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研究成果の概要（和文）：ブラウ症候群/若年発症サルコイドーシス（EOS）は，NOD2遺伝子の変異を基盤とし，明らか
な外因性因子の存在なしに肉芽種を来す疾患である。本症における肉芽腫形成の機序を明らかにするため，患者より末
梢血CD14陽性細胞を採取し，発現する遺伝子の網羅解析を行った。しかしながら，NOD2の発現が患者検体で同定できな
い事もあり，肉芽腫に結びつく差違は同定できなかった。しかしながら，細胞株にNOD2を過剰発現させた系などを利用
して，今後も解析を継続する予定である。

研究成果の概要（英文）：Blau syndrome and early-onset sarcoidosis (EOS) is the granulomatosis, based on th
e NOD2 mutation, which is spontaneously activated without external ligand. To unveil the molecular mechani
sm how NOD2 activation induce granuloma formation, we collected CD14 positive peripheral monocytes from th
e patients and analyzed the gene expression profiles. However, probably due to the quite low expression le
vels of NOD2 gene in the peripheral monocytes from the patients, we could not identify the difference betw
een the patients with NOD2 mutation and normal controls to explain the granuloma formation in Blau syndrom
e/EOS. We will still continue the analysis for evaluating the granuloma formation, using the transient exp
ression model with disease-associated NOD2 mutants, that was established through this project.
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１． 研究開始当初の背景 

貪食能をもつ単球由来の組織球が増殖して
形成される肉芽腫は，結核に代表される感染
防御反応，環状肉芽腫や脂肪類壊死症のよう
変成した自己組織に対する反応，シリカなど
への異物反応，サルコイドーシスなどで認め
られるが，いずれの病態でも肉芽腫形成の分
子メカニズムは不明である。 

 我々はこれまで，病原微生物，変成した蛋
白質や結晶構造，生体自らが発する危険信号
を細胞内で認識して炎症を惹起し，自然免疫
において重要な役割を担うと注目される
NLR （ nucleotide-binding oligomerization 
domain-leucine rich repeats containings）分子の
機能と，NLR 遺伝子の自己活性型変異によっ
て特徴的な臨床症状を呈する自己炎症症候
群の研究に従事してきた（Kambe, et al. J 
Dermatol Sci 2005 review, Kambe, et al. 
Allergol Int. 2010 review）。NLR 分子の１つで
ある NOD2 は，当初，その機能消失性変異が
消化管に肉芽腫を来すクローン病の発症に
関連すると注目された分子である。 

一方，家族性に皮膚，関節，眼にサルコイ
ドーシス類似の肉芽腫を来す疾患がブラウ
症候群として報告され（Blau. J Pediat 1985），
その後，ブラウ症候群において NOD2 の機能
獲得性変異が認められることが報告された
（Miceli-Richard, et al. Nat Genet 2001）。これ
を契機として我々は，小児期発症のサルコイ
ドーシスの中で，肺病変を欠き関節症状を来
す一群はこのブラウ症候群に病態が近いと
考えて国内症例を収集し，若年発症サルコイ
ドーシス（EOS）と診断されてきた弧発例の
病態にもNOD2の機能獲得性変異が関わるこ
とを同定した（Kanazawa, et al. Blood 2005）。
その後，ブラウ症候群/EOS と診断される症例
は，国内で 30 例ほど集積されたが（Okafuji, et 
al. Arthritis Rheum 2009），なぜ NOD2 の活性
化が肉芽腫の形成に関わるかは，依然として
明らかでない。 
 
２．研究の目的 

細胞内のパターン認識受容体の 1 つであり，
アミノ酸置換を伴う遺伝子変異の結果とし
てリガンド（細菌細胞膜の構成成分の 1 つで
ある muramyl dipeptide [MDP]）によって活性
化された時と同じ機序で肉芽腫を形成する
と考えられる，NOD2 遺伝子の変異を基盤と
したブラウ症候群/ EOS をモデルに，細胞生
物学的あるいは分子生物学的な手法から肉
芽腫形成のメカニズムの解明を目指した。 

 すなわち，NOD2 の遺伝子変異によって肉
芽腫を来す患者，およびコントロールとして
の健常者から，インフォームドコンセントを
得て末梢血を採取し，NOD2 を発現する単球
を分離した後，mRNA を単離し，発現する遺

伝子の網羅解析を行って差異のある遺伝子
を同定することで，肉芽腫形成の分子メカニ
ズムを明らかにすることが本研究の目的で
ある。 
 
３．研究の方法 

(1) ブラウ症候群/EOS 末梢血単球に発現す
る遺伝子の網羅解析 

NLRP3の変異を背景としたCAPSにおいては
IL-1β が関わることが手がかりとなったが，
NOD2 の変異を背景としたブラウ症候群
/EOS では，NF-κB の転写亢進以外に手がかり
がない。そこで，まず，NOD2 の下流で働い
ており，NOD2 の活性化によって差異のある
遺伝子を網羅解析し，病態解析の手がかりを
得る。 

NOD2 を発現する細胞は末梢血では単球で
あることから，患者および健常者から，イン
フォームドコンセントを得た後に末梢血を
採取し，Ficol 比重遠沈にて単核球を分離後，
FITC 標識 CD14 陽性細胞で染色，抗 FITC 磁
気ビーズを用いて染色された細胞を単離す
る。 

末梢血CD14細胞より発現するmRNAを単
離し，Agilent 社の 40K x 4 の Gene Chip を用
いて発現する遺伝子の網羅解析を行う。患者
検体の個性によるばらつきを排除するため，
同意を得られた国内での症例においてさら
に検討を加える。 

