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研究要旨 

先天性血小板減少症には免疫異常を合併する場合があるが、その全体像は現時点で

は把握されていない。先天性血小板減少症の免疫異常を検討する前提として、先天性

血小板減少症の診断を適切に行なう必要があるが、今回最新技術である「ターゲットシー

クエンス」により効率的に先天性血小板減少症の診断を可能とする系を作製し臨床応用

する作業を行なった。現在ターゲットシークエンスの条件設定の作業を行なっている。ま

た、血小板減少症を示す症例について経時的にリンパ球機能を評価し、臨床症状との相

関を検討した。 

 

A. 研究の目的 

昨年度は MYH9 異常症における免疫異

常を解析するとともに、MYH9 異常症の診

断を大学の研究室で診断するための系を

作製したが、この結果を勘案して先天性血

小板減少症を網羅的に診断するシステム

の構築が必要と考えられ、「ターゲットシー

クエンス」を導入する方針とした。 

ターゲットシークエンスとは、目的領域の

ゲノムを PCR により増幅し、次世代シーケ

ンサーを用いてディープシークエンスを行

なうことにより、増幅された領域の変異解析

を効率よく迅速に行うことが可能な塩基配

列決定法である。複数の疾患関連遺伝子

の体細胞変異を同時に高解像度で評価す

ることができ、また複数の検体を同時に解

析することも可能である為、臨床検体のスク

リーニングに適している。この方法により、

(a) MYH9 遺伝子の全エクソンの塩基配列

の決定が可能となり (b) 先天性血小板減

少症の全エクソンの塩基配列が同時に評

価できるため、既知の先天性血小板減少

症であれば、診断が一回の操作で可能と

なることが期待される。 

 さらに昨年度の研究を敷衍して血小板減

少症を示す 1 例について経時的にリンパ球

機能を評価し、血小板減少症との関連を精

査した。 

 

B. 研究方法 

防衛医科大学校小児科で診療を受けて

いる血小板減少症の症例に対して、文書

による同意を得た後に、末梢血単核球を比

重遠心法により分離して常法により DNA を

抽出する。このDNA に対して、MYH9異常

症において変異が報告されている部位に
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ついて PCR (polymerase chain reaction) を

用いて DNA 断片を増幅し、常法によりダイ

レクトシークエンスを行って塩基配列を決

定することにより変異の有無を検討した。ま

た、同じ患者 DNA を使用してライフテクノロ

ジーズ社の半導体シーケンサ Ion Torrent 

PGM を使用することにより一回の処理で同

時に複数の領域の塩基配列決定を行なう。 

また、昨年と同様にベクトン･ディッキンソ

ン社製の FACSCalibur™ フローサイトメー

ターを使用して細胞の表面抗原の分析を

行なった。並行して末梢血単核球から DNA

を 抽 出 し 、 TREC (T cell receptor 

recombination circles) と KREC 

(Kappa-chain recombination excision 

circles) について real time PCR による定量

を行なう。 

 

（倫理面への配慮） 

患者に対する倫理的面での配慮として、

す べ て の 調 査 研 究 は ヘ ル シ ン キ 宣 言 

(1964 年世界医師会において策定、2000

年改訂) を遵守して行われた。すなわち、

新たに検体を採取する必要のある被験者

には、研究の目的・危険性・研究に伴う利

益と不利益を説明した上で、書面で同意を

得、同意の撤回が可能であることについて

も説明した。死亡例を含む後方視的な検討

においては、各施設から匿名化された情報

のみを収集し、各研究分担者は症例の個

人情報を把握できない様にした。上記の処

置により、研究対象者に対する不利益は発

生しなかったと考えられた。また、研究方法

の特性上、研究による危険性は存在しな

い。 

 

C. 研究結果 

(i) MYH9 異常症の遺伝子診断 

昨年度に確立した MYH9 異常症の診断

の系を実際に血小板減少症の 4 症例につ

いてこれを応用した。この結果、この 4 例に

は MYH9 遺伝子の既知の変異は検出され

な か っ た 。 こ れ は 、 (i) こ れ ら の 症 例 が

MYH9 異常症ではない (ii) これらの症例

は MYH9 異常症であるが、今回検討した領

域の外に変異が存在する の何れかによる

と考えられた。この二つの問題を同時に解

決する為に、「ターゲットシークエンス」を導

入する方針とした。この方法が確立すれば、

(i)’ MYH9 遺伝子の既知変異以外の部分

の変異の有無も網羅的に評価できる (ii)’ 

