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研究成果の概要（和文）：分類不能型免疫不全症での血球減少の原因を1)自己抗体、2)血球貪食、3)分化阻害、
4)細胞死亢進の4つに大別して、それぞれの関与と分子機構について検討を行った。1)PI3キナーゼδ鎖機能獲得
型変異症、LRBA欠損症などにおけるIgHレパートアやSHMの異常、2)STAT1機能獲得型変異でのIFNγ;過剰産生、
3)IKZF1ヘテロ変異による共通リンパ球前駆細胞の減少、4)TNFAIP3(A20)異常症における細胞の過剰活性化と細
胞死など自己免疫疾患の基盤となる現象を明らかにした。血球減少を呈する分類不能型免疫不全症の解析から、
新たに2つの新規遺伝子変異を同定して機能解析を実施した。

研究成果の概要（英文）：We hypothesized that cytopenia in common variable immunodeficiency (CVID) 
could be due to 1) autoantibody, 2) hemophagocytosis, 3) differentiation blockade, and 4) increased 
cell death of a particular lineage. We looked at the involvement of each machinery in different CVID
 patients and elucidated the following.  1) IgH repertoire was skewed and the size of SHM was 
reduced in activated PI3Kδ syndrome. 2) IFN-g production was augmented in some of STAT1-GOF-CMCD 
patients. 3) Common lymphoid precursors were reduced in newly identified B cell deficiency due to 
heterologous mutation of IKZF1. 4) T cells were activated and induced to cell death in TNFAIP3 (A20)
 deficiency.  Through whole exome analysis on samples from CVID patients with cytopenia, we have 
identified two novel genes and have carried out functional analysis using model cell systems.

研究分野：小児科学、免疫学

キーワード： 遺伝子　免疫学　臨床
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１．研究開始当初の背景 
本研究に関連する国内・国外の研究動向及
び位置づけ 
 原発性免疫不全症は自然免疫あるいは獲得
免疫に関与する分子の異常により易感染性
（生体防御能の破綻）をきたす疾患である。
原発性免疫不全症ではまた、自己免疫疾患や
悪性腫瘍の頻度が高いことも知られており、
これらの疾患の発症機序や遺伝的背景を探索
する上でも重要な視点を提供する。 
 原発性免疫不全症自体の病態解析は、国内
外において遺伝子異常探索を含め、積極的に
研究が行われている。今回取り上げる CVID は
特に血球減少の頻度が高く、その原因は自己
免疫あるいは免疫細胞を含む血球細胞の異常
と推察されている。その CVID については日本
において単一施設（応募者の施設）への情報
検体収集が進んでおり、私たちのグループが
情報、検体、解析手法において、質・量とも
に凌駕している状況である。 
 今までのところ、自己免疫疾患や血球減少
の分子機構に関して、免疫不全症を切り口と
して行われた研究は少ない。自己抗体産生に
至る分子機構、血球破壊亢進の分子機構につ
いてはマウスを中心に解析が進んでいる。ヒ
トにおいて比較的頻度の高い疾患である自己
免疫性溶血性貧血(AIHA)や自己免疫性血小板
減少症(ITP)では、その背景に様々な免疫学的
異常が関与・潜在していると考えられており、
分子標的療法が応用されつつある。一方、真
の原因は不明なままである。自己抗体による
幼児期慢性良性好中球減少症でも対応抗原は
判明しているものの、その疾患背景・病態は
未知である。 
 国際的には自己免疫性リンパ増殖症候群の
解析から、自己免疫性血球減少の背景に自己
反応性クローンの排除の欠陥および同クロー
ンの増殖があることが明らかになっており、
応募者らも K-RAS 機能獲得変異の関与を明ら
かにしている（Blood, 2011）。しかし依然、
ヒトでの血球減少の体系的病態解析は数少な
い。 
  
応募者のこれまでの研究成果を踏まえ着想
に至った経緯 
応募者らは先天性免疫不全症の責任遺伝子探
索や遺伝子産物の機能解析に従事し（J. 
Immunol, 1990, Blood 2003, Immunity 1999, 
2006）, B 細胞分化に重要な分子である Btk
が破骨細胞分化に関与することを明らかにし
(Cell, 2008)、ICOS 欠損症患者における自己
免疫発症機序がエフェクター細胞と抑制性細
胞の不均衡によるものであることを証明し（J. 
Immunol, 2009）、自己免疫現象の鍵となる分
子(IkB)の T 細胞亜群分化への関与を明ら
かにした(Nature, 2010)。WASP 異常症の自己

