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研究成果の概要（和文）： 
先天性免疫不全症に合併する自己免疫疾患及び悪性腫瘍の発症機序について検討した。DNA 損
傷異常をしめす毛細血管拡張性小脳失調症（AT）や Mre11 欠損症では DNA 損傷応答の異常から
生じる染色体異常が認められ、ATでは T細胞の分化異常も呈することが明らかになった。ICOS
欠損症では T細胞アナジーの発動に異常があり、CVID 患者の 50%では TCRVb レパートアの偏り
を認めた。患者の合併症発症には様々な原因が内在する。さらに詳細な解析が必須である。 
 
研究成果の概要（英文）： 
We studied on the mechanism of autoimmunity and malignancy frequently observed in 
patients with primary immunodeficiency (PID).  Patients with impaired DNA damage 
response such as ataxia telangiectasia (AT) and Mre11 deficiency showed chromosomal 
abnormality caused by defect in DNA damage processing.  AT patients showed 
defective T-cell development as well.  T-cell anergy was not properly executed in 
lymphocytes from ICOS deficiency showing autoimmunity. Skewed TCR V  repertoire 
usage was observed in ~50% of CVID patients.  These findings suggest the presence of 
various mechanism underling autoimmune disorder and malignancy in PID patients.  
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１．研究開始当初の背景 
先天性免疫不全症はすでに100以上の責任
遺伝子が判明しているが、近年特定の病原体
に対する易感染性を示す免疫不全症、自己免
疫や炎症を中心とする免疫異常症などが明
らかになり、その概念は拡大する方向にある。
様々な遺伝子異常は、生体防御能の異常のみ
ならず、腫瘍発生や自己免疫疾患の素地とな

っている点が注目に値する。自己免疫疾患と
腫瘍が合併する症例も多く、共通の発生基盤
が想定される. 
今までの申請者らの研究で、ATM の異常は
細胞周期チェックポイントの破綻をきたし、
それが骨髄異形成症候群の白血病への進展
に関与していること（Leukemia, 2007）、ATM
は Artemis や Ku70/80 をリン酸化し、DNA 損
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傷末端修復に関与すること(J. Biol. Chem, 
2003, Cancer Sci, 2005, Free Radic Biol Med 
2005, Ann N Y Acad Sci.2007) などを明ら
かにしてきた。一方、免疫不全症の解析を通
じて(Blood, 2004, Clin. Immunol., 2005, 
Immunity, 2006, Bone Marrow Transplant, 
2006, 2007)、V(D)J 再構成の異常は偏った T
細胞レセプター(TCR) repertoire を形成し、
GVHD 様病変、臓器特異的自己免疫疾患を合併
すること、TACI 異常症でも repertoire 異常
があること、ICOS 欠損症では Treg, CTLA-4+
細胞などの調節・抑制性 T細胞が減少し、関
節リウマチや炎症性腸疾患が惹起されるこ
と な ど を 見 出 し た ( 投 稿 中 ) 。
Wiskott-Aldrich 症候群(WAS)では、自己免
疫・悪性腫瘍合併例、高頻度な reversion を
確認し、ゲノム不安定性の存在を疑うに至っ
た (Blood, 2004)。 
また Btk異常症では破骨細胞の異常が骨密
度の異常につながるデータも得ている(投稿
中：Cell)。これらの観察や研究データから
免疫不全と自己免疫・腫瘍発生の共通基盤に
深く興味を持つに至った。 
 
２．研究の目的 
本研究において解析の対象とする疾患は
①DNA 損傷修復異常症:免疫不全症及び②悪
性腫瘍、自己免疫疾患あるいは両者を合併す
る CVID, GS と WAS である。これらの疾患に
おいて、悪性腫瘍の発生機構、自己免疫疾患
成立機序を検討し、明らかにすることが目的
である。 
具体的には以下のA)から E)を解析し明らか
にする。 
A) DNA損傷修復異常症の責任遺伝子産物の機
能と腫瘍発生機構       1) 
B) 腫瘍、自己免疫発生頻度の高い CVID, GS, 
WAS における遺伝子不安定性           3) 4) 
C) TCR V   repertoire, BCR SM の解析およ
び偏ったサブセットの自己抗原への反応性
 D) 自 己 抗 原 に 対 す る 免 疫 寛 容
(Tolerance/ Anergy)の破綻機序                   
E) T 細胞の一般抗原刺激に対する無応答性
(Anergy)とその細胞学的・分子生物学基盤   
 
