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研究成果の概要（和文）： 原発性免疫不全症(PID)を背景とした自己免疫疾患の病態を探るため、多パラメータFACSや
B細胞・T細胞新生能を解析し、200名以上の分類不能免疫不全症を含むPIDにおいて、亜群分類を行い、データベースを
構築した。高速遺伝子塩基配列決定法(NGS)を用いてB細胞、T細胞のレパートリーを解析する手法を確立し、10名にお
いてその偏りについて検討を開始した。NGSを用いて40名以上の患者検体にて全エキソン解析を行い、5名で責任遺伝子
を明らかにし、5名で1-6候補遺伝子を得た。

研究成果の概要（英文）：We set up a multiparameter flow cytometry for detailed immunophenotyping and KRECs
/TRECs analysis for assessment of B and T cell neogenesis, respectively in order to delve into pathogenesi
s of autoimmunity developed in primary immunodeficiency (PID).  We categorized the PID patients into sever
al groups and also established a database for PID with autoimmunity. We developed an extensive method to a
nalyze IgH and TCR repertoires using high-throughput next generation sequencing (NGS), and started measuri
ng the repertoire in 10 patients. Through whole exome analysis (WEA) for more than 40 PID patients with au
toimmunity, we identified a mutation in 5 patients.  These include BTK, FANCA, LRBA, PIK3CD, and STAT1.  C
andidate genes (ranging one to six) were obtained by carrying out WEA for a patient and his/her family mem
bers in 5 patients. 
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１．研究開始当初の背景 
（1）小児期における SLE, 若年性関節リウマチ
などの全身性自己免疫疾患、I型糖尿病などの臓
器特異的自己免疫疾患や、成人期の関節リウマチ、
炎症性腸疾患の原因解明には、トランスジェニッ
クマウスや、Knock-out, Knock-inマウスを用いた
解析手法がとられているが、ヒトにおける原因解
明にはほど遠い。一方、単一遺伝子異常から生じ
る先天性免疫不全症においては、自己抗体産生や
自己反応性 T 細胞によって、血球減少、SLE、I
型糖尿病、甲状腺機能低下症、白子症など様々な
自己免疫現象が観察されている。自己免疫性リン
パ増殖症候群（ALPS）における溶血性貧血・血
小板減少や、IPEX症候群(FoxP3遺伝子異常)にお
ける種々の自己免疫疾患、AIRE 異常症での I 型
糖尿病、自己免疫性副腎不全症など、先天性免疫
不全症から明らかになった自己免疫現象は数多
い。ヒト先天性免疫不全症に関する研究は数多い
が、提案する研究のように体系的アプローチから
自己免疫現象に迫ろうとする研究は限られてい
る。また機能是正にまで踏み込んだ研究も数少な
い。 
（2）一方国際的には、全ゲノム解析、タンパク
発現解析、バイオインフォーマティクスの進歩に
より、検体・着想と解析資源があれば、大規模研
究が行える状況にあり、十分な検体の蓄積、整理
された臨床所見・詳細な検査データ、体系的な機
能解析結果の集積など、着実な基盤データを有し
ていることが研究参入への条件と考えられてい
る。本研究は質・量の両面で、国際的にも劣るこ
とのない内容と考えている。 
 
２．研究の目的 
（1）着想に至った経緯： 
 申請者らは今まで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稀な自己免疫発症機序
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(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)。最近はまた、ALPS
の原因となる新しい遺伝子異常を明らかにして
いる（Blood , 2011）。また 2009年度からは分類不
能型免疫不全症（CVID）の全国調査と詳細な免
疫学的検索を行って、254名の臨床・免疫学的デ
ータと 150 以上の検体を保有するに至っている。