免疫異常など様々な表現型を国際共同研究の
中で検討し（Blood, 2010）、DNA 損傷修復異
常症における自己免疫現象や腫瘍発生につい
ても研究を進めてきた(Int. J. Biochem. 
Cell. Biol., 2008, J. Pediatr, 2009)。ま
た血球減少とリンパ増殖を主体とし、若年性
骨髄単球性白血病の母体ともなる疾患（RAS
関連 ALPS 様症群）の原因を明らかにしている
（Blood 2011）。近年は Btk が好中球からの過
剰な活性酸素（ROS）産生を抑制する鍵分子で
あり、Btk が欠損すると軽微な感染症でも好
中球がアポトーシスにより減少することを報
告した（Nat. Immunol, 2012）。 
また 2009 年度の分類不能型免疫不全症
（CVID）の全国調査と詳細な免疫学的検索以
来、全国の CVID 情報と検体が集積し、現在
300 名以上の臨床・免疫学的データと 200 以
上の検体を保有するに至っている。血球減少
はその中の 35％に認められおり、その原因も
様々のようである。特に CVID の初発症状が
AIHA, ITP, 好中球減少である場合も多く、近
年責任遺伝子が判明した疾患の大半では血球
減少を伴っている。患者数の多い ITP, AIHA, 
好中球減少の背景に免疫異常が潜んでいるの
ではと着想するに至った。 
 
２．研究の目的 
本研究では CVID における血球減少の原因を
1）自己抗体、2）血球貪食、3）分化阻害(骨
髄産生不全を含む)、4)細胞死の亢進の 4つに
大別して、それぞれの関与と分子機構を明ら
かにする。具体的には以下の通りである。 
1)自己抗体については、今まで解析が困難で
あった免疫グロブリンの VH 領域の多様性・レ
パートア、CDR3 領域の長さなどを高速遺伝子
解析法により明らかにし、自己免疫クローン
の特徴を有する B細胞の存在を証明する。 
2)血球貪食については、マクロファージなど
の貪食細胞を活性化する指標について、マル
チパラメータ免疫担当細胞解析や、体系的な
サイトカイン測定により明らかにする。 
3)分化阻害については、患者由来 iPS 細胞か
らの赤血球、好中球、血小板分化系による評
価を基盤として、さらに患者に特徴的な免疫
細胞亜群や因子を添加することにより、阻害
が生じるかどうかを検証する。 
4)その他の事象としては特に好中球におけ
る細胞死の亢進がある。これについては私た
ちの好中球研究手法を駆使して解析し、証明
を行う。 
血球減少を初発症状とする CVID 患者におい
ては LRBA 異常症など限られた疾患を除きそ
の責任遺伝子が明らかになっていない。この
研究ではこの CVID 亜群に焦点を絞って、その
根本的原因を明らかにし、さらにその責任遺
伝子産物と血球減少の関係を解明する。 



得られた知見は AIHA, ITP, 好中球減少症な
どに展開して、疾患背景の有無や病態を詳ら
かにする。 
 
３．研究の方法 
分類不能型免疫不全症における血球減少の
分子機構を以下の 4 つの機序に分類し解析す
る。具体的には１）自己抗体による破壊：抗
体の多様性及び偏倚性の解析→IgH VH 領域の
deep sequencing から V(D)J セグメントの偏
り、CDR3 サイズの解析→組換えタンパクを用
いた自己反応性検証、２）血球貪食：貪食細
胞の活性化に関与する分子の探索、３）血球
分化系の破綻：幹細胞からの分化系を用いて、
造血幹細胞レベルの異常や造血維持の疲弊、
特定の系統への分化障害を探索、４）血球の
細胞死亢進：活性酸素産生亢進などによる顆
粒球の細胞死亢進を探索、の 4 つの視点から
研究を行う。さらにこれらの疾患の大半では
責任遺伝子が未知であり、分子的背景を知る
ために、家族検体を含めた全エクソン解析や
RNASeq にて原因を明らかにする。得られたデ
ータは、最終的に AIHA や ITP、好中球減少症
などにおいて検証する。 
 
４．研究成果 
免疫不全症・免疫異常症を背景とする血球
減少症の分子基盤を解明するために、4 つの
柱を立てて解析した。 
多角的な解析の対象となったのは、本施設
にて診療にあたる約 100 名の分類不能免疫不
全症や、血球減少を主体として抗体産生異常
を呈する症例群である。 
（1）自己抗体産生 
抗体の多様性及び偏倚性の解析では、IgH, 
TCRalpha 鎖、beta 鎖のレパートア解析シス
テムを立ち上げた。実際には 5’RACE 系を教
室で独自に組み立て、また既存の解析系とし
て iRepertoire システムも用いて、MiSeq に
て解析を実施した。 

