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研究要旨 
血液免疫系分化障害による疾患の診断と治療について、以下の研究を実施した。 
 

 a) 疾患原因遺伝子同定 
  次世代シークエンサーによるExome解析などの新規技術を用いて血液免疫系分化
障害を起こす疾患の原因遺伝子同定を行った。その結果GATA2、EVI1、DNMT3B、
ZBTB24、FANCE、FANCA、ITGB3、CXCR4、RAG1、Aprataxin、PI3Kdelta、PTEN、
RECQL4、PIF1、RTEL1、WRN、ATM、BLM、TEP1、TPP1、STAT1が疾患原因遺伝
子であることを解明した。 
 

 b) 迅速遺伝子解析法の確立 
アンプリコンPCRにより候補遺伝子を増幅抽出し、次世代シークエンサーによる解
析と組み合わせる新規技術を確立し、重症複合型免疫不全症を起こす ２７遺伝子を
迅速に遺伝子解析する方法を確立した。MYH9 異常症のスクリーニングのために、
既知の変異の好発部位を網羅する直接シークエンス法の系を構築した。 
 
c) RNAシークエンス法の活用 
 網羅的エクソンシーケンシングを補完する目的のためのRNAシーケンシングの補完
性を検証し、全血の白血球分画のRNAシーケンシングによって既知の免疫不全症原
因遺伝子の７８％（227遺伝子中の177遺伝子）が検出されることを見出した。 
 
d) 疾患由来iPS細胞の樹立と分化実験への応用   
 好中球減少とT細胞欠損を呈する疾患である細網異形成症患者由来の繊維芽細胞
から、iPS細胞を作成した。樹立したiPS細胞の評価後、血液前駆細胞に分化させ、コ
ロニーアッセイ、骨髄系細胞やリンパ球への分化アッセイ、アポトーシス解析などのin 
vitro 解析を行った。患者クローンでは著明な分化障害があることを示すことができ
た。さらに細網異形成症の原因遺伝子であるAK2遺伝子およびAK1遺伝子を導入
し、本疾患の血球分化障害が回復できることを示した。 
 慢性先天性好中球減少症患者由来iPS細胞を樹立し、好中球分化にさせ、患者クロ
ーンでは成熟好中球への分化が著明に障害されていることを示すことができた。 
 Wiskott-Aldrich症候群では血小板産生低下が見られる。そこで、患者由来iPS細胞
を樹立し、巨核芽球への分化異常、血小板産生低下があることを示した。血小板増
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加因子であるTPOを加えたが産生増加は見られなかった。 
 
e) 疾患病態解析 
  B細胞分化障害による低γグロブリン血症を呈する患者原因遺伝子が、Fanconi貧
血の原因遺伝子であるFANCEであることを世界で初めて見出した。 
  単球・樹状細胞とB細胞が欠損する疾患の原因遺伝子がGATA2であることを見出
し、国内14症例の臨床的な解析を行った。その結果、易感染性に加え、加齢に伴い
白血病を発症することを見出した。T細胞にGATA2が発現し、T細胞機能分化に
GATA2が重要な役割を果たすことも見出した。 
 PI3Kdeltaの機能獲得性変異がリンパ球機能障害を起こすことを見出した。国内9例
を同定した。全員易感染性を呈し、悪性リンパ腫に進展した患者様も2人いた。病態
解析により、AKT, mTORの活性化が本疾患の病態であり、mTOR抑制剤がリンパ腫
への進展、免疫不全を改善しうる可能性を示した。 
 原因不明の低ガンマグロブリン血症とされていた5症例で、Exome解析により
DNMT3BないしZBTB24の変異を見出し、染色体解析によりICF症候群と確定した。す
なわち三徴がそろわないためICF症候群と診断されず、原因不明の免疫不全症とされ
ている事を示した。またメモリーB細胞への分化が完全に停止していることも明らかに
なった。 
 先天性角化不全症(DKC)で、ロスモンド・トムソン症候群、毛細血管拡張性運動失
調症、Bloom症候群の原因遺伝子であるRECQL4、ATM、BLMのヘテロ変異が高率
に認められ、DKCの病態への関与が考えられた。Hoyeraal-Hreidarsson症候群の児
について、Exome解析を行い、RTEL1遺伝子のcompound heterozygous mutationを確
認した。RTEL1はテロメアの維持・複製、およびDNA二本鎖切断修復に関与して骨髄
不全を起こすことを示した。 
 常染色体優性遺伝形式をとる先天性血小板減少症家系，４世代，10名の全エクソ
ンシーケンスを行い、ITGB3遺伝子のT2231C変異を原因遺伝子変異候補として同定
した。L718P変異の機能解析から，インテグリンb3の細胞膜周辺領域のヘテロ接合性
変異が機能獲得型変異としてインテグリンシグナル伝達経路の恒１常的部分活性化と
RhoAシグナルの抑制を示すことを明らかにした。 
 STAT1はtype I IFN(IFN-α/β)とtype II IFN(IFN-γ)の両方のシグナル伝達に重要
な転写因子であり，機能喪失型変異によって細胞内寄生菌に対して易感染性を示
し、メンデル遺伝型マイコバクテリア易感染症（MSMD）の原因遺伝子である。3家系8
例の常染色体優性遺伝型のヘテロ接合性変異例を同定した。すべての変異で
IFN-γ刺激に対し，STAT1リン酸化低下，核内移行の軽度低下，DNA結合能障害，
dominant negativeの転写活性異常が認められた。 
  
