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研究成果の概要（和文）：NK細胞/CTLの脱顆粒機能解析、責任蛋白発現解析、及び既知の原発性HLHの責任遺伝子解析
を通じて症例を集積し、一般的な検査データの組み合わせでHLH症例の病態分類が可能である事を報告した。
（Yasumi, et al. British J Haematology, 2015）
更に、HLH症例由来のCTLライン作成に成功し、脱顆粒機能や細胞傷害活性の評価を行うシステムを構築した。加えて、
FHL3患者由来のCTLラインに原因遺伝子UNC13Dの変異cDNAコンストラクトを強制発現させて、蛋白発現や脱顆粒機能に
与える影響を解析する系の確立にほぼ成功した。

研究成果の概要（英文）：We established a system to provide comprehensive screening of FHL to all HLH 
patients by the detection of perforin expression in NK cells; Munc13-4, syntaxin-11, and Munc18-2 
expression in platelets; by NK cell and CTL degranulation assays; and by genetic analysis. We compared 
the levels of serum sIL2R, ferritin, and other readily available laboratory parameters among pediatric 
HLH patients during the early stage of the disease, and showed that these parameters can be used to 
predict the underlying etiology and to efficiently identify patients who need molecular screening for 
FHL.（Yasumi, et al. British J Haematology, 2015）
We also established a system to analyze the cytolytic activity and the degranulation capacity of CTL 
lines derived from HLH patients. In addition, we have succeeded in evaluating the effect of a UNC13D 
mutation by transfecting the mutated cDNA construct into CTL lines established from a FHL3 patient.

研究分野： 小児免疫・アレルギー学
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１．研究開始当初の背景 
 血球貪食性リンパ組織球症（HLH：
hemophagocytic lymphohistiocytosis）は、
免疫系の異常活性化と炎症性サイトカイン
の過剰産生を主要病態とし、マクロファージ
による血球貪食像を組織学的な特徴とする
炎症性症候群である。HLH は発症の背景・原
因により、感染・膠原病・悪性疾患等に続発
する二次性 HLH と、遺伝的素因により発症す
る原発性 HLH とに大別され、後者は免疫調節
障害（Immune Dysregulation）を基本病態と
する原発性免疫不全症に分類される。 
 原発性 HLHの代表疾患である家族性血球貪
食 性 リ ン パ 組 織 球 症 （ FHL ： familial 
hemophagocytic lymphohistiocytosis）の原
因分子は、全て細胞傷害性 T 細胞（CTL： 
cytotoxic T lymphocyte）や NK（natural 
killer）細胞の細胞傷害機構に関わる分子で
あり、細胞傷害機構の異常が病態の本質であ
る。CTL や NK 細胞はこの機構を介してウィル
ス感染細胞などの標的細胞にアポトーシス
を誘導するが、この機構は抗原提示細胞や
CTL 自身をも標的として作用し、免疫応答の
制御・終息にも関与している。FHL では細胞
傷害活性の異常により標的細胞のアポトー
シス誘導が障害される事に加え、抗原提示の
持続と CTL 自身のアポトーシスの抑制から
CTL の過剰増殖と活性化が起こり、IFN-を中
心とした炎症性サイトカインが過剰産生さ
れ、マクロファージの活性化を引き起こすと
考えられている。 
 FHL の確定診断は遺伝子検査でなされ、診
断の補助として細胞傷害活性や細胞傷害性
顆粒の放出機能の評価が行われるが、これら
の機能解析は一部の限られた施設でのみ施
行可能であるという問題が存在する。又、遺
伝子変異の疾患原性を機能的に評価する系
が確立していないため、遺伝子解析のみでは
FHL の最終診断がつかない場合も認められる。
FHL の治療には造血幹細胞移植が必要である
が、炎症をコントロール出来ず移植に至らな
い症例も多く、新しい視点に立つ治療基盤の
開発も望まれている。加えて、HLH 全体に占
める FHL の割合は 10％程度に留まり、残る
90%の症例は二次性 HLH に分類されるが、そ
の病態解明は全く進んでおらず、その病態の
重篤性から病態解析に必要な検体を入手す
る機会も限られている。 
 
