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研究成果の概要（和文）：非相同末端結合（NHEJ）は、V(D)J組換えやDNA切断修復など遺伝子再構成に重要であ
る。NHEJ異常は、獲得免疫不全に加え、残存するリンパ球は異常に活性化して炎症を引き起こす。我々は、NHEJ
機能分子DNAリガーゼIV（Lig4）遺伝子にミスセンス変異p.W447Cを持つマウスを作製した。Lig4W447Cホモ変異
マウスは、DNA損傷修障害や獲得免疫不全を示した。さらに、Th細胞やマクロファージの浸潤を特徴とする致死
的な腸炎を発症した。病変部ではTh1関連遺伝子の発現が上昇し、炎症はリンパ球に依存していた。Lig4変異に
よる遺伝子再構成障害は、獲得免疫不全下でTh1型腸炎を引き起こす。

研究成果の概要（英文）：Non-homologous end joining (NHEJ) is critical for V(D)J recombination in 
lymphocytes and DNA double-stranded break repair in various tissues. Dysregulation of this system 
leads to various pathological conditions including adaptive immunodeficiency. Meanwhile, the 
remaining lymphocytes are often aberrantly activated and lead to inflammations. We generated mutant 
mice carrying a missense mutation p.W447C in the DNA ligase IV (Lig4) gene, a critical component for
 NHEJ. Lig4W447C/W447C mice showed impaired DNA damage repair, growth retardation, and adaptive 
immunodeficiency. Furthermore, these mutant mice invariably developed lethal intestinal inflammation
 with marked infiltration of helper T (Th) cells　and macrophages. In the affected lesion, 
expression of Th1-related genes was upregulated. Notably, the inflammation was dependent on 
lymphocytes. Defective NHEJ due to a hypomorphic Lig4 gene mutation can lead to Th1-dependent 
intestinal inflammations under adaptive immunodeficiency.

研究分野：血液内科学

キーワード： 原発性免疫不全症　炎症性腸疾患　DNAリガーゼⅣ　遺伝子再構成障害　LIG4症候群　Th1細胞　非相同
末端結合

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、申請者が自験例に見出した遺伝子変異を持つマウスを作製・解析した。そのLig4低形成性変異マウ
ス（Lig4W447Cホモ変異マウス）では、これまで当該機能分子の変異マウスでは認められなかった表現型、すな
わち、獲得免疫不全下で獲得免疫の活性化を伴った潰瘍性大腸炎様の病態が発症することを新たに見出した。潰
瘍性大腸炎やクローン病などの炎症性腸疾患では、免疫抑制剤やTNFα阻害剤などの生物学的製剤が広く使用さ
れているが、治療に難渋する症例が多く、治療法は未だ確立していない。本研究により、原発性免疫不全症に加
えて、難治性炎症性腸疾患の病態の解明、新たな制御手段に結び付く成果が期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 原発性免疫不全症は、免疫応答に関わる分子の遺伝子変異によって免疫制御機構が生まれつ
き破綻する疾患群であり、免疫機能低下による易感染性を主徴とするが、時に免疫機能の異常な
活性化に伴う多彩な自己免疫病態を合併する。 
 T 細胞受容体（TCR）や B 細胞受容体（BCR）の遺伝子再構成に必須の DNA 二本鎖切断（DSB）
の酵素 RAG の活性が部分的に低下する変異（hypomorphic mutation）の場合には、T細胞や B細
胞の生成低下はあるものの、時にアトピー性皮膚炎、自己免疫性貧血、炎症性腸疾患など多彩な
自己免疫病態を合併する。このような自己免疫病態は、オーメン症候群と呼ばれており、分化障
害を受けた一部の T細胞クローンが異常に活性化・増殖することが重要と考えられている。しか
しながら、どのような機構で T 細胞が活性化されるのかそのメカニズムに関しては殆どわかっ
ていない。また、獲得免疫の機能低下を基盤とした自己免疫病態では、従来の治療に抵抗例が多
く、病態の理解に基づく新規治療法の開発が急務となっている。 
 
