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研究成果の概要（和文）：遺伝的要因を有すると考えられるリンパ増殖症の患者を対象に全エクソーム解析を行
い、NRAS体細胞変異によるRAS関連自己免疫性リンパ増殖症候群様疾患、X染色体の不活化異常による女性XIAP欠
損症、IL2RG遺伝子の体細胞モザイクを有する非典型的X連鎖重症複合免疫不全症、SH2D1A遺伝子の体細胞モザイ
クを有する非典型的X連鎖リンパ増殖症候群1型、ZAP70遺伝子の部分的機能低下型変異を有するEBウイルス関連
リンパ増殖症（EBV-LPD）、IKAROS欠損症を同定した。そこでEBV－LPDの原因遺伝子を次世代シークエンサーを
利用して網羅的に診断する方法を開発した。

研究成果の概要（英文）：We performed whole exome sequencing in patients with possible herediatry 
lymphoproliferative disorders, and identified NRAS-associated lymphoproliferative disorder, female 
XIAP deficiency caused by extremely skewed X-chromosome inactivation, aytpical X-linked severe 
combined immunodeficiency with IL2RG mosaicism, atypical X-linked lymphoproliferative syndrome type 
1 with SH2D1A mosaicism, Epstein-Barr virus-associated lymphoproliferative disorder (EBV-LPD) caused
 by hypomorphic ZAP70 mutation and IKAROS deficiency. It has been proved that EBV-LPD might be 
associated with at least 23 candidate genes. Therefore, we established comrehensive diagnostic tool 
by using multiplex PCR and next-generation sequencer.

研究分野：小児科学
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１．研究開始当初の背景 
 遺伝性リンパ増殖症は遺伝的要因によっ
てリンパ球の異常増殖が生じ、悪性リンパ腫
や血球貪食性リンパ組織球症（HLH）などを
呈する疾患であり、早期に診断し、適切な治
療介入を行わないと予後不良となりうる。代
表的疾患として X 連鎖リンパ増殖症候群
（XLP）と自己免疫性リンパ増殖症候群
（ALPS）がある。筆者はXLPならびにALPS
に関する研究では国内随一であり、これまで
これらの疾患の臨床的・遺伝学的特徴を国内
のみならず国際共同研究によって明らかに
してきた。 
 XLP および ALPS のほとんどは遺伝子解
析によって診断可能であるが、その原因遺伝
子は複数におよび、生殖細胞変異のみならず
体細胞変異による症例も少なからず存在す
ることが明らかになってきた。また XLP お
よびALPSと診断できない類縁疾患も少なか
らず存在することがわかってきた。そこで次
世代シークエンサーを利用して網羅的かつ
効果的な遺伝子診断法の開発が望まれた。 
 
２．研究の目的 
 XLP の原因遺伝子は約 80%が SH2D1A
（XLP1）、約 20％が XIAP（XLP2）とされ
ている。その他の XLP 様疾患の原因遺伝子
として ITK, CD27, MAGT1, CTPS1などが
報告されている。また ALPSの原因遺伝子は
ほとんどが FAS であるが、FASLG, FADD, 
CASP10も報告されている。また ALPS類縁
疾患の原因遺伝子として CASP8, NRAS, 
KRAS も報告されている。このように XLP
およびALPSは類縁疾患も含めて多様な原因
によって発症しているため、網羅的遺伝子解
析が必要である。また体細胞モザイク例も少
なからず存在する。そこで次世代シークエン
サーによる網羅的診断法ならびに全エクソ
ーム解析による新規原因遺伝子の同定を行
う。 
 
３．研究の方法 
(1)患者または家族から文書による同意を得
て、静脈血を採取し、フローサイトメトリー
によるスクリーニングを行う。XLP および
ALPSが強く疑われるものに対してはサンガ
ー法による遺伝子解析を行う。 
 
(2)上記遺伝子解析によって原因が同定でき
なかった XLPおよび ALPS 類縁疾患を対象
に本人ならびに両親から DNA を得て、全エ
クソーム解析を行う。原因遺伝子が同定され
た場合には機能的解析によって真に原因で
あるかどうかを確認する。 
 
(3)遺伝子リンパ増殖症の原因遺伝子をマル
チプレックス PCR で一度に増幅し、増幅さ
れたアンプリコンを次世代シークエンサー
で解析することによって網羅的に診断可能
な方法を開発する。 

 
４．研究成果 
(1)Double-negative T（DNT）細胞の増加を
伴っていたが、FAS遺伝子変異が同定されな
かったALPS類縁疾患患児を対象に全エクソ
ーム解析を行ったところ、NRASの体細胞変
異が同定され、RAS 関連 ALPS 様疾患
（RALD）であると診断できた。従来 RALD
では DNT 細胞の増加は認めらなかったが、
自験例は DNT 細胞の増加を伴っていた点が
ユニークであった（ J Clin Immunol 
2015;35:454-8）。 
 
(2)同一家系の女児 1例、男児 2例が血球貪食
性リンパ組織球症（HLH）を発症したが、家
族性 HLH の原因遺伝子は同定されなかった。
そこで全エクソーム解析を行ったところ、
XIAP変異が同定され、XLP2（XIAP欠損症）
家系と診断された。女児も男児と同様に
XIAP 蛋白の発現低下を認め、X 染色体の異
常な不活化による女性発症例であることが
証明された。すなわち世界初の HLH を発症
した女性 XIAP 欠損症であった（J Clin 
Immunol 2015;35:244-8）。 
 
