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研究成果の概要（和文）：原発性免疫不全症において復帰変異による体細胞モザイクの報告が増

えている。復帰変異により機能回復した細胞が増殖優位性を示す場合、一部の症例で臨床症状

の改善が認められる。本研究では復帰変異のため Omenn 症候群様の症状を呈した X連鎖重症複

合免疫不全症症例を見出し、復帰変異の機序や病態修飾因子としての重要性を明らかにした。

本現象の解析は、病因蛋白の生体内での役割を理解する上でも有用であり、今後のさらなる進

展が期待される。 

 
研究成果の概要（英文）：Somatic revertant mosaicism has been described in an increasing 
number of primary immunodeficiency. Revertant cells with a selective advantage in vivo 
have been associated with attenuated clinical phenotype in some cases. In this research, 
we report an atypical case of X-linked severe combined immunodeficiency presenting with 
Omenn syndrome-like syndrome due to revertant mosaicism. We show the underlying mechanism 
and the importance of revertant mosaicism as a possible cause for variable phenotypic 
expression. The study of this fascinating phenomenon also continues to provide unique 
opportunities to evaluate the biological effects of restored gene expression and deserves 
close investigation. 
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１．研究開始当初の背景 
 
 遺伝的なモザイクとは、1 個体が 2 種類以
上の異なった遺伝子型もしくは異なった染
色体構成の細胞から成ることである。染色体
異常としてのモザイクがよく知られている

が、それ以外に、生殖細胞における突然変異
によって起こる生殖細胞系列（germ-line）
モザイクや胚形成段階における突然変異に
よって起こる体細胞モザイクが、ヒトの遺伝
性疾患の原因として報告されている。しかし、
近年これらと逆ともいえる、復帰変異 

機関番号：１３３０１ 

研究種目：基盤研究（Ｃ） 

研究期間：2008～2010 

課題番号：20591247 

研究課題名（和文） 原発性免疫不全症における復帰変異による体細胞モザイクの意義と分子

          生物学的基盤 

研究課題名（英文） Research of clinical significance and molecular mechanisms of  

somatic revertant mosaicism in primary immunodeficiency. 

研究代表者 

和田 泰三（WADA TAIZO） 

金沢大学・附属病院・講師 

 研究者番号：30313646 



 

 

(reversion) による体細胞モザイクの存在
が明らかにされつつある。復帰変異とは、あ
る疾患の原因遺伝子において、遺伝子変異が
正常の配列に戻るか、あるいはもとの変異を
代償するような第二変異が起こることであ
る。復帰変異はこれまでに、Fanconi 貧血、
表皮水疱症などで報告されている他、原発性
免疫不全症では、Wiskott-Aldrich 症候群、
Omenn 症候群、白血球接着異常症 1 型、アデ
ノシンデアミナーゼ欠損症、X 連鎖重症複合
免疫不全症（X-SCID）等で報告されている。
特に原発性免疫不全症では、復帰変異により
機能が回復した細胞がもとの細胞に対し増
殖優位性を持つ可能性があり、臨床症状の改
善が期待され、「自然の遺伝子治療」として
も注目されている。しかし、復帰変異が臨床
像に与える影響やそのメカニズムに関して
は、不明な点が多い。 
 
 
２．研究の目的 
 
 我々はこれまでに、原発性免疫不全症にお
いて、復帰変異による体細胞モザイクを有す
る症例を数多く報告し、復帰変異が起きた細
胞の種類や量、またそれら細胞の多様性や機
能回復の程度を解析することにより、復帰変
異が臨床像に与える影響やそのメカニズム
を検討してきた。本研究は、新規に発見され
た、復帰変異を有する X-SCID の病態解析を
行い、復帰変異の臨床的意義とその分子生物
学的機序の解明を行うものである。また、
種々の原発性免疫不全症の症例、特に非典型
的な経過や所見を示し、復帰変異が疑われる
症例について病態解析を行い、様々な知見を
集めることをも目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
 
