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研究要旨 

本邦の家族性血球貪食性リンパ組織球症（FHL）症例の殆どを 2 型（FHL2）と 3 型（FHL3）が占めるが、

perforin 発現解析による FHL2 スクリーニング法が確立しているのに対し、FHL3 に対するスクリーニング

法は十分に確立されているとは言い難い。我々は、NK 細胞脱顆粒機能解析と Munc13-4 蛋白発現解析を用い

て FHL3 スクリーニングを行って来たが、NK 脱顆粒機能は 2 次性 HLH 症例でも一過性に低下している場合

があり、逆に FHL3 症例でも比較的残存している場合があり、感度・特異度とも低い事が問題となっていた。

我々が診断した FHL3 症例では全例で Munc13-4 発現が低下していたため迅速診断が可能であったが、FHL3

診断における Munc13-4 蛋白発現解析の有効性についても十分に評価されていない。これらの問題を解決すべ

く、FHL3 症例の迅速診断における NK 細胞/CTL を用いた脱顆粒機能解析の有用性と、UNC13D ミスセン

ス変異による FHL3 症例の診断に対する Munc13-4 蛋白発現解析の有用性を評価した。 

その結果、CD57+CD3+CD8+分画を用いた解析は、NK 細胞を用いた脱顆粒機能解析に比較して感度・特

異度とも高く、FHL3 の機能スクリーニングとして優れている事が判明した。更に、これまで FHL3 として

報告されている UNC13D ミスセンス変異のほぼ全てで Munc13-4 蛋白発現低下を来すことが確認された。以

上の結果より、CD57+CTL を用いた脱顆粒機能解析と Munc13-4 蛋白発現解析の組み合わせは、FHL3 の迅

速スクリーニング法として非常に有用であることが示された。 

 