 
２．研究の目的 
 自験の原発性免疫不全症例から遺伝子再構成に必須の機能分子の一つであるDNAリガーゼⅣ
（LIG4）の遺伝子に、酵素活性ドメインのほぼ中央に終止コドンを生成するp.E413Xと酵素活性
ドメインにアミノ酸置換を来すp.W447Cからなる複合ヘテロ変異が認められた(Tamura et al, 
Clin Immunol, 2015)。特に、p.W447Cは、種を超えて保存されており、hypomorphic mutation
である可能性が考えられた。その変異の病理学的意義を明らかにするために、CRISPR/hCas9シ
ステムによりこの変異をマウスに導入した。 
 Lig4W447Cヘテロ変異マウスは特に異常を認められなかったが、Lig4W447Cホモ変異マウスで
は, 小頭症・低身長など著しい成長障害が認められた。Lig4W447Cホモ変異マウス由来の胎仔線
維芽細胞では、放射線照射24時間後の細胞あたりのγH2AX fociが顕著に増加し、DNA損傷修復
が障害されていることが明らかになった。免疫学的には、Lig4W447Cホモ変異マウスにおいて、
T細胞とB細胞の細胞数は顕著に減少し、血清中の免疫グロブリンレベルも低下していた。組織
学的解析では、胸腺で皮髄境界の不鮮明化、脾臓で濾胞形成の障害が認められた。以上の結果
から、Lig4W447Cホモ変異によって、DNA損傷修復が障害され、さらに重度の獲得免疫不全が生
じることが明らかになった。 
 Lig4W447Cホモ変異マウスを継続的に観察していると、このホモ変異マウスはほぼ全例で10週
齢頃から下痢症状が認められ、生後3〜4か月以内に半数以上が死亡した。肉眼的所見では、大
腸は縮小し、腸管壁が肥厚していた。組織学的所見では、炎症細胞の著明な浸潤、腸上皮増
生、陰窩膿瘍が認められ、杯細胞が消失していた。また、免疫組織学的解析では、主にCD4陽性
のヘルパーT細胞（Th細胞）とF4/80陽性のマクロファージの著明な浸潤が認められた。以上よ
り、Lig4W447Cホモ変異マウスにおいて、腸上皮増生を伴った潰瘍性大腸炎様の腸病変を発症す
ることが明らかになった。 
 これらの結果をもとに、本研究の目的は、Lig4W447Cホモ変異マウスの腸管病変の解析を進め
ることにより、”免疫機能の破綻がどのような機構で自己免疫病態を引き起こすのか”を明ら
かにする。 
 
３．研究の方法 
（１）移入マウスの作成 
 Lig4W447C ホモ変異マウスから骨髄細胞を採取した。骨髄細胞は凍結せず、1匹あたりの細胞
数を 0.5-1.0 x107に調整したうえで、放射線 10Gy 照射した Rag2 欠損マウス（リンパ球欠失マ
ウス）の尾静脈からそのまま移入した。体重減少、下痢などの発症を経時的に観察した。移入後
7週目で組織学的解析を行った。 
 具体的には、移入マウスの各臓器を摘出し、ホルマリンでの浸漬固定を行い、組織学的・免疫
組織学的な検討を行った。さらに、成獣マウスの脾臓から細胞単離を行い、各リンパ球の代表的
な表面抗原を FACSVerse (BD Biosciences)で解析した。 
 
（２）ダブル変異マウスの作成 
 Rag2 欠損マウスについては、既に本学で系統維持していたマウスを用いた。Rag2 欠損マウス
同士の交配については特に問題なかった。Lig4W447C ヘテロ変異マウスと Rag2 欠損マウスを交
配させ、Rag2 欠損した Lig4W447C ヘテロ変異マウスを作成した。次に、それら変異マウスを交
配させ、Rag2 欠損と Lig4W447C ホモ変異のダブル変異マウスを作製した。 
 本研究では、CRISPR/hCas9 システムを用いて、IFN-γ欠損マウスを新たに作製した。IFN-γ
欠損と Lig4W447C ホモ変異のダブル変異マウスについては、Rag2 欠損と Lig4W447C ホモ変異の
ダブル変異マウスと同様の手順で作製した。 
 



（３）組織学的解析 
移入マウスや変異マウスから臓器を摘出し、ホルマリンで一晩浸漬固定を行い、パラフィンブ
ロックを作製し、薄切後、HE染色及び各種抗体を用いて免疫組織染色を行った。検鏡は光学顕
微鏡Olympus BX43にて、バーチャルスライド作製はNanoZoomer S60にて行った。腸炎スコアリ
ングは、Koelinkらの報告（J Crohns Colitis, 2018）に基づき数値化した。 
 
（４）細胞生物学的解析 
 野生型と腸炎発症の Lig4W447C ヘテロ変異マウスの脾臓・腸間膜リンパ節・腸管からリンパ球
を単離した。各臓器から単離したリンパ球を PMA（50 ng/mL）、ionomycin（500 ng/mL）、Golgi 
plug（BD Biosciences）で 5時間刺激のうえ、T細胞マーカーで染色した後に固定を行い、それ
ぞれを抗 IFN-γ抗体、抗 IL-17A 抗体、抗 IL-4 抗体で染色し、 FACSVerse (BD Biosciences)で
解析した。 
 
（５）網羅的遺伝子発現解析（RNA-Seq 解析） 
 Lig4W447C ホモ変異マウスと野生型マウスから小腸リンパ球を Percoll 密度勾配法で単離し
て、RNA を抽出し、NextSeq 500/550 High Output Kit v2.5 (Illumina)を用いて RNA-Seq 解析
を行った。サイトカイン・ケモカインの遺伝子発現プロファイルについて、ウェブツールである
ClustVis (Nucleic Acids Res, 2015)と BioJupies（Cell Syst, 2018）を用いて heat map や
volcano plot を作成した。また、今回、各群の遺伝子発現量の統計学的解析は、t検定で有意差
検定を行った。 
 