f) 原発性免疫不全症のデータベースであるPIDJを、より網羅的、系統的に解析がで
きるようにバージョンアップを行った。 
 
 以上、次世代ジークエンサーを用いたexome解析、iPS細胞による分化実験、アンプ
リコンPCRによる遺伝子解析、WEBベースの患者登録システムであるPIDJの活用など
により、血液免疫系の分化障害による疾患の病態解明、原因遺伝子同定に十分な成
果を上げることが出来た。 
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A. 研究の目的 

造血幹細胞から血液系細胞と免疫系細
胞が分化成熟する。この血液免疫系細胞
の分化障害により、様々な疾患が発症する。
症状が多彩なため、診断が困難で、診断
の遅れ、治療の遅れが起きている。これら
の疾患は、血液免疫系細胞の分化に関与
する遺伝子の障害が原因であり、原因遺
伝子の同定は、遺伝子診断を可能にし早

期診断に貢献する。さらに遺伝子機能解
析により病態を理解し、より適した治療法
の開発につながる。 
 本研究では、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、病態に即した適切な早期治療
を行い、疾患予後を改善することを目的とし
た。 
 
B.  研究方法 
対象疾患は、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とした。4), 7)は
GATA2 変異が共通の原因であることが判
明し、GATA2 異常症とも呼ばれる。 
さらに、研究途上で、ICF 症候群タイプ１、
タイプ２、Aprataxin 異常症、Fanconi貧血、
WHIM症候群、PI3K異常症、PTEN異常症、
RAG1 異常症、CD40L 欠損症、STAT1 異
常症においても新規知見を見出したので、
対象疾患として追加した。 
疫学的にはこれらの疾患は国内に 1,000
例程度患者が存在する。 
研究方法については、遺伝子診断につ
いては、既知遺伝子についてはアンプリコ
ン PCR により候補遺伝子を増幅抽出し、次
世代シークエンサーによる解析と組み合わ
せる新規技術により迅速診断法を確立し
た。 
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新規遺伝子同定については、次世代シ
ークエンサーによる Exome 解析、疾患由来
iPS 細胞による in vitro 分化系、RNA シー
クエンス、全ゲノムメチル化解析、SNP array
などの新規技術を用いた。例えば、Exome
解析で変異を認めた候補遺伝子について、
各疾患由来iPS細胞に遺伝子導入し、血液
免疫系幹細胞への正常分化を解析する手
法で原因遺伝子を同定した。その際、申請
者が構築した PIDJ 免疫不全症データベー
スに保存してある患者細胞、DNA、家族歴、
臨床情報を活用した。 
病態解析としては、遺伝子機能解析とし
て、酵素活性、リン酸化、サイトカイン産生
能、8 color FACS 解析、コロニーアッセイ、
TREC/KREC 測定、染色体断裂試験、モノ
ユビキチンアッセイなどで、血液系細胞と免
疫系細胞をともに解析した。特に血液免疫
系細胞の分化を検討する方法として、iPS
細胞からの好中球、単球、樹状細胞、T 細
胞、B 細胞、N 細胞、血小板などの分化系
を用いた。 
 治療法の開発として、造血幹細胞移植の
必要性を決める目的で、患者予後解析を
行った。その際、TREC/KREC のコピーナ
ンバーも参考にした。また、TCR, BCR レパ
ートワ解析、somatic hyper mutation 解析、
クラススイッチ解析などを行い、T 細胞機能、
B 細胞機能を解析し、γ グロブリン補充療
法の必要性、抗ウイルス薬、バクタ、抗真菌
薬、抗生剤の予防投与の必要性について
検討した。 
患者の臨床症状、検査所見、予後などを
解析し、診断および治療法のガイドラインを
作成した。 
患者会との連携により、患者が求める難
病対策を把握し、それに対応する研究が行
なった。また研究成果を患者に周知した。 