この中で、自己免疫疾患を呈するものは 87名で、
既知の遺伝子異常が明らかになった症例は 1 例
のみであった。一方、大多数の症例で自己免疫へ
の関与が推測されるリンパ球亜群の偏りや、レパ
ートア形成の偏りが認められた。今回解析する
Wiskott-Aldrich 症候群や DNA 損傷修復異常症で
も、自己免疫群に特徴的なサブセットの増減や、
V(D)J usage の偏りを検出した。これらの研究の
中で、先天性免疫不全症を切り口とした自己寛容
破綻機構の基盤研究が、自己免疫疾患病態解明に
繋がることを強く認識するに至った。 
（2）具体的な目的： 
 この研究ではまず、同じ遺伝子変異を有する免
疫不全症で、自己反応性を認めるものと認めない
ものの間での差異の検証を行う。本検討は自己免
疫疾患を呈する既知の遺伝子異常症を用いて実
施し、中枢性寛容・末梢性寛容における欠陥を細
胞、分子、及び遺伝子レベルで明らかにする。 
第二の目的は、特徴的な臨床症状を呈する自己
免疫疾患（分類不能型免疫不全症：CVID）にお
ける責任遺伝子の解明である。現在集積している
100名近い自己免疫疾患を呈する CVIDの検体を
元に、454シークエンステクノロジーや HiSeqを
用いた解析はじめとするハイエンドゲノム解析
と拡充した SNP データベースなどを用いて、3
年以内に原因遺伝子を同定する。明らかになった
遺伝子についてはその機能について、抗体の作成、
遺伝子改変細胞の作成によって検討をすすめる。 
第三には、免疫学的寛容の破綻機構を、モデル
細胞やモデル動物に反映させ、このような免疫学
的寛容破綻が、遺伝子発現調節やタンパク導入に
よって機能修復可能かを検証する。とくに検証モ
デルシステムを開発することを主眼として研究
を進める。 
 
３．研究の方法 
 まず概略について記載する。 
自己免疫病態・機能解析（中枢性・末梢性寛容破
綻機構の解析） 
・10 parameter FACSを用いた自己免疫に関与す
る細胞亜群、細胞機能、シグナルの解析 
・細胞内リン酸化、転写因子の解析 
・シークエンサー等を用いた TCRVβ鎖、免疫グ
ロブリン遺伝子レセプター改変の解析 
自己免疫疾患を呈する分類不能型免疫不全症に
おける単一遺伝子異常の探索 
・臨床・検査・免疫細胞機能データベース構築と
クラスター分類 
・発現解析比較及び候補遺伝子からの Targeted 
re-sequencing、あるいは whole exome解析による
体系的遺伝子解析 
・Cell line knock outとタンパク導入/遺伝子導入
を用いた遺伝子機能解析 
 



（1）免疫担当細胞の亜群解析及びリンパ球新生
能を指標とした免疫寛容破綻の病態解析 
 自己に対する免疫学的寛容の破綻は、いくつか
の機構に分類される。中枢性寛容の破綻あるいは
末梢性寛容の破綻においては、まず免疫寛容や自
己免疫に関与する細胞亜群についてその増減と
機能について、比較的微量の細胞で多角的情報を
高感度・定量的かつ簡便に得られる方法を駆使し
て解析する。実際には自己免疫疾患を呈する群と
呈さない群での比較からその原因を明らかにす
ることを試みる。 
具体的には、10パラメータと 12種類の抗体を
用いた FACS解析で、詳細な免疫細胞亜群を測定
し、刺激によるサイトカイン産生や、細胞内分子
のリン酸化、Ca流入も 10パラメータの中に入れ
込むことにより、多角的な情報を取得する。具体
的には、B細胞では VpreB発現細胞、transitional B
細胞に、T細胞では Th1, Th2, Th17, Th22, nTreg, 
iTreg, Tr1, CD8Tregなどに、樹状細胞(DC)におい
ては寛容誘導 DCに注目して解析を行う。 

B細胞、T細胞新生能はそれぞれ Kappa deleting 
recombination excision circles (KRECs), T cell 
receptor excision circles (TRECs)を測定して検討す
る。 
また正及び負のシグナル伝達系については、細
胞刺激後の細胞内リン酸化タンパクをリン酸化
特異抗体を用いて flow cytometry にて測定する。
例としてはTCR刺激後のPI3K活性を測定するた
めの ATKリン酸化などである。 
（2）TCRVβ 鎖の偏りは FACS と CDR3 領域の
spectra typing で解析し、Ig 遺伝子については
CDR3領域の塩基配列を決定することにより、検
討を加える。具体的には B細胞を分離し、5’RACE
により IgG, A, M の transcript を得て、454 
sequencing あるいは MySeq sequencing にて deep 
sequencing を行う。それにより somatic hyper 
mutationの頻度や、CDR3領域の長さ、偏りを検
討する。 
（3）CVID は原因不明で数種類以上の単一遺伝
子異常が想定されるため、比較検討の手法はとら
ず、各症例において、上記のパラメータを詳細に
検討する。合計 250名程度の免疫学的解析情報を
集積し、層別化を試みると共に、高速遺伝子塩基
配列決定法(NGS)による targeted resequencing あ
るいは whole exome analysisに用いることを想定
し、臨床データ、検査データ、免疫学的データを
集積する。 
（4）自己免疫疾患を呈する CVID の責任遺伝子
探索 
１）免疫関連遺伝子の網羅的解析：まず免疫関連
のCVID候補遺伝子を既存 databaseなどを利用し
て絞り込む。それを元に 10 名程度の患者におい
て解析を行い、SNP を排除した上、homozygous 
mutation, compound heterozygous mutation, 

