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研究成果の概要（和文）：新生児乾燥濾紙血の TREC (T cell receptor recombination circles)

と KREC (Kappa-chain recombination excision circles) 測定で、SCID, AT, XLA などの先天

性免疫不全症をスクリーニングできること、病態解析に有用であることを示した。また、分類

不能型免疫不全症が TREC と KRECの陽性・陰性で４群に分けられること、４群間で重症度が異

なること、病態に即した治療法を選択できることを見出した。 

 

研究成果の概要（英文）：We developed real-time PCR-based quantification of T cell receptor 

excision circles (TREC) and signal joint Ig kappa-deleting recombination excision circles 

(KREC). We demonstrated that TREC and KREC measurement can be used for mass screening 

of severe combined immunodeficiency (SCID) and B lymphocyte deficiency in neonates.  

We also found that TREC and KREC can be used for classifying clinically diagnosed CVID 

patients into four groups, and that the clinical manifestations, prognosis and outcome 

are significantly different in these groups, indicating TREC/KREC are good clinical 

markers. 
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１．研究開始当初の背景 
 (1)先天性免疫不全症新生児スクリーニン
グ法の開発 

 ヒト先天性免疫不全症は、早期治療により
予後が劇的に改善するため、早期診断が重要
である。しかし、現状では重症感染症に罹患
してから発見されることが多く予後不良と
なっている。 

 先天性免疫不全症である重症複合型免疫
不全症 (Severe combined immunodeficiency, 
SCID)を、T 細胞の発生過程で産生される T 
cell receptor excision circles(TREC)を新
生児期に採取される乾燥濾紙血(ガスリー
血)を用いてスクリーニングする方法を開発
した。 
一方、B細胞の発生過程で産生される K chain 
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excision circles (KREC)を real time PCR
で定量的に測定する方法で、B 細胞発生障害
の代表的疾患である伴性劣性無γ-グロブリ
ン 血 症  (X-linked agammaglobulinemia, 
XLA) のスクリーニング法を確立されていな
かった。 
 
(2)TREC と KREC の同時測定系の確立 

TREC と KREC を同時測定する方法がなく、省
力化、効率化、コストの削減により、スクリ
ーニングへの応用に貢献することが必要と
されていた。  
 
(3)先天性免疫不全症の TREC, KREC による病
態解明 

 先天性免疫不全症は、多くは T細胞の発生
異常、B 細胞の発生異常により起きる。病態
を明らかにし、より良い治療法の選択のため、
種々の先天性免疫不全症で TREC, KREC を応
用することを想定していた。 
 
２．研究の目的 
(1)ガスリー血（新生児乾燥濾紙血）中の KREC
測定による B細胞欠損先天性免疫不全症の新
生児スクリーニング法を確立する。これによ
り早期診断、早期治療を可能にし、予後を改
善する。 
 
(2)T 細胞欠損症のスクリーニング法として
申請者が確立した TRECs測定を KRECs測定と
同時測定する方法を確立する。 
 
(3)T細胞、B 細胞新生能の新しいマーカーで
ある TRECと KRECの発現パターンを、先天性
免疫不全症の病態解析および予後因子に応
用する。また原因遺伝子の同定に役立たせる。 
 
３．研究の方法 
(1)先天性免疫不全症新生児スクリーニング
法の開発 

 新生児期に全新生児で採取される微量の乾
燥濾紙血（ガスリー血）から DNA を抽出し、
sjKREC, cjKREC に特異的なプライマーと
TaqMan probe を用い、real time PCR 法で、
定量的に測定した。コントロールとしては、
RNaseP をおく。また、XLAと診断された患者
から、同意の下に保存されているガスリー血
の sjKRECと cjKREC を測定した。 
 XLAは ProB 細胞から PreB細胞への分化異
常である。そこで、XLA の KRECによるスクリ
ーニングが可能であるか検討した。 
 
 (2)TREC と KRECの同時測定系の確立 

 TREC, と KREs は、real time PCR の条件が
同じであるため、プライマーと TaqMan probe
を変更するだけで、同じプレートで同時に測

定できる。今回の研究では、同じウェル内で
マルチプレックス測定が出来るように検討
した。 
 
(3)先天性免疫不全症の TREC, KREC による病
態解明 

TRECは T 細胞レセプターの再構成、KRECは B
細胞レセプターの再構成時に形成されるた
め、発生異常の病態を解明するために、TREC, 
KRECの測定は重要な意義を持つ。そこで、
様々な先天性免疫不全症において TREC, KREC
を測定し、病態を解析した。  
 また、原因遺伝子の同定を TREC/KREC の測
定結果と Exome 解析を合わせ、行った。遺伝
子解析にあたっては、小児に対しては保護者、
成人に対しては本人へ説明の上同意を得た。 
 
４．研究成果 
(1)先天性免疫不全症新生児スクリーニング
法の開発 

 B細胞欠損患者として BTK異常 30例を対象
とした。BTK異常患者 30例の解析検討時の年
齢は 9.4±1.6歳 (0-34歳)であり、性別は全
例男性であった。全例内因性コントロールの
RNaseP は検出できた。KREC は B 細胞欠損症
である XLA患者で、新生児濾紙血、末梢血由
来濾紙血いずれでも検出感度以下であった。
TREC は全例で検出可能であった (BTK 新生
児濾紙血, 11.2±8.2×104 copies/μg DNA, 
BTK 末梢血由来濾紙血 , 1.8± 0.7× 104 
copies/μg DNA, p=0.3009)。以上から、Ｂ
細胞欠損症の新生児スクリーニングが、新生
児期に採取される乾燥濾紙血での KREC 測定
で可能であることが判明した。（図 1） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 

