
32 
 

厚生労働科学研究費補助金 難治性疾患克服研究事業 難治性疾患等実用化研究事業  
免疫アレルギー疾患等実用化研究事業 免疫アレルギー疾患実用化研究分野  

総合研究報告書（Ｈ24～26） 

 
免疫疾患における T細胞サブセットの機能異常とその修復法の開発に関する研究 

 
 
研究分担者   森尾友宏  東京医科歯科大学大学院 発生発達病態学分野 教授 

研究協力者   今井耕輔   東京医科歯科大学大学院 小児･周産期地域医療学寄附講座 准教授 

高島健浩   愛媛大学大学院医学系研究科 小児医学講座 大学院生 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ａ．研究目的 
 原発性免疫不全症（PID）とくに Common 
variable immunodeficiency(CVID)などの低ガン
マグロブリン血症は、T細胞の分化、機能障害
を伴う複合免疫不全症(CID)や免疫制御異常症
が含まれる場合があり、その免疫担当細胞亜群
解析は非常に重要である。本研究では 10カラ
ーFACSにより、少量の末梢血で従来の解析を
越えるリンパ球分画の解析を可能とすること
を目的として研究を行った。 
 一方で、CVID患者では自己免疫疾を合併す
るものが多いことが知られており、免疫担当細
胞亜群の偏りや分化障害がその原因の一つと
して考えられている。そのため、自己免疫疾患
のモデルとして PIDにおける TCR、BCRを解
析することは有用であると考えられる。 
 一度に解析可能なリード数に制約があるな
ど、従来のキャピラリーシークエンスや FACS
を用いた手法が抱える問題点を克服するため、
本研究では次世代シークエンサー（NGS）を用
いることにより、多検体同時に十分なリード数
の解析を可能とすることを目的として研究を
行った。 

Ｂ．研究方法 
１）10カラーFACSを用いた免疫担当細胞亜群
解析 
 健常者および PID患者（遺伝子変異同定例
23例、CVID患者 38例）からインフォームド・
コンセントをとり、EDTA加末梢血を溶血後、
モノクローナル抗体により染色を行い、LSR 
Fortessa（BD社）を用いてFACS解析を行った。
また、その結果を抽出した DNAを用いた
TRECs(T cell receptor recombination excision 
circles), KRECs(Ig kappa chain recombination 
excision circles)の定量と比較して検討した。 
２）NGSを用いたヒト T細胞・B細胞受容体
遺伝子再構成および体細胞突然変異解析 
 健常者および原因遺伝子の同定された PID
患者からインフォームド・コンセントをとり、
EDTA加末梢血を採取した。単核球分離後に
RNAを抽出し、5'RACE反応により cDNAを合
成した後、IgH、TCRbの定常領域に特異的な
プライマーを用いたPCR反応により IgM、IgG、
IgA、TCRβの可変領域全長の cDNAを増幅し
た。これらの PCR産物にアダプター配列を付
加し、Miseq（illumina社）を用いてシークエ
ンスを行った。 
 
（倫理面への配慮） 

研究要旨 
 本研究では免疫疾患における T細胞サブセットの機能異常とその修復法を開発する目的で以下の
研究を行った。 
１）原発性免疫不全症における 10カラーFACSを用いた免疫担当細胞亜群解析の確立 
 10カラーFACSにより、少量の末梢血で従来の解析を越える免疫担当細胞亜群の解析を可能とす
ることを目的として研究を行った。約 1-2mLの血液検体を用いて naïve , memory, Th subsets, Treg, 
NKT, ab T/gd T, activated Tなどの亜群を簡便に検討可能なシステムを構築した。そのシステムを用い
て、実際の免疫不全症検体を解析し、その有用性を検証した。 
２）次世代シークエンサーを用いたヒト T細胞・B細胞受容体遺伝子再構成および体細胞突然変異
解析法の確立 
 次世代シークエンサーを用いた手法により、多検体同時に十分なリード数の TCR・BCR配列の解
析を可能とすることを目的として研究を行った。健常者および原因遺伝子の同定された PID患者
（PIK3CD、LRBA、IL2RG、ATM、ICOS）の検体を用いて解析を行い、その実用性を検証した。ま
た、自己免疫疾患のモデルとして、1型 DMや ITPなどの様々な自己免疫疾患合併した LRBA欠損
症患者の解析を行い、レパトアの偏りや体細胞突然変異の減少といった特徴的な異常を同定した。 
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 本研究は、本学医学部倫理委員会にて承認さ
れた研究計画に従い、説明書を被験者に説明の
上同意を得た検体について、解析を行った。 

