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研究成果の概要（和文）：慢性肉芽腫症（CGD）では活性酸素種（ROS）が産生されず、感染症や慢性炎症をきた
す。今回、gp91phoxの新たな変異型について検討したところ、mRNAの不安定性からgp91phox発現が低下したが、
健常者の8割程度のROS産生能が残存した。しかし、本患者はCGD患者に類似した臨床像を呈した。X連鎖CGD保因
者と異なり、全ての好中球でROS産生がわずかに低下しても、CGD症状を示すことが示唆された。CGD遺伝子治療
では、長期的に高い遺伝子導入効率を維持することは期待できないが、遺伝子導入細胞は正常レベルのROSを産
生するため、遺伝子治療はCGDの病態を改善する可能性がある。

研究成果の概要（英文）：Chronic granulomatous disease (CGD) is a rare inherited disorder 
characterized by an inability of phagocytes to produce reactive oxygen species (ROS), leading to 
life-threatening infections and aseptic granulomatous colitis (AGC). In this study, we assessed the 
function of a novel mutation of gp91phox, which causes decreasing of gp91phox expression because of 
instability of mutant gp91phox mRNA, leading to a slight reduction of ROS generation in phagocytes. 
This suggests that the slight attenuation of neutrophil and monocyte ability to produce ROS could 
affect the ability to kill pathogens and affect regulation of inflammatory responses in the patient.
In current gene therapy for CGD, it is difficult to achieve high gene marking for long term after 
gene therapy; however, gene modified phagocytes could produce ROS reaching to that of healthy 
subjects. This indicates that gene therapy would improve clinical feature in CGD. 
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１．研究開始当初の背景 

慢性肉芽腫症（以下 CGD）は、国内で 300

例が登録される希少疾患で、厚生労働省は難

治性疾患に指定している。本疾患では、

NADPH オキシダーゼから活性酸素種

（ROS）が産生されず、細菌や真菌を殺菌で

きないため重篤な感染症を繰り返す。さらに、

慢性的な過剰炎症に伴う症状（肉芽腫形成、

CGD 腸炎（広義の炎症性腸疾患）など）が

約 50%の症例に合併する。肉芽腫を伴う慢性

炎症を CGD で高頻度に認めることから、

NADPH オキシダーゼに由来する ROS はヒ

トの炎症機構の制御に深く関与すると推測

される。しかし、慢性炎症について、いくつ

かの機序が報告されているが、未だに詳細は

不明である。 

また、既に、欧米を中心に CGDに対する遺

伝子治療が行われているが、重症複合免疫不

全症など遺伝子導入細胞が増殖優位性を獲

得するような疾患とは異なり、高い遺伝子導

入効率を実現することは困難と推測される。

しかし、X 連鎖 CGD 保因者の検討から、遺

伝子導入効率は 10-20%程度でも CGD の病

態を回避し得ることが明らかとなっている。

一方で、遺伝子導入細胞において、感染症や

慢性炎症を回避するために最低限必要とさ

れる活性酸素産生能の域値は不明である。 

 

２．研究の目的 

CGDでは、活性酸素産生能の低下に関連し

た炎症性腸疾患（CGD 腸炎）を約半数に合

併する。そこで、CGD 腸炎および慢性炎症

の機序を解析するとともに、CGD 腸炎の疾

患活動性マーカーへの臨床応用の可能性に

ついて検討した。また、遺伝子治療において、

感染症や CGD 腸炎を回避するために必要な

遺伝子挿入細胞の活性酸素産生レベルを検

討するために、活性酸素の残存活性と臨床症

状について検討した。 

 

３．研究の方法 

① 変異型 gp91phox の解析（末梢血） 

患者末梢血を用いて、変異型 gp91phox

蛋白発現をフローサイトメトリで測定

した。ROS 産生能は、化学蛍光法および

DHR123 を用いたフローサイトメトリで

測定した。また、RT-qPCR を用いて、単

球におけるgp91phoxの mRNAを測定した。 

② K562 細胞株を用いた変異型 gp91phox の

解析 

野生型あるいは変異型 gp91phox を、レ

トロウイルスを用いて、K562 細胞株へ遺

伝子導入し、サブクローニング後、解析

に用いた。gp91phox 発現をフローサイト

メトリで測定した。また、化学蛍光法に

よって ROS 産生能を測定した。 

③ 炎症性サイトカイン産生能 

健常者の単球／マクロファージと変異

型 gp91phox を発現する単球／マクロフ

ァージについて、LPS 刺激に対する TNF

α、IL-6、IL-8 の産生を ELISA で測定し

た。 

④ カルプロテクチン測定 

健常者とX連鎖CGD患者のカルプロテク

チン産生能について、ELISA を用いて測

定した。また、CGD 腸炎非罹患 CGD 患者

と CGD 腸炎患者について、便中カルプロ

テクチンを ELISA で測定した。 

 