一部の症例では，BCG 接種が皮膚症状発症
の契機になったと考えられ，遺伝子変異に加
えて何らかの外来因子が病状を修飾してい
ると推測される。このため，健常者および
NOD2 変異をもった患者から単離した CD14
陽性細胞を，LPS および NOD2 のリガンドで
ある MDP によって刺激した後の遺伝子発現
の差異を，同様に検討する。なお，健常者由
来の CD14 陽性細胞を用いた予備実験におい
ては，刺激の種類および有無によらず，1 時
間の細胞培養によって，培養を行わなかった
細胞との間に遺伝子発現のパターンが著し
く変動した。このため，比較対象とする無刺
激の細胞でも 1 時間の培養を行う。 

(2) NOD2 遺伝子変異を導入したヒト単球細
胞株の樹立 

患者検体に依存せずに解析を進められるよ
うに，患者から同定した代表的な NOD2 変異
（R334W および N670K）を用いて，ヒト単
球細胞株 THP-1 細胞へと移入した細胞を樹
立する。 

(3) NOD2変異を有する疾患特異的 iPS細胞の
樹立と単球への分化 
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ーションに従った上で，同意を得た EOS 患者
から iPS 細胞を樹立する。その後，樹立した
NOD2 変異をもった iPS 細胞は，血液系細胞
へと分化させる条件で培養後，血液幹細胞の
マーカーを発現する細胞を，さらに単球系細
胞へと分化させる条件で培養する。 
 
４．研究成果 

初年度は，千葉大学にて経過観察をしている
父子例，および厚労省の難治性疾患克服研究
事業を通じて症例を蓄積した鹿児島大学保
健学科の武井修治先生の協力を得て，鹿児島
大学の小児科にて経過観察をされている 5 例
の計 7 例の患者から，末梢血を得て，これを
CD14 陽性細胞へと分離した。分離した CD14
陽性細胞の純度は，抽出前の単球 8.6%，抽出
後の CD14 陽性細胞の純度 91.5%と解析に充
分な純度を得ることができた。 

 これら分離した CD14 陽性細胞から mRNA
を抽出し， mRNA のクオリティーチェック
を行って解析に耐える純度をもった mRNA
が抽出されていることを確認した上で，遺伝
子の網羅解析を Agilent 社の 40K x 4 の Gene 
Chip を用いて解析を行った。 

本症の患者で同定された NOD2 変異を
HEK293 細胞へと遺伝子導入した場合には，
ルシフェラーゼ活性を指標とした NF-κB レ
ポーターアッセイの結果として，疾患関連変
異体によって NF-κB 転写の亢進が確認され
るのに対して，患者末梢血 CD14 陽性細胞か
ら抽出した検体では，予想に反して，NF-κB
転写が亢進していることを示唆する遺伝子
発現パターンは確認されなかった。この理由
の１つとしては，NOD2 遺伝子発現そのもの
について解析を行うと，むしろ NOD2 遺伝子
発現自体が，健常者に比して，患者群で 1.56
倍と発現が減少していることが確認された。 

このとき， EOS 患者末の梢血で NOD2 を
発現する CD14 陽性細胞では，転写抑制因子
として機能するセリン/スレオニンキナーゼ
の発現亢進が認められることが同定された。
このため，NOD2 の恒常活性変異体を病態と
して肉芽腫を形成するブラウ症候群/EOS に
おいて，定常状態で肉芽腫の進行を対症的に
制御している機構として，この分子の役割を
検討するプロジェクトを，指導する助教の中
野倫代らとともに開始した。 

一方，末梢血単球において NOD2 の発現を
増強させる試みとして，ビタミン D3 の添加
により抗菌ペプチドの発現とともに，NOD2
の発現が誘導されることが報告されており，
これに基づいて，抽出した CD14 陽性細胞を
ビタミン D3 を添加して 24 時間培養し，この
細胞から mRNA を抽出する系での遺伝子の
網羅解析を計画した。 

しかしながら非常に残念なことに，本研究

期間の 2 年目に鹿児島大学において行った検
討においては，患者検体から網羅解析に耐え
るだけのクオリティーをもって mRNA を抽
出することができなかった。このため，解析
対象を千葉大学で経過観察している父子例
に加えて，千葉近隣に在住するさらに 3 例の
症例に協力を依頼し，細胞を抽出し遺伝子解
析を行ったが，確かに抗菌ペプチドである
LL37の発現亢進がビタミンD3添加によって
著明に亢進することが確認できたものの，炎
症性サイトカインを始めとした NF-κB 転写
が亢進していることを示唆する遺伝子発現
パターンは確認されなかった。 

以上の結果から，本研究 3 年目に関しては，
研究手法を転換し，関連法規を遵守しつつ共
同研究期間を含めた倫理委員会への手続き
を行った後，患者から末梢血を採取し，iPS
細胞の樹立のための細胞培養を開始した。 

それとともに，単球系細胞株である THP-1
細胞へと，本症の患者から同定された変異
NOD2 を，標識のための FLAG 配列を C 末に
付した形で遺伝子導入するとともに，その導
入効率の評価のために GFP を発現するプラ
スミドとして細胞導入を行い，一定の純度で
GFP 陽性細胞を得る系を確立した。その上で，
これら遺伝子導入した細胞から mRNA を抽
出し，遺伝子の網羅解析を行うという研究に
着手し，現在この解析を継続中である。 
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