A. 研究目的 

 血球貪食性リンパ組織球症（HLH）は、サイトカ

インストームを基本病態とし、組織球の増殖と血球

貪食像を病理学的特徴とする症候群である。感染や

膠原病・悪性腫瘍などに続発する 2 次性症例と単一

遺伝子異常を原因とする原発性症例とに大別される

が、治療法の選択や造血幹細胞移植の適応判断の為、

原発性症例に対する迅速診断法の確立が重要である。 

 家族性血球貪食性リンパ組織球症（FHL）は原発

性 HLH の代表疾患であり、FHL2-FHL5 の 4 病型

が知られている。何れの病型も NK 細胞や細胞傷害

性 T 細胞（CTL）の細胞傷害活性に関与する分子の

異常が原因であり、FHL2 は標的細胞の形質膜に孔

を形成して細胞死を誘導する蛋白である perforin の

異常、FHL3-5 は perforin を含む細胞内顆粒放出機

構の異常が原因である。本邦に於ける FHL 症例の殆

どを FHL2 と FHL3 が占めるため、特にこれら 2 病

型に対するスクリーニング法の確立が重要であるが、

FHL2 に対して NK 細胞内の perforin 発現解析によ

るスクリーニング法が確立しているのに対し、FHL3

に対するスクリーニング法は十分に確立されている

とは言えない。FHL3-5 に対しては、一般的に NK

細胞の脱顆粒機能解析によるスクリーニングが行わ

れているが、脱顆粒機能が比較的残存する FHL3 症

例は珍しくなく、一時的に脱顆粒機能低下を示す二

次性 HLH 症例が存在する事も確認されている。 

 我々は、FHL3 の原因蛋白である Munc13-4（責

任遺伝子は UNC13D）の血小板内発現解析を用いた

FHL3 スクリーニング法を開発し、迅速診断に用い

ている。これまで FHL3 症例で Munc13-4 蛋白発現

が正常であった症例の報告は無く、蛋白発現解析は

診断に有用であると考えられるが、大半の症例では

蛋白発現解析がなされておらず、評価は定まってい

ないのが現状である。 



 以上を背景として、本研究では FHL3 の迅速診断

法に関する有効性の検討を行った。 

B. 研究方法 

 ①患者検体の解析：当科に解析依頼のあった HLH

症例（FHL2：5 症例、FHL3：8 症例を含む）に対

し、NK/CTL の脱顆粒機能と血小板内 Munc13-4 蛋

白発現を解析した。 

 Ⅰ．脱顆粒機能解析：患者血及び正常人コントロ

ール血より末梢血単核球（PBMC）を分離し、一部

は直接、残りは IL-2 存在下で 48 時間培養後に K562

細胞と 2 時間共培養し、CD3 陰性 CD56 陽性細胞中

に占める CD107a 陽性細胞の割合をフローサイトメ

トリー法にて解析した。加えて、IL-2 存在下で培養

した PBMC の一部を P815 細胞と抗 CD3 抗体

（OKT3）の存在下で 2 時間共培養し、CD3 陽性 CD8

陽性 CD57 陽性細胞中に占める CD107a 陽性細胞の

割合を解析した。 

 Ⅱ．患者検体蛋白発現解析：患者末梢血より分離

した血小板を用い、ウェスタンブロット法とフロー

サイトメトリー法にて Munc13-4 発現を検討した。 

 ②既報告 UNC13D ミスセンス変異が Munc13-4

蛋白発現に与える影響の検討：文献上報告されてい

る UNC13D ミスセンス変異の内、以下の条件を満た

す変異の cDNAコンストラクトを作成し、HEK293T

細胞に強制発現させて Munc13-4 蛋白の発現レベル

を検討した。 

 ※）解析対象 UNC13D ミスセンス変異の条件 

 1.患者サンプルの解析で、脱顆粒機能又は NK 活

性の低下が確認されている。 

 2.蛋白発現解析を施行されていない。 

 3.UNC13D の両アリルに変異が認められている。 

 4.ミスセンス変異と同一アリルに既知の病的変異

を認めない。 

 

（倫理面への配慮） 

研究を行うに当たり、京都大学倫理委員会の指針

に基づき、承認を得て informed consent を取得の上

で解析を行った。 

 

C. 研究結果 

 分離直後の NK 細胞を用いた脱顆粒機能解析では、 

正常コントロールに比して FHL3 症例では全例機能

低下が認められたが、二次性症例でも一過性の機能

低下を認める症例が数多く確認され、特異度が低い

事が判明した。IL-2 添加培養後の NK 細胞を用いた

脱顆粒機能解析では、多くの FHL3 症例で正常コン

トロールと同程度の脱顆粒が認められ、感度が低い

事が確認された。一方、IL-2 添加培養後の CTL

（CD57+CD3+CD8+細胞分画）の脱顆粒機能を評価

した所、ほぼ FHL3 症例に特異的に低下している事

が確認された。 

 既報告ミスセンス変異が蛋白発現に与える影響の

検討では、現時点で解析の終了した全ての変異で

Munc13-4 蛋白発現の低下が確認された。 

 

D. 考察 

 NK 細胞と CTL とは、ほぼ同一の細胞障害活性機

構を用いていると考えられているが、今回の検討よ

り、CTL の脱顆粒機能低下は NK 細胞のそれに比し

てより FHL3 に特異的であることが示唆される。こ

の事は、NK 細胞と CTL の細胞障害性顆粒の放出機

構に差異があり、Munc13-4 蛋白に対する依存性が

異なる可能性を示唆するものである。試験管内での

解析がどの程度生体内での機能を反映するかという

問題は残るが、FHL3 と二次性 HLH 症例の病態の

違いを考える上で興味深い。 

 本研究では、疾患関連性のあるほぼ全ての

UNC13Dミスセンス変異がMunc13-4蛋白発現の低

下を招く事も明らかとなった。このことは、

Munc13-4 蛋白発現の安定化により細胞障害活性を

回復させ、ひいては FHL3 の病態を安定化させられ

る可能性を示唆するものである。異常な蛋白を正常

化するのではなく、その安定性を高める薬剤の発

見・開発により FHL3 治療が行える可能性を示唆す

るものであり興味深い。 

 

E. 結論 

 CD57+CTL を用いた脱顆粒機能解析と Munc13-4

蛋白発現解析の組み合わせは、FHL3 の迅速スクリ

ーニングとして非常に有用であることが示された。 
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