（６）シングルセル解析 
 Lig4W447C ホモ変異マウスの脾臓から迅速に細胞単離を行い、10x Genomics で細胞調整を行
った。ライブラリー作製後に、NovoSeq6000（Illumina）でシークエンスを実施した。Loupe Browser 
v7.0.1 により１細胞レベルでの遺伝子発現情報の可視化・解析を行った。 
 
 
４．研究成果 
（１）リンパ球の役割について 
① 移入マウスと変異マウスの解析 
 Lig4W447Cホモ変異マウスの
腸病変が、造血系細胞の異常
に起因するかどうか明らかに
するため、骨髄キメラマウス
を作製、解析した。放射線照
射したRag2欠損マウスに、
Lig4W447Cホモ変異マウス由来
の骨髄細胞を移入した骨髄キ
メラマウスで、Lig4W447Cホモ
変異マウス同様の潰瘍性大腸
炎様の炎症性腸疾患が認めら
れた（図１）。腸炎スコアリングにおいても、Lig4W447Cホモ変異マウスの骨髄を移入したマウ
スで優位に炎症スコアが増加していた（図１）。 
 一方で、Rag2欠損マウスとLig4W447Cホモ変異マウスを交配させて、リンパ球欠失した
Lig4W447Cホモ変異マウスを作製、解析したところ、腸炎の発症は全く認められず、Lig4W447C
ホモ変異マウスと比較して長期生存した。このことから、Lig4W447Cホモ変異マウスで認められ
る炎症の病態は、リンパ球依存であることが示唆された。 
 
② 細胞生物学的解析・網羅的遺伝子発現解析 
 細胞内サイトカイン染色と
RNA-Seq解析などにより、
Lig4W447Cホモ変異マウスの腸
管にどのようなリンパ球が浸
潤し、活性化されているの
か、解析を進めた。 
 細胞内サイトカイン染色の
結果より、ホモ変異マウスの
脾臓・腸間膜リンパ節・腸管
のリンパ球では、IL-4やIL-17
を産生するTh細胞（Th2細胞や
Th17細胞）ではなく、IFN-γ
を産生するTh細胞（Th1細胞）が増加していた（図２）。 



 さらに、小腸リンパ球のRNA-Seq解析の
結果より、Lig4W447Cホモ変異マウスにお
いて、野生型マウスに比べ、IFN-γや転
写因子Tbx21（T-bet）などTh1関連遺伝子
群の発現が亢進していた（図３）。 
 
④ シングルセル解析 
 Lig4W447Cホモ変異マウスで認める異常
リンパ球の特性を明らかにするためにシ
ングルセル解析を行った。Lig4W447Cホモ
変異マウスの脾臓を用いて、シングルセ
ル解析したところ、CD4陽性T細胞（Th細
胞）の集団を同定し、その集団では、
IFN-γとTbx21（T-bet）の発現が多くを
占めていた（図４）。 
 
（２）IFN-γの役割について 
① 変異マウスの解析 
 Lig4W447C ホモ変異マ
ウスの腸管病変では、
IFN-γが鍵となる分子と
考え、解析を進めた。 
 IFN-γ欠損マウスを作
製、Lig4W447C ホモ変異マ
ウスと交配させて、IFN-
γ欠失した Lig4W447C ホ
モ変異マウスを作製、解
析した。このダブル変異
マウスにおいても、炎症
性腸疾患が認められ、早
期死亡した。腸管の組織
学的な解析では、好中球
を主体とする炎症細胞の
浸潤が著明であった。 
 
② 細胞生物学的解析 
 野生型、Lig4W447C ホモ
変異マウス、IFN-γ が欠失した Lig4W447C ホモ変異マウスのそれぞれの脾臓において細胞内サ
イトカイン染色を行った。ダブル変異マウスでは、IFN-γ の発現は誘導されなかった一方で、
IL-17 と IL-4 が優位に誘導された（図５）。 
 
 本研究の結果より、Lig4W447C ホモ変異マウス
の炎症性腸疾患の病態形成には、IFN-γを産生
する Th1 細胞が重要であることを見出した。更
に、Lig4W447C ホモ変異マウスより IFN-γを遺
伝子学的に欠失させることで炎症性腸疾患の免
疫パターンが大きく変化することを見出した。 
 
 Lig4W447C ホモ変異マウスの炎症性腸疾患の
病態解明には、病態形成に関わる T 細胞クロー
ンの純化、及び T 細胞受容体レパトアの同定が
今後重要になると考えられる。そして、その解
析を進めることにより、難治性炎症性腸疾患に
対する有効な治療法（鍵となる機能分子に対す
る抗体薬など）の開発が可能になることが期待
される。 
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