【対象】復帰変異が見出された X-SCID 症例

は、当初 Omenn 症候群が疑われた生後 5ヶ月

の男児である。血族結婚のない両親から出生

し、生後 2ヶ月より微熱・咳嗽を繰返し、難

治性下痢による低蛋白血症のため入院とな

った。全身のアトピー性皮膚炎様皮疹、リン

パ節腫脹、肝脾腫、白血球増多、IgG 低値、

IgE 高値を認めたが、Omenn 症候群の原因と

して最も多い Rag遺伝子に異常は認めなかっ

た。 

【方法】 

1) リンパ球におけるγc鎖発現の解析：リン

パ球亜群におけるγc 鎖発現は、PE 標識抗

CD132 抗体ならびに、FITC 標識された各リ

ンパ球亜群特異的抗体を用いた 2 カラーフ

ローサイトメトリー法により評価する。 

2) γc 鎖 (IL2RG) 遺伝子解析：免疫磁性ビ

ーズ法により単離した末梢リンパ球亜群や

生検材料より DNA と cDNA を作製する。PCR

法によりγc 鎖遺伝子を増幅し、自動シー

クエンサーにより塩基配列を解析する。必

要に応じ、増幅した PCR 産物を TA クローニ

ングし、それぞれのクローンについて塩基

配列を決定する。正常に対する変異 mRNA の

発現量を検討するために、一方を蛍光標識

した特異的プライマーを用いて増幅し、シ

ークエンサーを用いた GeneScan 法により

解析する。 

3) 遺伝子多型によるキメラ解析：復帰変異

を有する細胞が患児自身の細胞であること

を証明するために、遺伝子多型によるキメ

ラ解析を行う。実際には、一方を蛍光標識

した D9S1198 や HO-1 (heme oxygenase-1) 

プロモーター等の特異的プライマーを用い

て多型部位を増幅し、シークエンサーを用

いた GeneScan 法により解析する。 

4) T 細胞レセプター (TCR) レパトアの解

析：復帰変異を有する T 細胞の性状を明ら

かにするために TCR レパトアの解析を行う。

RPE・Cy5 標識抗 CD4、FITC 標識抗 CD8 なら

びに PE 標識抗 TCRVβ抗体を用いた 3 カラ

ーフローサイトメトリー法と、単離した

CD4+/CD8+ T 細胞より作製した cDNA を用い

TCRVβ CDR3 サイズ分布の解析 (CDR3 スペ

クトラタイピング)により行う。CDR3 サイ

ズは、24 種の 5’TCRVβ特異的プライマー

と蛍光標識した 3’TCR 定常部プライマーを

用いて PCR 法にて増幅し、GeneScan 法によ

り解析する。必要に応じ、増幅した PCR 産

物を TA クローニングし、それぞれのクロー

ンについて塩基配列を決定する。 

5) 皮膚浸潤リンパ球の解析：皮膚浸潤リン

パ球の解析は、通常の免疫染色による方法

のほか、採取された皮膚を細切、細胞浮遊

液とした後に、フローサイトメトリー法に

て表面抗原の解析も行う。 

6) T 細胞株の樹立とクローニング：X-SCID

患児由来の T 細胞株は、末梢血単核球を抗

CD3 抗体とインターロイキン 2 にて刺激培

養し、ヘルペスウイルスサイミリを感染さ

せて作製する。限界希釈法によりクローニ

ングし、もとの変異のみを有する T 細胞株

と、もとの変異と復帰変異を有する T 細胞

株を得る。正常対照からも T 細胞株を樹立

する。 
7) T 細胞株の表面抗原発現や機能の解析：γ
c鎖発現やその他の表面抗原の発現、イン
ターロイキン 2への反応性などのプロフィ
ールを正常対照と比較する。 



 

 

 
４．研究成果 
 
 重症複合免疫不全症の中で最も頻度の高

い X-SCID は、サイトカインレセプターであ

るγc鎖の異常に起因し、T細胞と NK 細胞の

発生が障害されることが特徴である。我々は、

世界で 2番目の報告例となる復帰変異を有し

た X-SCID乳児例を見出し報告した（Wada T et 

al. Blood 2008.）。患児は IL2RG 遺伝子に変

異 IVS1+5G>A を有し、スプライス異常により

大部分の mRNA は早期翻訳停止となっていた

が、一部に正常 mRNA も作られており、γc鎖

発現の低下した異常な T 細胞と NK 細胞が認

められた。この異常 T 細胞の存在を背景に、

患児では皮膚浸潤 CD8+ T 細胞に第二変異

IVS1+29G>A が生じていた。患児由来 T細胞株

の検討から、本復帰変異は、元の変異

IVS1+5G>A により生じる cryptic なスプライ

ス部位の近傍に生じたため、正常なスプライ

シングを回復させることがその分子生物学

的メカニズムであると判明した。本例の特徴

として、第二変異を有する T細胞が末梢血中

では検出されず、皮膚にのみ認められたこと

があげられる。おそらく感染や自己抗原など

の局所の要因により revertantクローンが増

殖したためと考えられた。このように復帰変

異による体細胞モザイクは、僅かなクローン

に生じた場合でも、原発性免疫不全症患者の

臨床症状に複雑な変化をもたらし得ること

が明らかにされた。 
 その後、本症例の弟が出生し、同一の IL2RG
遺伝子変異 IVS1+5G>Aを有することが判明し
た。自己 NK 細胞の出現は認めたものの、自
己 T細胞や復帰変異を有した T細胞の出現は
認められなかった。さらに、自己 NK 細胞を
有する別の非典型的 X-SCID症例の解析でも、
復帰変異の出現は認められなかった。原発性
免疫不全症において非典型的所見を示した
場合、必ずしも復帰変異がみられるわけでは
ないが、その頻度は予想異常に高いことが知
られている。したがって、常にその存在に注
意する必要があり、また治療に応用できる可
能性もありその分子生物学的基盤のさらな
る解明が期待される。 
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