（倫理面への配慮） 
原発性免疫不全症の早期診断法の確立に
関する研究（実施責任者:野々山恵章、防
衛医科大学校倫理委員会、平成21年7月
27日承認） 
 
先天性免疫不全症の遺伝子解析研究（実
施責任者:野々山恵章、防衛医科大学校倫
理委員会、平成21年12月11日承認） 
 
先天性免疫不全症に対する造血幹細胞移
植に関する検討（実施責任者:野々山恵章、
防衛医科大学校倫理委員会、平成23年7
月1日承認） 
 
原発性免疫不全症の遺伝子解析（実施責
任者:今井耕輔、東京医科歯科大学倫理委
員会、平成20年6月24日承認） 
 
小児期発症疾患の遺伝子素因解明に関す
る研究（実施責任者:今井耕輔、東京医科
歯科大学倫理委員会、平成24年11月5日
承認） 
 
ヒトゲノム・遺伝子解析研究（実施責任者：
中畑龍俊、京都大学医の倫理委員会、当
初承認日:平成20年6月4日、変更・追加承
認日:平成24年7月19日） 
 
ヒト疾患特異的iPS細胞の作製とそれを用い
た疾患解析に関する研究（実施責任者：中
畑龍俊、京都大学医の倫理委員会、当初
承認日:平成20年6月4日、変更・追加承認
日:平成24年7月19日） 
 
網羅的な全エクソンシーケンシング研究（実
施責任者:小原收、かずさDNA研究所倫理
委員会、平成20年2月5日承認） 
 
RNAシーケンシングを発現プロファイル解
析および塩基配列解析研究（実施責任者:
小原收、かずさDNA研究所倫理委員会、
平成24年10月16日承認） 
 
稀少小児遺伝性血液疾患における原因遺
伝子の探索研究（実施責任者:小島勢二、
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名古屋大学医学部倫理審査委員会、平成
24年年2月10日承認） 
 
先天性骨髄不全症の遺伝子解析研究（実
勢責任者:山口博樹、日本医科大学遺伝子
倫理審査、平成 24 年 3 月 7 日承認） 
 
原発性免疫不全症の遺伝子解析研究（実
施責任者:原寿郎、九州大学ヒトゲノム・遺
伝子解析研究倫理委審査委員会、平成 20
年 6 月 3 日承認） 
 
C. 研究結果 
a) 原因遺伝子同定 
原因不明の免疫不全症患者 74 例につ
いて、exome 解析を行い、その中から原因
遺伝子と考えられる遺伝子変異について、
キャピラリーシークエンスにより変異の確認
を行った。候補原因遺伝子の iPS 細胞など
を用いた機能解析や、候補遺伝子が既疾
患の原因遺伝子であればその診断法を活
用することにより、免疫不全症を起こす新し
い原因遺伝子を 19 種類同定した。 
明らかになった遺伝子は、FANCE、
FANCA 、 GATA2 、 DNMT3B 、 ZBTB24 、
PI3Kdelta、PTEN、ITGB3、CXCR4、RAG1、
Aprataxin、RECQL4、PIF1、RTEL1、WRN、
ATM、BLM、TEP1、TPP1、STAT1 である。
これらの遺伝子が血液系と免疫系に障害を
持つ疾患の原因遺伝子であることを解明し
た。 
 
b) アンプリコン PCR による迅速遺伝子診
断法の開発 
  700 種類のプライマーを 1チューブに入
れて PCR 増幅を行うアンプリコン PCR によ
り候補遺伝子を複数増幅抽出し、次世代シ
ークエンサーによるDNA解析と組み合わせ
る新規技術を確立した。これにより、重症複
合型免疫不全症を起こす 26 遺伝子を迅速

に遺伝子解析が可能になった。アンプリコ
ンPCR法と次世代シークエンサーを組み合
わせた遺伝子解析が、遺伝子診断の迅速
化に有効である事、MSMD、PI3K、CGD、
骨髄不全症など他の疾患の遺伝子解析に
も応用出来る事を示した。 
 MYH9 異常症のスクリーニングのために、
既知の変異の好発部位を網羅する直接シ
ークエンス法の系を構築した。 
 
c) RNA シークエンスの検証 
網羅的エクソンシーケンシングを補完す
る目的のためのRNAシーケンシングの補完
性を検証し、全血の白血球分画の RNA シ
ーケンシングによって既知の免疫不全症原
因遺伝子の78％（227遺伝子中の177遺伝
子）が検出されることを見出した。 
 分化障害が起きている GATA2 異常にゲ
ノム編集を用いて正常化させ、各分化段階
に分化させ発現誘導されるRNAを、正常化
していない iPS 細胞からの分化段階の細胞
の RNA と比較する方法で、各分化段階に
おける新規分化因子を同定している。
GATA2 欠損症では mDC、pDC、マクロファ
ージ、B 細胞、NK 細胞が欠損し、T 細胞の
分化障害も認められる GATA2 欠損症由来
iPS細胞は既に樹立し、各リニエージへのin 
vitro での分化方法は確立しているので、
RNA シークエンスにより新規分化因子を同
定し、新規治療に結びつけ、創薬に応用す
る。 
 