(3)原因不明の複合免疫不全症の患児を対象
に全エクソーム解析を行ったところ、X連鎖
重症複合免疫不全症（X-SCID）の原因遺伝
子である IL2RG の変異が同定された。しか
も患児では細胞毎に体細胞モザイク比率が
異なっていた。通常 X-SCIDは生後数か月で
発症するが、自験例では体細胞モザイクのた
め、遅発発症で非典型的症状を呈していたと
考えられた（J Clin Immunol 2015;35:610-4）。 
 
(4) 低ガンマグロブリン血症を呈する男子 3
例を含む 1家系について全エクソーム解析を
行ったところ、SH2D1A遺伝子変異が同定さ
れ、XLP1家系と診断した。上記 3例を対象
に、リンパ球亜群における SAP蛋白の発現、
リンパ球亜群におけるSH2D1A遺伝子変異、
EBV 感染細胞に対する細胞傷害性 T 細胞機
能などを評価した。XLP1 は通常リンパ球に
おける SAP 蛋白欠損を特徴とするが、今回
同定された 3 例ではメモリー（CD45RO 陽
性）CD8+T細胞の一部に SAP陽性分画が認
められ、さらに 1 例では SAP 陽性分画がメ
モリーCD4+T細胞にも認められた。磁気ビー
ズ法でメモリーT細胞群をソーティングして、
SH1D1A遺伝子解析を行ったところ、正常ア
レルのピークが観察され、TA クローニング
によって正常アレルの存在が確認された。
SAP 陽性 CD8+T 細胞分画は自己の EBV 不
死化 B 細胞株に対する細胞傷害性機能を有
していることが、CD137の発現で確認され、
SAP 陽性 CD4+T 細胞分画は選択的に IL-10
の産生能を有していた SH2D1A 体細胞変異
により SAP 陽性細胞がメモリーT 細胞に選
択的に認められたXLP1の 1家系を同定した。
この家系においては、わずかであるが正常機



能を有する SAP 陽性 T 細胞が免疫能を代償
し、軽症化に関わっているものと考えられる
（投稿準備中）。 
 
(5) それまでに易感染性が明らかでなく生後
21 か月時に EB ウイルス関連リンパ増殖症
（EBV-LPD）をきたした男児に対して遺
伝・免疫学的解析を行った。患児の血液由来
DNA を用いて、全エクソーム解析で新規の
ZAP70複合ヘテロ接合体変異を同定した。既
報のZAP70欠損症はCD4+T細胞の機能障害
と CD8+T 細胞の欠損を伴う SCID として報
告されているが、自験例では CD8+T 細胞数
は軽度の減少のみで機能的な CD4+T 細胞も
少量存在した。患児の血液由来 RNA からは
少量の正常転写産物が確認でき、このことが
SCID とならずに、病原体に対して一定の防
御機構をもつ原因と考えられた。また EBV
特異的 CD8+T 細胞と iNKT 細胞は欠損して
おり、次世代シークエンサーを用いた T細胞
受容体レパトア解析では著明な偏移を認め
るとともに相補性決定領域における EBV 特
異的塩基配列の欠如がみられた。部分的な機
能低下型 ZAP70 変異は EBV-LPD を呈する
新たな疾患群である可能性がある（投稿中）。 
 
(6)IKZF1によってコードされる IKAROSは
造血に重要な働きをする転写因子である。
IKZF1 の体細胞変異は白血病の発症に関わ
るが、IKAROS欠損による原発免疫不全症に
ついてはまだよくわかっていない。低ガンマ
グロブリン血症または自己免疫疾患を有す
る患者を対象に全エクソーム解析を行った
ところ、6家系 9例で IKZF1のヘテロ接合体
生殖細胞変異が同定された。8例は B細胞欠
損を伴う低ガンマグロブリン血症を呈して
いた。4例は ITP、IgA血管炎、SLEといっ
た自己免疫疾患を合併していた。変異
IKAROS蛋白はDNA結合能ならびに核移行
の異常が認められた。骨髄では共通リンパ球
前駆細胞の減少が認められた。生殖細胞系列
のヘテロ接合体 IKZF1 変異は低ガンマグロ
ブリン血症、B細胞欠損、自己免疫疾患の原
因となりうることが示された（J Allergy Clin 
Immunol. 2016 Dec 1. [Epub ahead of 
print]）。 
 
(7)遺伝学的に EBVに対する免疫応答の欠陥
のためにEBV-LPDを発症する疾患も知られ
ており、代表的なものは XLP である。XLP
の原因遺伝子として SH2D1A（XLP1）なら
びに XIAP（XLP2）が同定されている。この
他、ITK, CD27なども同定され、原因遺伝子
の多くは臨床的に XLP に類似する臨床像を
呈する。これらの原因遺伝子は、現在まで全
エクソーム解析により同定されてきたが、コ
ストと時間を要する。そこで迅速にかつ比較
的安価にEBV-LPDを診断すべくターゲット
シークエンスによる網羅的診断法を開発し
た。候補となる 23遺伝子についてエキソン

近傍のイントロンを含む領域を増幅するプ
ライマーを設定し、マルチプレックス PCR
にてすべてのアンプリコンを増幅する。増
幅されたアンプリコンを次世代シークエン
サーにて塩基配列を決定し、既知の SNP
を除いたものを候補遺伝子として報告する。
この網羅的診断法を用いて、変異が確定し
ている 8遺伝子の患者サンプルを用いて精
度検証を行った。さらに、臨床的に
EBV-LPD が疑われる 16 名の患者に対し
て網羅的診断法を行ったところ、2 例で原
因遺伝子が同定された（投稿準備中）。 
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