図１ X連鎖性無ガンマグロブリン血症 
(X-linked agammaglobulinemia, XLA)の
TREC/KREC 定量  

KRECは新生児濾紙血、末梢血由来濾紙血 
いずれでも検出感度以下であった。 



 

 

(2)TREC と KREC の同時測定系の確立 

 TREC と KREC の同時測定は、PCR 条件が同
じであったため、問題なく確立できた。同時
測定系が可能になったため、効率よく多数の
検体の測定が行えるようになった。 
 
(3) 先天性免疫不全症の TREC, KREC による
病態解明 

①分類不能型免疫不全症の新規病型分類 

 分類不能型免疫不全症（common variable 
immunodeficiency, CVID）は 10,000 人から
100,000 人に 1 人が発症し、原発性免疫不全
症の中で最も頻度が高い疾患の一つである。 
CVID は低ガンマグロブリン血症と反復する
細菌感染症を主徴とする免疫不全症であり、
元来は抗体産生不全を呈したＢ細胞機能の
異常を主体とする疾患として報告された。し
かし B細胞に加えＴ細胞の異常も呈する複合
免疫不全症 (Combined Immunodeficiency, 
CID)が混在する。この事は、CID でしばしば
見られる症状である日和見感染、自己免疫疾
患、悪性疾患が、一部の CVID 患者で発症す
る事とも一致する。CVID と臨床的に診断され
る患者の中には様々な疾患が含まれている
ため、適切な治療法の選択が困難であるが、
グ ロ ブ リ ン 定 期 補 充 (Intravenous 
Immunoglobulin, IVIG)で良好な経過を示す
例が多数である一方、複合免疫不全症
（combined immunodeficiency, CID）の経過
をたどる例がありその鑑別は重要である。そ
こで、臨床的に CVID と診断され原因が不明
である CVID 患者を対象に TREC/KREC 定量を
行い、新規病型分類を行った。 
 2005-2011 年に当科に紹介のあった国内低
ガンマグロブリン血症患者 113名のうち、名
の IgM高値症例 (IgM>100 mg/dl)、26名の遺
欧州免疫不全症学会の CVID 診断基準を満た
したいわゆる”CVID” 40 例を対象とした。 
TREC、KREC ともに正常の A 群が 19 例、KREC
のみ低下の B群が 7例、TREC のみ低下の C群
が 8 例、そして TREC、KREC ともに低下の D
群が 6 例 という 4 群に分けられた (A 群; 
TREC, 2.2±0.8×104 copies/μg DNA、KREC, 
8.0±2.3×103copies/μg DNA; B 群; TREC, 
1.9±0.9×103 copies/μg DNA; C 群; KREC, 
2.5±0.8×103 copies/μg)。(図 2) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
②CVID患者の重症度及び予後と TREC/KRECに
よる分類との相関 

 各群の臨床像について検討した。全ての患
者は解析時にグロブリン補充療法を施行し
ていた。各群の臨床症状を、日和見感染症、
自己免疫疾患、悪性疾患の発症をイベントと
して、患者一人一人の観察期間を反映させた
観察人年を 10人年あたりとして、検討した。
10 人年あたりのイベントは、D 群 (0.98 イ
ベント数/10 人年)で最も高く、その後Ｃ群
(0.63 イベント数/10 人年)、B 群 (0.30 イ
ベント数/10 人年)、A 群 (0.04 イベント数
/10人年)と低下した。 (図３) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
③毛細血管拡張性運動失調症 (ataxia 
telangiectasia, AT)、毛細血管拡張性運動
失調様症候群 (ataxia telangiectasia-like 
disorder , ATLD)、Nijmengen 染色体不安定
症候群 (Nijmegen breakage syndrome, NBS)
における TREC,KREC の結果 

 毛細血管拡張性運動失調症  (ataxia 
telangiectasia, AT) 、Nijmengen 染色体不
安定症候群 (Nijmegen breakage syndrome, 
NBS)、毛細血管拡張性運動失調様症候群 
(ataxia telangiectasia-like disorder, 

図２ TREC/KREC定量を用いた分類不能型
免疫不全症（common variable 
immunodeficiency, CVID）の新規 
病型分類 

図３ 各群の 10人年あたりの累積イベント数 
(日和見感染症、自己免疫疾患、悪性疾患)  



 

 

ATLD)で TREC/KREC を測定した。 
 ATは ATM異常 30 例(新生児濾紙血 3例、末
梢血 27 例)を入手した。AT 患者では、TREC
は 7検体で陽性であり、23検体は検出感度以
下であった。KRECは全例で検出感度以下であ
った。B細胞数を検討できた 13 症例全例で B
細胞は 20細胞/μl 以上と存在した。 
 NBS 患者では検討した 6名の患者のうち、2
例で TREC 陽性、4 例で TREC 陰性を示した。
KREC は、AT 患者と同様全例で B 細胞が存在
するにも関わらず検出感度以下であった。 
ATLD 患者では AT 患者、NBS 患者と異なり 2
例とも TREC、KRECは検出可能であった。(図
４)  
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