d) 疾患由来 iPS 細胞の樹立と分化実験 
細網異形成症患者由来の繊維芽細胞か
ら iPS細胞を作製した。樹立した iPS細胞の
評価（トランスジーンのサイレンシングの確
認、未分化マーカーの確認、染色体検査、
奇形腫アッセイ）が完了した。これを血液前
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駆細胞に分化させ、コロニーアッセイ、骨髄
系細胞やリンパ球への分化アッセイ、アポト
ーシス解析などの in vitro 解析を行った。
患者クローンでは著明な分化障害があるこ
とを示すことができた。さらに細網異形成症
の原因遺伝子であるAK2遺伝子を導入し、
本疾患の血球分化障害が回復することを示
した。 さらに、メタボローム解析を行い、そ
の結果から候補を絞り込み、in vitro で好中
球の分化を正常化させる因子を発見した。
これまでに他の疾患でも使用されていて安
全な因子であるので、治療への応用が可能
であると考えられた。 
重症先天性好中球減少症の根本治療は
造血幹細胞移植であるが、移植前の血球
は減少していることから、患者からの血液細
胞での研究は非常に困難である。このため、
患者由来 iPS 細胞樹立は本疾患の病態解
析にとって、非常に有望と考えられる。今回
の研究で、HAX1 遺伝子変異による重症先
天性好中球減少症患者から、iPS 細胞を樹
立することに成功した。患者由来 iPS 細胞
からの好中球への分化アッセイを行ったとこ
ろ、正常 ES/iPS 細胞や正常原因遺伝子修
復後の患者由来 iPS細胞からの好中球と比
較して、著明な好中球分化障害を認めた。
これは患者骨髄所見と一致しており、本疾
患の病態再現に成功した。 
さらにこの実験系を活用し、HAX1 異常
症で、好中球分化を促進する新規分化因
子を探索した。その結果細網異形成症で好
中球を分化させる因子が、HAX1 異常症で
も好中球を正常に分化させることを見出し、
治療薬として応用出来る可能性を示した。 
Wiskott-Aldrich 症候群では血小板産生
低下が見られる。そこで、患者由来iPS細胞
を樹立し、血液幹細胞に分化させ、コロニ
ー解析や血小板産生能について検討した

ところ、巨核芽球への分化異常、血小板産
生低下が見られた。血小板増加因子である
TPO を加えたが産生増加は見られず、新
規分化因子をRNAシークエンスなどの手法
で同定している。この分化因子が T 細胞な
どの免疫系細胞の分化を正常化するか検
討中である。以上の結果から、iPS 細胞を用
いた分化系は治療薬の開発に有用である
と考えられた。 
 
e) 疾患病態解析 
新規に確定した原因遺伝子のうち代表
的な疾患の病態は以下の通りである。 
i) FANCE および FANCA 異常症 
B 細胞分化障害による低γ グロブリン血
症を呈する患者の原因遺伝子が、Exome
解析により、Fanconi 貧血の原因遺伝子で
ある FANCE および FANCA であることを見
出した。患者由来単核球を用い、染色体脆
弱試験でFanconi貧血特有の結果を示した。
さらに 28 例の Fanconi 貧血患者で B 細胞
の新生能を見るマーカーである KREC、T
細胞新生能をみるTRECを解析したところ、
5 例で KREC が陰性で 2 例で TREC が陰
性であることが判明した。これにより、
Fonconi 貧血では免疫不全を取ることがあ
ることが明らかになった。すなわち、FANCE
異常および FANCA 異常が骨髄不全の症
状を呈さず、B 細胞欠損と低 γ グロブリン
血症を示すことを、世界で初めて示した。し
たがって免疫不全症において FANC 遺伝
子群の異常を解析することが必要であるこ
とが判明した。 
 
ii) GATA2 異常症 
Exome 解析により単球・樹状細胞と B 細
胞が欠損する疾患の原因遺伝子がGATA2
であることを見出し、PIDJ を介して集積され
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た国内症例の解析から、国内 14 症例を見
出した。その臨床的な解析を行った。その
結果、T 細胞免疫不全による易感染性を呈
すること、加齢に伴い白血病を発症すること
を明らかにした。 thymic naive T 細胞
/TREC の低下、IL4、IL17 産生低下など T
細胞免疫が低下していることを見出した。さ
らに T 細胞を活性化すると GATA2 が発現
する事を見出し、GATA2 は単球・樹状細胞
のみならず、T 細胞の発生・分化に重要な
役割を果たしていると考えられた。 
また、これまで家族性樹状細胞欠損症、
Emberger 症候群と診断されていた疾患が
GATA2 異常症として統一して診断できるこ
とを示した。 
 