２．研究の目的 
 上記の現状を背景とし、本研究では以下の
項目を重点目的として研究を行う。 
 
（1）FHL に対する包括的検査体制の確立 
 FHL の包括的な解析を進める為、既知の原
発性HLHを正確に診断する体制を構築すると
共に、臨床情報を集積して本邦に於ける FHL
症例の現状を把握する。同時に患者検体を収
集し、バイオマーカー検索などに応用する。 
 

（2）HLH 病態の病型分類 
 症例の包括的スクリーニングにより得ら
れた情報や、サイトカイン等の既知のバイオ
マーカー解析を基に症候群としてのHLHを病
態別に分類することを試みる。 
 
（3）FHL 遺伝子変異の機能解析系の確立 
 既存のヒト NK/CTL 細胞株を基にゲノム編
集技術を用いてFHL遺伝子を欠損した細胞株
を作成し、変異遺伝子の cDNA コンストラク
トを強制発現させて細胞傷害活性を評価す
る系を確立する。 
 
（4）疾患特異的 iPS 細胞を用いた HLH 解析 
 既知の FHL症例や原因不明の HLH症例より
疾患特異的 iPS 細胞を作成し、各種免疫細胞
を分化誘導して免疫抑制治療の影響を受け
ない環境での病態解析を行う。最終的にはヒ
ト化マウスを用いた生体内でのHLH病態の再
現を目指す。 
 
３．研究の方法 
（1）FHL に対する包括的検査体制の確立 
 当科に解析を依頼された全HLH症例に対し、
NK 細胞内の Perforin 発現と血小板内の
Munc13-4/Syntaxin11/Munc18-2 発現、NK/CTL
の細胞傷害性顆粒の放出機能解析を行うと
同時に、既知の FHL 遺伝子を網羅的に解析す
る。同時に全症例の臨床情報を集積して本邦
に於ける FLH 症例の現状を把握する。 
 
（2）HLH 病態の病型分類 
 症例の包括的スクリーニングにより得ら
れた結果と患者の臨床情報、血清中の炎症性
サイトカインの解析などを組み合わせて総
合的に解析し、症候群としての HLH を病態別
に分類することを試みる。 
 
（3）FHL 遺伝子変異の機能解析系の確立 
 ヒト NK細胞ライン(KHYG1)及び CTL ライン
(TALL-104)を基に、TALEN 等のゲノム編集技
術を用いて既知のFHL遺伝子の欠損細胞株を
作成する。代替方法として、FHL 患者の末梢
血単核球を日本人には稀な HLA を持つ
allogenic LCL で刺激して CTL ラインを作成
する。得られた細胞に患者より同定された変
異遺伝子の cDNA コンストラクトを強制発現
させて細胞傷害活性や細胞傷害性顆粒の放
出を評価する系を確立する。 
 
（4）疾患特異的 iPS 細胞を用いた HLH 解析 
 FHL 症例や原因不明の HLH 症例由来の疾患
特異的 iPS 細胞を作成し、NK 細胞・CTL・単
球/マクロファージ等を分化誘導して、網羅
的遺伝子発現解析などを用いて病態の解析
を試みる。最終的には、ヒト細胞が生着する
免疫欠損マウス（NOG マウスなど）にこれら
の細胞を移植し、ヒト HLH を再現したマウス
モデルの作成を目指す。 
 



４．研究成果 
（1）FHL に対する包括的検査体制の確立 
 HLH 症例の集積を行うと同時に、FHL に対
する包括的な診断体制を確立した。この過程
で、通常の遺伝子解析では診断が困難であっ
たが、NK 細胞の細胞傷害性顆粒放出障害と
Munc13-4 蛋白発現の低下より FHL3 型の診断
が可能であった症例を経験し、その原因が遺
伝子の部分重複である事を突き止めた（投稿
準備中）。 
 