Ｃ．研究結果 
１）10カラーFACSを用いた免疫担当細胞亜群
解析 
 リンパ球分画を概観するための PBMCパネ
ル（CD3/4/8/19/16/56/14/HLADR）、T細胞を詳
細に解析する T1、T2、T3パネル、B細胞を詳
細に解析する B1、B3パネル、樹状細胞を見る
DCパネルの 7パネルを設定し、健常者、PID
患者で検討した。 
 原因遺伝子の同定された PID患者としては、
STAT1 6例、Wiskott-Aldrich症候群 4例、STAT3 
3例、ATM 5例、CD40L 2例、ICOS 2例、LRBA 
1例だった。また、CVID患者は TRECs、KRECs
の数値で 4群に分ける方法（Kamae et al, J. 
Allerg. Clin. Immunol. 2013）により、A群(TRECs、 
KRECs正常例)19例、B群 1例（TRECs正常、
KRECs低下例）、C群 10例（TRECs低下、KRECs
正常例）、D群 8例（TRECs、KRECs低下例）
に亜群分類した。 
 遺伝子変異が同定された患者の解析では、毛
細血管拡張性運動失調症(ATM)患者で T細胞
数、recent thymic emigrants (RTE)の減少、ナイ
ーブ B細胞の減少が見られた。また、STAT3
患者と STAT1患者で Th17の減少が見られた。
STAT1患者で DNTの上昇が見られた。 
 CVID患者では、TRECsが低下している C
群、D群で RTEの減少が見られ、D群ではさ
らに B細胞数減少も見られ、pDCの減少と相
対的な mDCの増加が見られた。A群ではスイ
ッチメモリーB細胞の減少が顕著であった。 
２）NGSを用いたヒト T細胞・B細胞受容体
遺伝子再構成および体細胞突然変異解析 
 シークエンス結果から CDR3領域長、D・J
領域の利用率、JUNCTION領域における
N-addition、 Palindrome配列、ならびに FR3領
域における体細胞突然変異の頻度およびパタ
ーンを検討した。 
 原因遺伝子の同定された PID患者の内訳は、
PIK3CD 2例、LRBA 1例、IL2RG 1例、ATM 1
例、ICOS 1例であった。 
 原因遺伝子の同定された PID患者のうち、
自己免疫疾患（1型 DM、ITPなど）を合併し
た LRBA欠損症患者では、B細胞分画がリン
パ球の 0.4%と少数であったが、BCR配列につ
いても十分解析可能であり、以下の特徴を認め
た。TCRb、IgM、IgAで CDR3領域長に偏りを
認め、IgM、IgAの D領域、J領域の利用率に
偏りを認めた。また、体細胞突然変異の頻度が
低下しており、IgMで A>G、C>T変異が、IgA
で A>T、C>A変異が増加していた。その他の
PID患者では IL2RG患者で体細胞突然変異の
頻度が低下していた、ATM患者では
JUNCTION領域における N-additionの減少を
認めた。 

Ｄ．考察 
 10 カラーFACS を用いた免疫担当細胞亜群
解析では、抗体や蛍光の組み合わせ、コンペン
セーションの取り方などに工夫が必要であっ
たが、欧州での標準化プロトコール等を参考に
しつつ、条件設定を行い、実際の免疫不全症患
者で検討を行った。原因遺伝子の同定された患
者では、おおむね既報の通りであったため、疑
い患者が紹介されてきたときのスクリーニン
グ方法として、有効であると考えられた。一方、
原因不明の患者が含まれている CVID 患者で
も、特徴的な分化異常を呈する患者が含まれて
いたため、今後、こうした患者に対して機能解
析を行い、exome解析の結果も組み合わせて原
因遺伝子の同定につなげていきたい。 
 また、NGS を用いたヒト T 細胞・B 細胞受
容体遺伝子再構成および体細胞突然変異解析
では、複数の患者検体を同時に、TCR および
BCR(IgM、IgG、IgA)についてシークエンスを
行ったが、各 10万リードのデータが得られ、
従来法の問題点を克服することができた。その
反面、データ量が膨大であるため、今後は効率
的に解析を行うパイプラインの構築が必要で
あると考えられた。今後さらに他の遺伝子変異
既知の患者で解析を重ね、有用性を検証した上
で、HIGM、CVID を含む遺伝子変異未知の患
者について検討し、病態解析の一助としていき
たい。 

Ｅ．結論 
10カラーFACSにより、少量の末梢血で詳細
な免疫担当細胞亜群解析が可能なパネルを構
築した。また、NGSを用いたヒト T細胞・B
細胞受容体遺伝子再構成解析、体細胞突然変異
解析の方法を構築した。実際に健常者や PID
患者の検体を用いてこれらの解析を行い、その
実用性を検証した。 
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