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研究成果の概要（和文）：特発性血小板減少性紫斑病の発症機序を明らかにするために次世代シーケンサーを用
いて血液中B細胞が有するIgG型B細胞抗原受容体を解析した。59種類のIGHVサブファミリーの使用頻度について
健常人で比較するとIGHV4-28セグメントの使用頻度が高いことが判明した。186種類のIGHV4-28クローンが特発
性血小板減少性紫斑病症例において同定され、これらのうち135クローンは IGHJ4と再構成していることが判明
した。これらのB細胞クローンの抗原特異性は不明であるが、CDR3領域にsomatic hypermutationがみられること
から、何らかの抗原による選択圧がかかっていることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：To identify the pathological B-cell clones in  primary ITP, we have 
investigated the repertoires of IgG-BCRs of peripheral blood B cells by using the high-throughput 
DNA sequencing. Unbiased amplifications of IgG-BCRs were performed by adaptor-ligation PCR. The 
amplicons were sequenced by next-generation sequencing. Comparisons of the IGHV repertoires covering
 fifty-nine IGHV subfamilies between the patients and controls revealed an increased usage of 
IGHV4-28 in ITP patients. The 186 distinct IGHV4-28-carrying sequences were identified in ITP 
patients and 135 out of these clones used the IGHJ4 gene segment. The present study has demonstrated
 the preferential usage of the rearranged IGHV4-28/IGHJ4 gene by circulating IgG B cells in ITP.  
Although the antigen specificity of BCRs encoded by the IGHV4-28/IGHJ4 gene in the present patient 
cohort remains to be elucidated, prolonged antigenic pressure appears to shape this characteristic 
BCR repertoire. 

研究分野： 内科学、血液内科学、免疫学
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１．研究開始当初の背景 
特発性血小板減少性紫斑病（ITP）は代表

的な抗体依存性自己免疫性血液疾患であり、
日本において毎年約 3,000 人の新規患者が発
生する比較的頻度の高い指定難病である。
ITPにおける血小板自己抗体の認識する主な
抗原として、血小板膜糖タンパク GPIIb/IIIa
および GPIb/IX が明らかにされているが、約
50％の患者において自己抗体の抗原特異性
は不明であり、その免疫病態の解明が急がれ
ている。一方、骨髄異形成症候群は造血幹細
胞の後天的遺伝子変異に基づく腫瘍性病変
であると一般的には理解されているが、一部
の症例では血球減少に対して免疫抑制療法
が奏効することが知られており、その病態形
成に免疫学的機序が関与する例があると考
えられている。 

 
２．研究の目的 
本研究の主な目的は、次世代シーケンサー

とバイオ・インフォマティクスを用いた次世
代B細胞抗原受容体レパトア解析技術を用い
て、特発性血小板減少性紫斑病の免疫病態に
直接関わる B 細胞クローンを同定し、その抗
原受容体の構造とその抗原特異性を明らか
にすることを第一義的な目的とする。第二義
的な目的は骨髄異形成症候群における血小
板減少症の免疫病態を明らかにすることで
ある。本研究により免疫学的血小板減少症に
対する新規治療法の開発に貢献することが
期待される。 

 
３．研究の方法 
本研究への参加同意の得られた患者より

ヘパリン化末梢血 10～20ml の提供を受け、
単核球を分離後 RNA 抽出、cDNA 合成を行
い、T 細胞抗原受容体および B 細胞抗原受容
体のレパトア解析を行う。レパトア解析は共
同研究者の鈴木らが開発した次世代シーケ
ンサーおよびバイオ・インフォマティクスを
利用した解析手法を用いる。 
本解析技術は共同研究者の鈴木らが開発

した adaptor-ligation PCR 法と次世代シーケ
ンス技術を使ったT細胞抗原受容体およびB
細胞抗原受容体レパトア解析法を用いる。こ
の技術は、①非バイアス遺伝子増幅技術、②
ロングリード次世代シーケンス、③クラウド
型高速バイオインフォマティクスソフトか
らなる新規のレパトア解析法であり、従来の
電気泳動パターンやクローナルピークの検
出に依存しないので、微量に存在する病的リ
ンパ球クローンの識別が容易であり、高感度
化を実現できる。クラウド型遺伝子解析ソフ
トウエアにより大規模な遺伝子配列情報を
高速処理し、T 細胞抗原受容体および B 細胞
抗原受容体遺伝子の高速検索を行う。この方
法では 1 ラン当たり 100 万リード（400Mb）
の解読が可能であり、理論的には 100 万分の
１の病的 T 細胞・B 細胞クローンを検出、同
定することが可能である。 

 
４．研究成果 
代表的な IgG 抗体依存性自己免疫性血液疾
患の一つである特発性血小板減少性紫斑病
における病的B細胞クローンの同定を試みて、
11 例の特発性血小板減少性紫斑病および 9
例の健常人コントロールを対象として、次世
代シーケンサーを用いた網羅的B細胞抗原受
容体レパトア解析を行った。 
20 個のサンプルから全体で 2,009,943 個の 

in-frame read および 315,469 個の unique 
read を得た。59 種類の IGHV サブファミリ
ーの解析により特発性血小板減少性紫斑病
では IGHV4-28 サブファミリーの使用頻度
が高いこと、IGHJ4 セグメントとの再構成頻
度が高いこと、さらに IGHV4-28/IGHJ4 の
CDR3 領域では somatic hypermutation がみ
られることを見出した。これらの結果は何ら
かの抗原による選択圧が特発性血小板減少
性紫斑病では生じていることを示唆してい
る。 
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