解析の一例を上記に示す。Activated PI3 
kinase delta syndrome (APDS)では、低ある
いは高 IgG 血症と高 IgM 血症を呈し、AIHA, 
AIN, ITP などを合併。患者においては IgH 領
域における体細胞超変異(SHM)の頻度の低下
が認められた。その他にも CTLA4 異常症や、

原因不明の CVID にても解析を行い、様々な
パターンの IgHレパートアの偏りや SHMの減
少を認めた。TCR については、主として DNA
損傷修復異常症について検討を行い、その偏
りと自己免疫疾患についての関連について
検証した。自己反応性クローンによる血球減
少を示す可能性がある疾患としては、PTEN 異
常症（それによる PI3Kdelta 活性化）を新た
に同定した。 
（2）血球貪食 
血球貪食については、重症複合免疫不全症
やSTAT1機能獲得型変異による慢性皮膚粘膜
カンジダ症(STAT1 GOF CMCD)、及び APDS に
おいて、その現象が認められており、サイト
カインプロファイリングを含め、系統的な解
析を実施した。STAT1 GOF CMCD, APDS では
CVID のプロファイルを呈する患者があり、そ
の中でも最重症型では造血細胞移植を必要
とする。移植の成績では、血球貪食の有無が
その成否を左右することが明らかになった
（accepted in J. Allerg. Clin. Immunol, 
and submitted）。IFN-産生亢進から血球貪食
に移行する症例がある中、多腺性内分泌不全
症、腸疾患を伴う伴性劣性免疫調節異常
（IPEX）様の所見を伴うこともあり、T 細胞
サブセット解析や、（1）と連動したレパート
ア解析を実施した。 
（3）分化阻害 
 血球分化阻害を呈する疾患については今回
いくつか同定するに至った。1つは 6家系、9
名で同定した IKZF1 ハプロ異常による B細胞
欠損症である(J. Allerg. Clin. Immunol,in 
press)。IKZF1 は共通リンパ球前駆細胞、B, T
細胞の分化を制御する Ikaros ファミリー分
子異常であるが、その片アリルの変異により、
DNA 結合能が減弱し、患者では骨髄での共通
リンパ球前駆細胞が減少することを明らか
にした。また一部の症例では自己免疫性血球
減少を含む、血球減少症を示した。T 細胞で
は調節性 T 細胞や Th1 細胞が減少し、
CD4-CD8-T 細胞が増加する例が認められた。T
細胞受容体のレパートアに偏倚が認められ
るものもあった。その中でも一部の変異は重
症化を示しており、今後変異部位と B, T 細
胞の分化、自己免疫現象について検討を進め
る予定である。 
 幹細胞からの血球分化系については、東京
大学医科学研究所大津真博士との共同研究
から、、Wiskott-Aldrich 症候群からの iPS 細
胞を用いた血小板への分化系について、患者
数を増やして確認実験を行い、分化能の異常
を見いだした。また好中球や単球分化系も確
立し、分化異常を認める原発性免疫不全症の
解析に備えている。患者由来 iPS 細胞を用い
た検討が主体であり、ゲノム編集で変異修復
した細胞を用いて比較検討する手法も確立
した。 
（4）細胞死亢進 
 いわゆる SLE cohort からは CTLA4, IKZF1, 
TNFAIP3(A20)などが浮かび上がってきてお



り、いわゆる慢性 ITP や Evans 症候群には
様々な分子的背景が潜んでいることを明ら
かにした。その中で TNFAIP3 については、軽
微な刺激によりT細胞の過剰増殖が惹起され、
その結果として細胞死が誘導されることを
明らかにした（下図参照）。 

（Takagi et al, J. Allerg. Clin. Immunol. 
in press より：上段が健常者、下段が患者） 
 
これ以外の重要課題として、血球減少を合
併する CVID の責任遺伝子探索を実施した。そ
の結果、日本では初の既知遺伝子変異（TRNA1）
や、結節性多発動脈炎関連責任遺伝子
（CECR1:ADA2）、そのほかの候補遺伝子が複数
以上リストアップされている。その中でも 2
つについては新規遺伝子であり、ともに血球
分化に関与する分子であるが、その分化調節
機構の詳細については明らかになっておらず、
血球分化段階各所において細胞をソーティン
グし、RNASeq で当該分子を含む発現解析を行
い、また iPS 細胞などのモデル系の作成に着
手した。これらの 2 つの分子は、血球減少の
原因としての幹細胞あるいは分化異常症に属
するものとして、転写調節や細胞死を中心に
検討を進めた。 
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