３．研究の方法 
①DNA 損傷修復異常症の責任遺伝子産物の機
能と腫瘍発生機序の解析 
Artemis, Cernunnos, DNA LIG4 を中心に、
これらの分子と ATMとの関連について検討を
進める。 
特に Artemis や Cernunnos に関しては ATMに
よるリン酸化(Cancer Sci, 2005)や会合分子
（投稿中）を中心に、そのチェックポイント
機構破綻について検討を加え、その破綻が染
色体転座、腫瘍化につながる機構を、FISH や
分子生物学的手法を用いて検証する。 

②CVID, GS, WAS におけるゲノム不安定性の
検証 
それぞれの患者から樹立した EBV-感染リ
ンパ芽球細胞株(EBV-LCL)や、増殖 T 細胞を
用いて定常状態でのmutation頻度(HPRT座で
の変異頻度)を検討する。細胞に対してはま
た、増殖ストレス、酸化ストレスを加え、高
精度ゲノムアレイを用いて、染色体欠失・転
座を検討する。 
高精度ゲノムアレイについては当大学難
治疾患研究所分子細胞遺伝学教室の技術的
指導を得て行う。また細胞に電離放射線照射
を行い、Propidium iodide, 7-AAD, H2AX 抗
体の染色により、細胞周期チェックポイント
機構の解析を行う。WAS では当教室で相同組
換えを利用して作成した WASP 遺伝子欠損
Nalm-6 細胞株を用い、細胞株にストレスを加
えて、ゲノム安定性、細胞周期について比較
検討を行う。 
③TCRV  repertoire及び自己抗体産生 B 細
胞の解析－自己反応性クローンの解析－ 
対象疾患において TCRV  repertoire, BCR
の editing（変異導入）を検討すると共に、
増加しているサブセットを精製し、標的抗原
との反応性を検討する。TCRV  repertoire の
偏りがあれば、その細胞群が産生するサイト
カインや自己反応性について検証すること
を試みる。 
また自己反応性 B 細胞に関しては、B 細胞
亜群のうち、transitional B 細胞、あるいは
preB細胞受容体発現B細胞が自己抗体産生に
関与しているとの報告があり、その頻度を検
証するシステムを構築すると共に、実際に
FACS を用いて、頻度を検証する。EBV-LCL の
作成が可能であれば、自己反応性クローンの
性質について検討を加える。 
④Anergy に関する検討 
主に、CVID, GS, WASを中心に解析する。当
教室で診断したICOS欠損症姉弟例は今まで世
界で報告のある9例（全例同遺伝子変異）と遺
伝子変異が異なり、関節リウマチ、炎症性腸
疾患などの明らかな自己免疫疾患を発症し、
しかもT細胞刺激に対してのサイトカイン産
生を認めない。ICOS欠損症、TACI欠損症、CVID、
WASを対象として、T細胞の抗原無応答性につ
いて広く解析する。 
一方、Anergyに関しては調節性T細胞(Treg, 
Th3, Tr1, NKT)の数的質的異常の可能性もあ
り、実際にICOS欠損患者及びもう1名のCVID
ではそれが認められた。症例を増やして検討
を加える。 
 
４．研究成果 
 
①DNA 損傷修復異常症の責任遺伝子産物の機
能と腫瘍発生機序の解析 
DNA 損傷修復異常症責任遺伝子産物機



 

 

能解析に関しては、Artemis と会合し、
その安定性を決定する分子を同定し、そ
の欠損による免疫不全症の可能性につ
いて検討した。 
世界で初めての腫瘍発生を認めた Mre11欠
損症を(AT-like disorder)を報告し(J. 
Pediatr. 2009)、腫瘍組織を用いて、CGH 
array 解析や、p53 の変異について検討を行
った。また DNA ligase IV 欠損症及び XLF1
欠損症では、患者由来細胞に DNA 損傷刺激を
与え、その後の mRNA 発現や、細胞周期、DNA
損傷を経て修復を受けず生き延びた細胞の
解析などを行った。DNA 損傷修復異常症の
中の AT については、その簡易診断法を
確立した（Leukemia, 2009）。 
さらにモデルシステムを用いての検証に当
たった。ATM欠損マウスES細胞をin vitroで分
化させ、V(D)J再構成過程を経て、異常細胞が
産生される機構について解析した。その結果
、今まで知られていたTCRα鎖再構成の時期よ
り前のdouble negative Tの段階で、分化異常
があることが明らかになった(投稿準備中)。 
 