iii) PI3K, PTEN 
PI3Kdelta の機能獲得性変異がリンパ球
機能障害を起こすことを見出した。国内9例
を同定した。全員易感染性を呈し、 
悪性リンパ腫に進展した患者様も 2 人いた。
5人で造血幹細胞移植がなされて治癒し、3
人が移植を検討されていた。1 例は表現型
が軽症であり、他の変異と異なっているため、
Aktのリン酸化、mTORのリン酸化の亢進が
軽度である可能性があり、遺伝子変異と臨
床症状の相関を検討している。 
 PTEN 欠損の患者を見出した。表現型が
PI3Kdelta 異常と同じであった。PTEN は
PI3K を抑制しているため、PTEN 欠損では、
PI3Kdelta 機能が亢進することにより免疫不
全を合併していると考えられた。実際に
PI3K下流のAktの過剰リン酸化が認められ、
mTOR を活性化していると考えられた。 
 こ う し た 実 験 に よ り 、 PTEN, PI3K, 
Akt,mTOR という一連の pathway の異常に
よる疾患概念を提唱した。 

 また、病態解析により、mTOR の活性化が
本疾患の病態であり、mTOR 抑制剤がリン
パ腫への進展、免疫不全を改善しうる可能
性を示した。 
 
iv) ICF 症候群 
 ICF 症候群は免疫不全、染色体異常、顔
貌異常を三徴とする遺伝性疾患である。原
因遺伝子は、患者の半数で DNA のメチル
化に関わる酵素をコードする DNMT3B およ
び ZBTB24 であることが確定している。本研
究で、原因不明の低ガンマグロブリン血症
とされていた 5 症例で、Exome 解析により
DNMT3B ないし ZBTB24 の変異を見出し、
染色体解析により ICF 症候群と確定した。
すなわち三徴がそろわないためICF症候群
と診断されず、原因不明の免疫不全症とさ
れている事を示した。 
 ICF 症候群で免疫不全症が何故起きるか
については全く不明である。そこで、ICF 症
候群において免疫不全症を起こす原因を
明らかにする。本研究で ICF症候群患者で
は、B細胞がメモリーB細胞のマーカーであ
る CD27 が全く発現していないこと、抗体産
生が不良であることを見出した。一方、B 細
胞新生能のマーカーである KREC は正常
であった。このことから ICF 症候群に見られ
る免疫不全は、B 細胞の抗体産生細胞、メ
モリーB 細胞への最終分化の障害であると
考えられた。 
 
v) STAT1 異常症 
 メンデル遺伝型マイコバクテリア易感染症
（MSMD）は BCGや非結核性抗酸菌など弱
毒抗酸菌に易感染性を呈することを特徴と
する。IFN-γレセプター（IFN-γR）1 欠損
症、IFN-γR2 欠損症、IL-12 欠損症、
IL-12R 欠損症、STAT1 欠損症、NEMO 異
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常症など種々の病因が包含されている。 
 STAT1 は type I IFN(IFN-α/β)と type II 
IFN(IFN-γ)の両方のシグナル伝達に重要
な転写因子であり、機能喪失型変異によっ
て細胞内寄生菌に対して易感染性を示す
ことが知られている。本邦において 3家系 7
例の常染色体優性遺伝型のヘテロ変異例
を同定した。変異部位は SH2 domain が 1
例(K673R)、母と男児家系は tale segment 
domain(Y701C)、祖母、父、患児を含む4症
例は coiled coil domain（G250E）でいずれも
新規変異であった。いずれの症例において
も臨床的には多発性骨髄炎を呈し，病理所
見は非乾酪性肉芽腫であった。抗酸菌培
養で陽性を示したのは 1 家系のみであった。
すべての家系で末梢血単球のインターフェ
ロン刺激によるリン酸化低下を認めた。
STAT1 null osteosarcoma cell への STAT1
変異遺伝子の強制発現実験を行い，遺伝
子変異を有する STAT1 のシグナル伝達を
検討した。すべての変異で IFN-γ 刺激に
対し，STAT1 リン酸化低下、核内移行の軽
度低下、DNA 結合能障害、 dominant 
negative の転写活性異常が認められた。 
 常染色体優性型の STAT1 異常症の報告
は世界で10家系足らずであるが、この数年
の遺伝子検査の進歩から本邦でも3家系を
同定した。BCG 接種に対する過剰反応や
多発性骨髄炎を呈する症例においては、
STAT1異常を含めたMSMDの診断が不可
欠である。 
 
vi) 骨髄不全症の遺伝子同定 
既知の原因遺伝子に変異を認めず、テロ
メア長の短縮が確認された骨髄不全 16 症
例を集積した。4 症例において、直接塩基
決定法では原因遺伝子が同定できなかっ
たが、次世代シークエンサーによって既知