dominant negative mutationを掘り起こす。実際に
は，免疫関連遺伝子の全 exon はチップ上に配置
され、患者由来の genomic DNA断片に遺伝子解
析用のタグと個人識別用の標識をつけ、ハイブリ
ダイズして濃縮し、454シークエンサーにより全
配列解析を行う。さらに Hapmap、SNP情報、立
体構造予想解析などとあわせ真の遺伝子変異の
特定を試みる。 
２）全エクソン解析を用いた患者遺伝子解析：
Illumina HiSeqを用いて、30名前後の患者におい
て、全エクソン解析を行う。得られた結果からは
coding region + exon/intron境界の情報に絞り込み、
non-synonymous mutationについて、上記と同様に
疾患関連遺伝子を探索する。既存の dbSNP を用
いるが、状況によっては Japanese SNP(in house 
SNP data)を用いることも考慮する。候補遺伝子に
ついては Sanger 法にて塩基配列の確認を行うと
共に、missence mutation の場合はまず SIFT, 
Polyphen などのプログラムを用いて有害なアミ
ノ酸変異か否かを検討する。 
３）家族検体を用いた全エクソン解析：最終的に
は家族検体を用いて全エキソン解析を行うこと
により、さらに有効に候補遺伝子の絞り込みを行
う。 
 １）～３）いずれの場合においても、候補遺伝
子が定まれば、保有する>200 以上の CVID 検体
を用いて、同遺伝子に変異があるかどうかを確認
する。 
（5）責任遺伝子の機能解析： 
 候補責任遺伝子の免疫担当細胞での機能を検
証する。その手法はどの細胞種で異常を認めるか、
また遺伝子変異が優性阻害型か機能喪失型かな
ど で 異 な る 。 例 え ば Th1/Th2/Th17/nTreg/ 
iTreg/pDC/mDCなどの問題でかつ、hetero異常の
場合には、細胞膜透過性ペプチド（CPP）をつけ
た変異タンパクを細胞にタンパク導入し、機能異
常を FACSやサイトカイン産生などの read out系
で証明する。機能喪失型変異であれば siRNA な
どで knock downして、細胞の機能変化を明らか
にする。CPPについてはHis-tag-Hph-1を使用し、
大腸菌にて発現させ、抽出精製して用いる。 
 
４．研究成果 
（1）免疫担当細胞の亜群解析及びリンパ球新生
能を指標とした免疫寛容破綻の病態解析 
10 color flow cytometry法を確立した。具体的には
下記のパネルを用いて、B, T, NK, Mono, DC 
subsetを明らかにする系を立ち上げた。解析から
得られたデータは様々であるが、TfH増加群、減
少群、NKT 細胞減少群など様々なパターンが見
られた。一方 CVID においては B 細胞は減少す
るか、あるいは memory B細胞減少、形質芽細胞
減少などが共通して認められた。一部の症例では
naïve T 細胞の減少が認められ、T 細胞新生能の
異常が示唆された。 
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 32名の
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なし、自己免疫疾患を含む特徴的症状所見あり、
の条件を満たすものとした。加えてできるだけ
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既知遺伝子異常による稀な表現型を呈
患が明らかになった。前年度の
からの候補とあわせ、現在常染色体劣性遺伝子候
補として
伝を呈する有力な候補遺伝子が数個抽出され、サ
ンガー法での検証や、他患者での同遺伝子変異解
析に着手した。その中から
BTK, FANCA, STAT1
れた。これらの患者はすべて非典型的な症状を呈
していた。すなわち
が欠損し全ての免疫グロブリンが欠如するが、患
者では B
FANCAはファンコニー貧血の責任遺伝子である
が、患者での汎血球減少は軽微であり、
症状が前面に出ており、さらに慢性活動性
イルス感染症を併発していた。
function変異は慢性皮膚粘膜カンジダ症の原因で
あるが、複合型免疫不全症様の経過を辿り自己免
疫疾患が多彩な症例は稀である。
3)家族検体を用いた全エクソン解析
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