 

今回検討したように、Th2 細胞や活性化 B 細

胞で、発現量に著しい差が認められた遺伝子

には、CVID 患者では異常は認められなかった。

今回の結果では、Th2 細胞の誘導では多くの

遺伝子で発現量の差が認められたが、活性化

B 細胞では、発現量の差が見られた遺伝子が

少ない傾向があった。活性化 B細胞の刺激条

件も再検討する必要があると考えている。こ

れらの結果をもとに、分子相互の関連から、

遺伝子発現がそれほど低下していない分子

にも可能性があることを考慮し、今回塩基配

列を決定していない、下位の遺伝子を検討し、

また、末梢血単核球での蛋白発現での比較解

析を行う予定である。 
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