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研究要旨 

血液系・免疫系細胞の両者の分化に障害をきたすという特徴を持つ疾患の遺伝子同

定、迅速な遺伝子診断法の確立、診断基準・治療ガイドライン作成、スクリーニングなど

により早期診断、病態解明、早期治療により疾患予後を改善することを目指して、本分担

研究では次世代シーケンサーによるパネル遺伝子解析の実運用と原因未知の血液免疫

系細胞分化障害の遺伝的素因探索のための網羅的な遺伝子解析を実施した。 

 

A. 研究の目的 

血液系・免疫系細胞の両者の分化に障

害をきたすという特徴を持つ、1)慢性好中

球減少症、2)家族性血小板減少症(X 連鎖

血小板減少症、Wiskott-Aldrich 症候群、

Epstein 症候群(MYH9 異常症))、3)細網異

形成症、4)Emberger 症候群、5)慢性肉芽

腫症、6)家族性血球貧食症候群、7)申請

者らが見出した新規血液免疫系細胞分化

障害である家族性樹状細胞欠損症を主た

る対象とし、血液免疫系細胞分化障害によ

る疾患の遺伝子同定、迅速な遺伝子診断

法の確立、診断基準・治療ガイドライン作

成、スクリーニングなどにより早期診断、病

態解明、早期治療により疾患予後を改善す

ることを最終的な目的とする。 

 

B. 研究方法 

先天的免疫不全症臨床アーカイブ PIDJ 

(http://pidj.rcai.riken.jp/index.html) に 登

録されている血液系・免疫系分化障害の症

例について、それぞれの疾患の原因として

知られている既知原因遺伝子内での変異

の有無の検査を行う。 

血液免疫系細胞の分化異常に起因する

疾患の遺伝子診断の効率化、高精度化を

目指して、次世代シーケンサーによる遺伝

子診断の実用化のためにマルチプレックス

ＰＣＲ法による遺伝子パネル分析の前処理

プロセスの条件検討を行う。また、既知遺

伝子に変異が見られない事の確認された

症例については、網羅的なエクソンシーケ

ンシングとＲＮＡシーケンシングの併用によ

り、疾患原因候補変異の検出を行う。特に、

後者については、厚生労働科学研究費補

金（難治性疾患等克服研究事業「次世代

シークエンサーを駆使した希少遺伝性難

病の原因解明と治療法開発の研究」班（研

究代表者、松原洋一）と連携して研究を進

めた。 
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（倫理面への配慮） 

当分担研究のために、かずさＤＮＡ研究

所の倫理審査委員会において、既知遺伝

子の遺伝子検査だけでなく、全エクソンシ

ーケンシングと RNA シーケンシングによる

免疫不全症遺伝的原因探索についても承

認を得た。かずさ DNA 研究所では匿名化

された情報のみを取り扱うが、遺伝情報へ

のアクセスは限られた作業者のみがアクセ

スできるシステムで運用した。 

 

C. 研究結果 

よく既知遺伝子が知られている血液・免

疫系疾患の代表例として、分類不能型免

疫 不 全 症 （ Common Variable 

Immunodeficiency, CVID）と重症複合免疫

不 全 症 （ Severe Combined Immuno- 

Deficiency, SCID）解析のために、それぞれ

に対してパネルに搭載する遺伝子を以下

のように決定した。 

 

CVID 
  

遺伝子名 
アンプリコ

ン数 
塩基配列長 

ICOS 5 2186 

TACI 6 2683 

BAFFR 3 1338 

CD19 11 4336 

MS4A1 6 2233 

CD21 (CR2) 31 9392 

CD81 8 3227 

PLCG2 32 11038 

LRBA 61 24320 

total 163 60753 base 

 

    

    

 

総アンプリコン数が２００以下の CVID パ

ネルについては、ロシュ社卓上次世代シー

ケンサーGS Junior でのアンプリコンシーケ

ンスのパイプラインを立ち上げ、実際の検

SCID 
  

遺伝子名 
アンプリコン

数 
塩基配列長 

ADA 11 3553 

CD8A 6 2492 

NHEJ1 7 2491 

CORO1A 10 3457 

CRACM1 5 1913 

DCLRE1C 16 6224 

FOXN1 10 3766 

IL2RG 8 2848 

IL7R 9 3308 

JAK3 23 7722 

LCK 12 3682 

LIG4 10 4428 

PNP 6 2256 

PRKDC 84 30683 

PTPRC 30 10374 

RAG1 11 5062 

RAG2 6 2659 

STAT5A 18 6062 

ZAP70 12 4388 

RMRP 1 435 

CD3G 6 1820 

CD3D 5 1655 

CD3E 7 2497 

AK2 7 2362 

CD247 8 2532 

total 328 118669 base 
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体の解析を進めた。SCID パネルについて

は、アンプリコン数が３００を超えるため、同

じロシュ社の卓上シーケンサーでは効率的

な分析が困難なため、より処理量の大きな

イルミナ社の MiSeq によるパネル診断系の

構築を当研究班代表のグループとともに進

めた。アンプリコンによる鋳型調製のマルチ

プレックス化がまだ不十分なために、SCID

症例の実検体の受け入れまでには至れな

かったが、実験系として配列解析が可能で

あることは確認できた。 

既に既知候補遺伝子の除外診断が終え

られている家族検体を含む検体について

は、全エクソン配列解析と RNA Sequencing

解析を実施し、データ蓄積を進めた。その

結果、いくつかの症例において疾患原因と

思われる候補変異を同定できた。それらの

多くは、疾患原因遺伝子として知られる遺

伝子に生じた新規変異であり、その症状が

非典型的なために除外診断の際に解析対

象からもれていた遺伝子に見られる変異で

あった。それ以外の候補については、候補

変異の機能的な評価もしくは同症状を示す

他検体の解析を経ないで結論に至れない

ため、ノックインマウスの準備などによる機

能解析に向けた準備を進めた。RNA 

Sequencingデータも順調にデータ蓄積を進

めることができたが、今年度解析した検体

においては、遺伝子発現プロファイルから

原因変異を推定できたケースはなかった。 

 

D. 考察 

卓上型次世代シーケンサーの導入によ

り、安価にルーチンの確定診断目的の遺

伝子解析が実現できたため、遺伝子パネ

ルベースの解析が現実のものとなった。エ

クソーム解析の結果も、症状からの絞り込

みを緩めることで、確定診断に至れる割合

を確実に向上させられることが示されており、

今後さらにその検査の経済性を評価しなが

ら運用していくことが重要だと考える。網羅

的なエクソーム解析の臨床的な有用性は

実証されているものの、未だ遺伝的な疾患

原因に至れる割合は劇的には高まってい

ない。今後、巨視的な疾患症状の把握だ

けでなく、分子レベルの症状の定量的な記

載を実現することが重要であり、それをどう

やって臨床現場で実現するかが課題であ

ることが明確となった。 

 

E. 結論 

１）CVID パネル解析の実運用を開始し、

SCID パネルについても解析の実現可能

性は実証できた。 

２）次世代シーケンサーを用いた全エクソン

解析を行い、複数の症例において疾患

原因変異の候補を得た。確実な結論に

至れるのは、既知疾患遺伝子での変異

による非典型症状を呈した症例である場

合が多く、次世代シーケンシングによる

遺伝子診断の有用性が示せた。 
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