MYH9 遺伝子以外の既知の先天性血小板

減少症の原因遺伝子の変異も網羅的に評

価できる点で臨床に寄与する情報が多いと

考えられた。 

 

(ii) 先天性血小板減少症の遺伝子診断シ

ステムの構築 

上述したターゲットシークエンスの対象と

した先天性血小板減少症の遺伝子 (33 遺

伝子、700 exon) を表に示す。これらは、

pubmed に お い て  “congenital 

thrombocytopenia” も し く は  “familial 

thrombocytopenia” をキーワードとして検

索した文献によった。現在これらの遺伝子

の各 exon について Ion ampliseq designer

でカスタムパネルをデザインし、塩基配列

の決定の為の最適な条件の設定について

検討を行っている。 
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【表 1】 今回診断システムに組み込んだ先

天性血小板減少症 

 

今回診断システムに組み込んだ 33 遺伝子

を示した。Exon 数の合計は 700 である。 
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(iii) 血小板減少症の症例のリンパ球機能

についての経時的評価 

 

昨年度の研究で、同じ症例の血小板数・

免疫機能の評価を時系列で比較する必要

性を指摘した。今回、基礎疾患として原発

性免疫不全症があり、免疫性血小板減少

症 (特発性血小板減少症紫斑病) が否定

された一症例について、経時的にリンパ球

機能と血小板数の相関を検討し、表 2・図

の様な結果を得た。この結果より、免疫不

全症の進行と血小板減少症の進行が相関

している可能性を指摘することができる。こ

の症例については全エクソン解析により疾

患責任遺伝子の候補遺伝子を特定する作

業が進行中であり、近い将来免疫不全症と

血小板減少症の関係について新たな知見

が得られると見込まれる。 

 

 

【図】 症例の血小板数 (黒実線)、全白血

球数 (灰色点線)、好中球数 (灰色実線) 

の経時的変化 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

【表 2】症例の免疫細胞の分布の経時的変

化 
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D. 考察 

(i) MYH9 異常症の診断の系は、ある程度

の研究設備のある大学等の医療機関・

研究機関で実際の診断に供することが

可能であると思われる。今後、既に診断

が確定している症例の検体を用いて

validation を行う必要がある。 

 

(ii) 現在開発中の先天性血小板減少症の

診断システムは、実際に応用された場

合 (a) 誤診による不適切な治療を受け

るリスクを抑制し (b) 疾患に応じた長期

的予後の予測の精度が改善すると考え

られる。現在技術的な条件設定につい

て検討を行っているが、数か月以内に

は実際に稼働させることができる見通し

である。 

 

(iii) 血小板減少症は (a) 骨髄不全 (b) 免

疫性 (c) 細胞骨格・細胞接着因子の異

常による疾患 の三つのサブグループ

に分類することができ、それぞれが免疫

担当細胞の機能の異常と関連すること

が報告されている。この場合、疾患によ

っては病勢の変化に伴って、血小板数

や免疫不全の重症度に変化が起きるこ

とが予想される。今回、免疫不全症の基

礎疾患がある血小板異常症の症例につ

いて、免疫担当細胞の分布・リンパ球機

能 (TREC/KREC) の経時的変化を検

討することにより、血小板減少症が免疫

不全の進行に伴って悪化する様子を観

察することができた。従って、先天性血

小板減少症の少なくとも一部には、免疫

不全症を合併し、免疫不全症と血小板

減少症が時間とともに進行する例が存

在する例があることを確認することがで

きた。 

 

E. 結論 

(1) MYH9 異常症の簡便な診断の系を完

成した。 

(2) 先天性血小板減少症の網羅的な診断

が可能な系の開発を進めている。 

(3) 血小板減少症の一部には、免疫不全

の進行とともに血小板減少症の進行を

示す例が存在することを確認した。 
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２. 学会発表 

今回の研究の成果の一部は第 76 回日

本血液学会学術集会 (2014 年 10 月、大

阪)、第 57 回日本小児血液・がん学会学術

集会 (2014 年 11 月、岡山) で報告する予

定である。 
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