②CVID, Good 症 候 群 ， Wiskott-Aldrich 
syndrome (WAS)におけるゲノム不安定性の検
証 
胸腺腫を伴う免疫不全症患者において、B
細胞新生能、T 細胞新生能を定量化するシス
テムを確立し、V(D)J 組換えやクラススイッ
チ異常を示す患者をピックアップして、DNA
損傷応答を解析した。また原因が未知で、分
類不能型にカテゴライズされている疾患に
ついても適応を開始した。その結果、胸腺腫
を伴う免疫不全症では B，T 細胞新生能が低
下し（V(D)J 再構成能が低下し）、テロメア
長が短く、一部では DDR 後の ATM リン酸化も
低下していることが明らかになった。 
CVID のうち３症例については、CGH アレイ
解析によって、karyotyping では明らかにな
らなかった染色体の欠失や重複が明らかに
なり、本部分と病態との関連を追及できる段
階にまで至った。 
 
③各種免疫不全症における自己免疫疾患発
症機序の解析 
分類不能型免疫不全症を中心に T細胞

レセプターのレパートア解析を行い、汎
血球減少を示す患者や、赤芽球癆の患者
において骨髄浸潤 T細胞のレパートアの
偏りを証明した。さらに B 細胞でのレパ
ートアを解析するシステムの構築に取
りかかった。免疫不全症における Anergy
や自己免疫疾患の発症機構については、
ICOS 欠損症を中心に検討を行った。その
結果、記憶 T 細胞の著しい減少や Th1, 
Th2, Th17, Treg subset の生成に関与す
る転写因子の誘導が不良などであるこ

とが明らかになり、一方 Grail, Cbl-b, 
Itch などの誘導については主たる原因
ではないことを示した。ICOS 欠損症にお
ける自己免疫疾患については、同じ変異
をもち、姉だけが自己免疫を示す姉弟例
の解析から IFN-gamma の産生不全、RANKL
の誘導亢進、Itch の刺激後抑制などが関
与すること、また活性型の T 細胞と抑制
性 T細胞のバランスの乱れが発症に関与
する可能性などを明らかにした（ J. 
Immunol. 2009）。 
Wiskott-Aldrich 症候群、慢性皮膚粘膜カ
ンジダ症、分類不能型免疫不全症において、
Th1, Th2, Th17, Th9, Treg, Follicular 
helper T 細胞を FACS で解析した。また ICOS, 
ICOS-L, BAFF, BAFF-R, PD-1, CTLA-4 などの
副刺激分子についても解析を加え、T 細胞レ
パートアについて検討した。その結果、自己
免疫疾患を示す患者の 50%以上で、Thサブセ
ット及び T細胞レパートアの偏りを示すこと
が明らかになった。本研究ではさらに、分類
不能型免疫不全症（CVID）を中心に、制御性
T細胞群（Treg subset, Tr1, CD8 regulatory 
T cells など）についてその比率とサイトカ
イン産生能を検討した。その結果、自己免疫
疾患を呈する CVID の一部では、Treg サブセ
ットが増加していること、一方 IL-10, 
TGF-beta 産生は様々であることが明らかに
なった。レパートアの偏った T細胞亜群は主
に IFN-γ 産生群であったが、Anergy に関与
する Grail, Itch, Cbl-b などの誘導には大
きな差を認めなかった。 
CVIDについては最終的に150症例を越える
解析が可能になり、末梢血 B細胞において１
０段階の分化段階を想定して、それらを 8 
color FACS にて分類する手法を確立した。そ
の解析結果からは、自己免疫疾患に関係する
とされる transitional B 細胞や VpreB 陽性 B
細胞など未熟 B細胞が増加している症例が明
らかになり、それらの CDR3 領域の塩基配列
解析に入った。一方、これらの未熟 B細胞の
増加と自己免疫疾患の直接的な関連につい
ては、未だに明らかになっていない。 
 
④Anergy に関する検討 
Anergy の分子機構については、自己免疫疾

患を示す患者数名において Itch, Grail, 
Cbl-b などいくつかの分子を物差しに検討を
行った。Itch や Cbl-b においてパラドキシカ
ルな発現上昇あるいは低下を示す症例が明
らかになった。 
 
⑤統合的な解析 
100 名程度の成人型免疫不全症を中心に、

自己免疫疾患、腫瘍性疾患と、免疫担当サブ
セットの関連について検討を加えた。その結
果、脾腫と自己免疫疾患の関連、血球減少と



 

 

腫瘍性疾患の相関などが明らかになり、さら
に詳細に解析を加えている。 
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