の原因遺伝子として、RECQL4、PIF1、
RTEL1、WRN、ATM、BLM の変異を同定
することが出来た。 
 ATM については B 細胞新生能のマーカ
ーである KRECが 22例全例で検出感度以
下（正常では 10,000 コピー）であることを見
出し、新生児スクリーニングに応用可能で
あることを示した。また血清 IgM が 1,000 以
上の高値をとる症例を5例見出し、KRECが
検出感度以下であるとともに、T 細胞新生
能のマーカーであるTRECも検出感度以下
（正常では 10,000 コピー）であることを見出
した。免疫系の調節の異常を反映している
と考えられ、臨床症状も重症であった。
TREC、KREC が重症度判定のマーカーと
なると考えられた。 
 
vii) 先天性血小板減少症の遺伝子同定 
常染色体優性遺伝形式をとる先天性血
小板減少症家系，4 世代，10 名が血小板
減少と軽度の出血傾向を示した。疾患原因
遺伝子を同定するために家系内患者 4 名
のゲノム DNA を用いて全エクソンシーケン
スを行った。4名に共通する90のアミノ酸置
換を伴う遺伝子変異の中から，ITGB3 遺伝
子の T2231C 変異を原因遺伝子変異候補
として同定した。L718P 変異の機能解析か
ら，インテグリン b3 の細胞膜周辺領域のヘ
テロ接合性変異が機能獲得型変異としてイ
ンテグリンシグナル伝達経路の恒常的部分
活性化と RhoA シグナルの抑制を示すこと
を明らかにした。インテグリンaIIbb3（GPＩＩｂ/
ＩＩＩa 複合体）はフィブリノゲン (Fg) とフォン
ウィルブランド因子 (VWF) の受容体で，そ
のリガンドとの結合は血栓形成の最終段階
である血小板凝集に不可欠なシグナル伝
達である。これらの機序が血小板機能異常
と大小不同を伴った血小板減少に関与して
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いることが示唆された。 
 
f)  PIDJのバージョンアップ 
 原発性免疫不全症のデータベースである
PIDJを、より網羅的、系統的に解析ができる
ようにのバージョンアップを行った。必須入
力項目の設定、全免疫不全症班会議施設
が閲覧が可能になるように変更した。登録
数は２７９２件に達し、平均で１日に1.5人の
新規患者が登録されるようになった。 
 
D. 考察 
原因遺伝子が既知の疾患については、
アンプリコン PCR と次世代シークエンサー
による遺伝子診断法の確立により、迅速に
確定診断ができるようになる。次世代シーク
エンサーによる deep sequence で診断が可
能になるため、従来の DNA sequence に対
し費用対効果が高く有用である。 
  遺伝子が未知の疾患（家族性樹状細胞
欠損症など）については、原因遺伝子同定
により遺伝子診断が可能になり、病態解明、
新規治療法開発に貢献出来る。次世代シ
ークエンサーによるExome解析で新規遺伝
子を同定する方法は、従来法に比べ費用
対効果が高く有用である。iPS細胞からの血
液免疫系細胞の分化系と、RNA sequence
による分化段階で発現が更新する遺伝子
を同定することで、新規分化因子が同定出
来ると考えられる。 
AK2 遺伝子変異による細網異形成症患
者２名および HAX1 遺伝子変異による重症
先天性好中球減少症患者１名から iPS細胞
を樹立することに成功した。細網異形成症
では、原因遺伝子の導入により、血球分化
が正常化し、これら難病の新しい治療法の
開発につなげた。患者由来 iPS細胞を原因
遺伝子同定、病態解明に用いることが可能

になると考えられた。 
以上の結果をもとに、診断および治療法
のガイドラインを作成する。WEB 上での公
開などにより、一般への疾患の周知をはか
り、診断漏れを防ぐ。患者家族会と十分に
連携し、ホームページを通じた Web ベース
の情報交換により、患者が必要とする情報
を周知する。これにより、稀少難病患者の
予後改善に貢献できる。 
申請者らが構築したデータベース PIDJ
は、本研究の遂行に非常に有用であった。
このデータベース構造を公開し、他のデー
タベース構築において活用されると、難病
全体に関する貴重なデータベースになると
考えられる。 
 
E. 結論 
以上、血液免疫系分化障害による疾患
群の診断、病態解明、治療について大きな
成果を上げることが出来た。 
 
F. 健康危険情報 
なし 

 
G. 研究発表 
１. 論文発表 
巻末別紙参照。 
 

２．学会発表 
巻末別紙参照。 
 
H. 知的財産権の出願・登録状況 
１．特許取得 
なし 
２．実用新案登録 
なし 
３. その他 
なし 
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厚生労働科学研究費補助金（難治性疾患等克服研究事業） 

分担研究報告書 

 
MYH9 異常症 

 

研究分担者 川口 裕之 （防衛医科大学校小児科学講座准教授） 

研究協力者 國島 伸二 （国立病院機構 名古屋医療センター 
臨床研究センター高度診断研究部） 

 

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。 

 

G. 知的財産権の出願・登録状況 

 １．特許取得 

なし 

 ２．実用新案登録 

なし 

 ３. その他 

なし 

 