４．研究成果 

今回、NADPH オキシダーゼを構成する

gp91phox の新たな変異に注目した。gp91phox

蛋白において、1-304 番のアミノ酸置換は、

305 番以降の変異によって発症する X 連鎖慢

性肉芽腫症（X-CGD）よりも、臨床経過が重

症であることが知られている。本変異は、

1-304 番に位置する１つのアミノ酸置換であ

り、患児は、幼児期から BCG リンパ節炎、肺

膿瘍、非定型抗酸菌性肺炎に罹患していた。

さらに、CGD 腸炎でみられる泡沫マクロファ



ージの浸潤を伴う炎症性腸疾患も合併した。

臨床的には、X-CGD の経過を示したが、患児

の好中球と単球の ROS 産生能は、健常者の

80％程度とわずかな低下であった（典型的な

X-CGD は 0％）。次世代シークエンスを用いた

遺伝子解析では、ROS 産生に関連する既知の

遺伝子に異常を認めなかったことから、本変

異と CGD 様症状との関連について検討した。 

 本変異（変異型 gp91phox）の蛋白発現と

ROS 産生に与える影響を検討するために、レ

トロウイルスを介して gp91phox を発現する

K562 細胞株を作成した。フローサイトメトリ

では、変異型 gp91phox の Mean Fluorescence 

Intensity (MFI)が野生型よりも有意に低下

していた。また、化学蛍光法では、PMA に対

する ROS 産生は、変異型 gp91phox 発現 K562

細胞で 著明に低下していた。そのため、本

変異によってgp91phox蛋白の発現が低下し、

ROS 産生能が低下したと推測された。 

 患者の好中球と単球でも gp91phox の発現

（フローサイトメトリ解析の MFI）が健常者

よりも低下していた。そこで、単球の

gp91phox の mRNA を RT-qPCR で測定したとこ

ろ、患者単球で mRNA の低下を認めた。

gp91phox 発現 K562 細胞株は、野生型と変異

型 gp91phox の遺伝子挿入コピー数は約 3 コ

ピーであった。このK562細胞株においても、

単球と同様に変異型 gp91phox の mRNA が低下

していた。そこで、K562 細胞株について、BrdU

を用いたパルスチェイス法により、mRNA の安

定性を検討したところ、変異型 gp91phox の

mRNA は、野生型 gp91phox よりも早期に低下

していた。これらの結果から、変異型

gp91phox は mRNA の不安定性によって、野生

型 gp91phox よりも蛋白発現が低下すること

が示唆された。 

 CGD では、単球／マクロファージの炎症性

サイトカイン産生能の亢進が報告されてい

る。患児は、易感染性だけでなく CGD 腸炎と

類似した炎症性腸疾患を発症した。そこで、

末梢血から単球を分離し、LPS 刺激に対して

産生される炎症性サイトカインを測定した。

TNFα、IL-6、IL-8 について、患児単球は健

常者単球よりも有意に高値を示し、典型的な

X-CGD 単球と同様に炎症性サイトカイン産生

能が亢進していた。そのため、わずかな ROS

産生能の低下でも、炎症性サイトカイン産生

能が亢進し、慢性腸炎をきたす可能性が示唆

された。 

 カルプロテクチンは好中球から産生され

るペプチドで、腸炎で好中球が腸管粘膜に浸

潤すると、便中のカルプロテクチン濃度が上

昇する。実際に、炎症性腸疾患のクローン病

や潰瘍性大腸炎では、診断や病勢を評価する

ために、臨床応用されている。CGD 腸炎でも

腸管粘膜へ好中球が浸潤することから、CGD

腸炎患者の便中カルプロテクチン濃度を測

定したところ、CGD腸炎を発症していないCGD

患者や健常者よりも、有意に高値を示した。

また、カルプロテクチンの産生経路に対する

ROSの関与は不明であったため、健常者とCGD

患者、患児から好中球を分離しカルプロテク

チン産生能を比較したところ、明らかな相違

は見られなかった。これらの結果から、CGD

患者や患児において、腸炎の補助診断として

便中カルプロテクチンの有用性が示唆され

た。 

 これまで、正常好中球と異常好中球が混在

する X-CGD 保因者の検討では、炎症性腸疾患

の報告はみられないことから、細胞数が少な

くとも正常レベルのROSを産生する好中球の

存在が、慢性炎症の抑制に寄与することが示

唆された。現時点で、CGD の遺伝子治療では、

長期的に高い遺伝子導入効率を維持するこ

とは期待できない。当センターで遺伝子治療

を行った X-CGD 患者は、治療 1年以降で遺伝

子導入細胞は検出されなかった。しかし、遺

伝子導入細胞が消失する前には、遺伝子導入

細胞は正常レベルの ROS を産生していた。現

在、欧米では、レンチウイルスベクターを用



いた遺伝子治療が、CGD に対して行われてお

り、数十％の ROS 産生細胞が検出されたと学

会で報告されている。 

CGD の遺伝子治療では、10-20％の食細胞で

治療遺伝子が発現し、それらの食細胞が健常

者と同等の ROS 産生能を示すことで、易感染

性や慢性炎症は改善されることが示唆され

た。 
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