（2）HLH 病態の病型分類 
 HLH症例の集積とFHL症例の診断の過程で、
一般的な臨床検査データ（特に末梢血白血球
中のリンパ球の割合、可溶性 IL-2 受容体と
フェリチンの比率）の組み合わせで FHL 症例
をかなりの確立で絞り込めることを突き止
め、HLH 症例の病型分類が可能である事を報
告した（図１）（Yasumi, et al. British J 
Haematology, 2015）。 
 

（図１） 
 

 
 
 
 
 
 

 
病初期 HLH 症例の TL-sIL2R/ferritin プロファイル 

(I) FHL(○)/マクロファージ活性化症候群（MAS）
(△)/HSV-HLH(×)、と(II) EBV-HLH に於ける病初期のデ
ータに基づいた HLH の分類。TL: 末梢血白血球中の総リ
ンパ球の割合 (%)。 
 

（3）FHL 遺伝子変異の機能解析系の確立 
 ヒト NK細胞ライン(KHYG1)及び CTL ライン
(TALL-104)を基に、TALEN 等のゲノム編集技
術を用いて既知のFHL遺伝子の欠損細胞株の
作成を試みたが、増殖効率が悪くクローニン
グが行えない等の問題で実用的な細胞株の
作成に至らなかった。そこで、患者末梢血単
核球より allogenic LCL に特異的な CTL ライ
ンを作成する系を構築し、細胞傷害活性（図
２）や脱顆粒機能（図３）の評価を行うシス
テムを構築した。又、FHL3 患者由来の CTL ラ
イン作成に成功し、同細胞に原因遺伝子
UNC13D の変異 cDNA コンストラクトを強制発
現させて、蛋白発現や脱顆粒機能に与える影
響を解析する系の確立にほぼ成功した（図
４）。 
 これにより、これまで病原性の評価が難し
かった UNC13D 遺伝子変異について、ヒト CTL
に於ける機能評価を行う事が可能となり、今
後の FHL3 の病態解明に大きく寄与する事が
期待される。同様の方法で FHL2 など他の FHL
病型の患者より allogenic LCL 特異的 CTL ラ
インを作成する事が可能であり、今後の FHL
遺伝子変異の病原性評価に大きく貢献する
ことが期待される。更に、これらの CTL ライ
ンは脱顆粒機能や細胞傷害活性を回復させ

る新規治療薬剤のスクリーニングにも応用
が可能であり、新薬開発の基盤となり得るも
のである。 

（図２） 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

HLH 症例由来 CTL の細胞傷害活性 

FHL 以外の HLH 症例由来の CTL ラインに比べ、FHL3 症例

由来の CTL ラインでは allogeneic LCL に対する細胞傷

害活性が著明に低下している。 

 

（図３） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
FHL3 症例由来 CTL の脱顆粒機能評価 

FHL3症例由来のCTLでは正常コントロールに比較して細

胞傷害性顆粒の放出が低下している。 

 

（図４） 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
FHL3 症例由来 CTL の脱顆粒機能評価 

FHL3 症例由来の CTL に正常の UNC13D コンストラクトを

強制発現させると脱顆粒機能が回復する。 

 

（4）疾患特異的 iPS 細胞を用いた HLH 解析 
 FHL3症例由来iPS細胞株は作成済みである。



その他のHLH症例由来の細胞を多数保存して
おり、必要に応じて iPS 細胞を樹立する準備
を整えている。又、iPS 細胞からの単球/マク
ロファージの分化誘導法は確立済みである。
今後、疾患特異的 iPS 細胞から NK 細胞や T
細胞を分化誘導させる系を開発し、ヒト HLH
の病態を再現したマウスモデルの構築を目
指したい。 
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