16 
 

厚生労働科学研究費補助金（難治性疾患等克服研究事業） 

分担研究報告書 

 
血液免疫系細胞分化障害による疾患の 
診断と治療に関する調査研究 

 

研究分担者  今井 耕輔  （東京医科歯科大学大学院医歯学総合研究科  
小児・周産期地域医療学講座  寄附講座准教授） 

研究協力者  森尾友宏、 満生紀子、 高島健浩、 葉姿汶、 田中桂輔 
 (東京医科歯科大学大学院医歯学総合研究科発生発達病態学） 

 

研究要旨 

  血液免疫系細胞分化障害による疾患として、特に B リンパ球の終末分化である、免疫
グロブリンクラススイッチ機構の異常症である高 IgM 症候群、原因病態が不明である IgA
欠損症、局所免疫にかかわる Th17 細胞の分化障害を伴う STAT1 異常症（慢性皮膚粘
膜カンジダ症）、STAT3異常症（高IgE症候群）を中心に解析を行い、早期の治療介入で
予後の改善が見込めると考えられた。 

 

A. 研究の目的 

原発性免疫不全症は、獲得免疫、自然
免疫に関わる遺伝子の胚細胞性変異によ
り、免疫系のみならず血液系などの細胞の
分化障害あるいは機能障害により、易感染
性だけでなく免疫調節異常を来す疾患の
総称である。原発性免疫不全症患者の原
因遺伝子を明らかにし、その病態を明らか
にすることにより、その分子の免疫系・血液
系などのヒト生体における働きが明らかに
なる。本研究では、特に B リンパ球の終末
分化である、免疫グロブリンクラススイッチ
機構の異常症である高 IgM 症候群、原因
病態が不明である IgA 欠損症、局所免疫
にかかわる Th17 細胞の分化障害を伴う
STAT1 異常症（慢性皮膚粘膜カンジダ症）、
STAT3異常症（高 IgE症候群）の原因遺伝
子の探索および病態解析、さらに診断と治
療に関する調査を行った。 
 

B. 研究方法 

全国の医師から紹介を受け、専門医が
遺伝子解析を含む病態解析を行い、その
診断、治療に関するアドバイスを行う PIDJ
（Primary immunodeficiency）ネットワークを
通して紹介された患者の解析を通して、そ
の臨床的特徴について収集し、10 カラー
FACSを用いた表面抗原分析、T細胞新生
能を調べる TREC（T 細胞受容体遺伝子再
構成産物）、KREC（免疫グロブリン κ 鎖遺
伝子再構成産物）の測定を行い、疾患の特
徴を明らかにした。また、原因を同定する
べく、かずさ DNA 研究所において候補遺
伝子解析を行い、それにより原因が明らか
にならなかった患者については、次世代シ
ークエンサーを用いた Exome 解析を用い、
原因遺伝子を明らかにすることとした。 
 なお、本研究は本学の倫理委員会により
承認を得て各種研究倫理指針に準拠して
行われた。研究に際しては、患者に対して
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最小限の負担になるように配慮を行うと共
に、研究内容、患者への利益・不利益、個
人情報管理などを含め、担当施設、担当医
を通じて十分な説明を行い、同意を得たも
のに関して検討した。患者氏名は情報管理
者のもと、連結可能匿名化されて管理され
た。 
 
C. 研究結果 

2013 年には、本学に 160 例の原発性免
疫不全症疑い患者が紹介された（図１）。原
則的には全例に対して、10 カラーFACS を
用いた表面抗原分析解析を行い、TREC、
KREC定量を行い、候補疾患の鑑別、病態
の解明に役立てることとした。 
 今年 Angulo et al.(Science)、Lucas et 
al.(Nat Immunol)により高 IgM症候群の新し
い原因遺伝子として、PIK3CD 遺伝子
(phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 
3-kinase, catalytic subunit delta)の機能獲
得変異が報告された。この疾患は、反復気
道感染症、低γグロブリン血症、高 IgM血
症、特異抗体産生不全を伴い、肝脾腫、リ
ンパ節腫脹を呈する疾患である。共同研究
先のネッケル小児病院（フランス、パリ）で
解析を行った 139 例中、8例に同様の変異
を認め、1例は本邦の症例であった。そこで、
当科および防衛医科大学校小児科との共
同研究で行った Exome 解析をした 62 例を
検討したところ、4 例の PIK3CD 遺伝子変
異患者を同定した。また、当科 86 例、防衛
医大 69 例の抗体産生不全症患者から、5
例のPIK3CD遺伝子変異患者を同定した。
患者はいずれもリンパ組織腫脹を伴ってい
たが（表２）、発症年齢、随伴症状、さらに、
IgG,IgA が正常あるいは高値の患者もあり
（図２）、本疾患の多様性、および診断の困
難さを示していた。今後は、自己免疫性リ
ンパ増殖性疾患（ALPS）あるいは X連鎖性

リンパ増殖性疾患（XLP）を疑われた例の
中に、PIK3CD遺伝子異常患者が含まれて
いないかどうかについて、検討が必要であ
る。そこで、FACS を用いた迅速診断法の
確立を目指し、PI3KD の活性化に伴いリン
酸化が亢進するとされる AKT について、解
析方法を確立した（図３）。これにより、スクリ
ーニング検査として、有用であることが示唆
された。PIK3CD 遺伝子異常を伴う患者の
中には、悪性リンパ腫を発症する例、気管
支拡張症を呈する例、日和見感染症を来
す例があり、移植症例も5例に上ることが明
らかになり、早期の治療介入で予後の改善
が見込めると考えられた。 
 IgA 欠損症は、原因不明の疾患であり、
北欧では多くの患者が無症状であることが
報告されているが、国内の症例の中には
様々な合併症も併発している重症例も存在
している。現在 PIDJ には 29 例の登録があ
り、当科および防衛医大でそのうち 20 例
の患者について、解析を行っている。その
中で、BTK のミスセンス変異を示す患者を
一例発見し、その細胞免疫学的異常、およ
び B 細胞受容体の配列解析を行い、現在
投稿中である（Mitsuiki, et al）。もう一例は、
TREC、sjKRECの低下を伴い、B細胞欠損
と CD4＋T 細胞が CD45RO+のメモリー細
胞に偏倚した症例であり、候補遺伝子検索
の結果、RAG1 遺伝子異常であることが判
明した(Kato et al, in submission)。 
乳児期早期に自己免疫疾患を呈し、成
人期にかかって B 細胞欠損を呈し、低 γ
グロブリン血症を来した 1 患者の家系で、
Exome 解析の結果、LRBA 遺伝子の複合
へテロ変異を見出した。これは、本邦第 1
例であり、複合へテロ変異患者は世界で初
めてである。この患者の病態解析を現在行
っている。 
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 STAT1 の機能獲得型変異により、Th17
細胞の分化異常などの免疫異常により、慢
性皮膚粘膜カンジダ症を来すことが最近報
告された。当科に紹介された15例を解析し
たところ、重症度にばらつきがあり、軽微な
表在性真菌感染症のみの症例から、獲得
免疫系の異常も伴い日和見感染を来したり、
造血障害や自己免疫疾患を呈する重症例
もいることが明らかになった。そこで、臨床
症状と T 細胞新生能、B 細胞新生能をもと
に4段階の重症度分類を作成した。一部の
重症例では骨髄移植などの造血幹細胞移
植が必要であることも明らかになった(表
３）。 
 高 IgE症候群 1型は、STAT3のドミナント
ネガティブ変異による、Th17 細胞の分化異
常とアトピー性皮膚炎、および骨格異常を
主な病態とする疾患である。当科には、こ
れまで 26例の高 IgE症候群疑い患者が紹
介され、そのうち STAT3 変異を認めたのは
10 例である（38.5%）。高 IgE 症候群の臨床
的重症度を測る上で広く用いられている
NIH スコアで見ると、STAT3 変異患者と変
異を認めなかった患者とは、差がない。た
だ、細分化すると、カンジダ感染症、肺炎
の反復、乳歯脱落遅延、骨折が、重症アト
ピー性皮膚炎患者との鑑別点となりうること
を明らかにした。CXCR3+CCR6-CD161+を
用いた Th17 分画、および IgD/CD27 を用
いたメモリーB 細胞分画をみることで、
STAT3 異常症を見出すことが容易になるこ
とが明らかになった。 
 
D. 考察 

原発性免疫不全症の原因遺伝子の一
つとして新たに報告された PI3Kδ 鎖の機
能獲得型変異が本邦でも 10 例で認められ
た。その中では、既報告にない新規変異も
発見されたが、今後その機能解析が必要

である。また、PI3Kδ鎖の機能亢進がT細
胞の活性化誘導細胞死を過剰にし、その
ため進行性のリンパ球減少を来す点は既
報告で明らかにされているが、B 細胞にお
ける影響はあまり明らかではない。今後は、
同定された患者検体を用いた解析を行っ
ていきたい。治療についても半数の 5 例で
造血幹細胞移植を行われていた。その中
で早期の拒絶、2 次生着不全を末梢血幹
細胞投与でしのいだ例、T細胞の生着が遅
れた例、移植 2年後に突然死した例がみら
れた。移植適応の検討と同時に、移植方法
についても今後検討が必要である。 
 IgA欠損症、分類不能免疫不全症の原因
遺伝子はほとんど明らかになっていないが、 
Exome 解析の進歩により少しずつ分かって
きている。今回は既知の遺伝子異常の特
殊な表現型が明らかになったが、今後は新
規の原因遺伝子の同定、病態解析が必要
となる。 
 STAT1 機能獲得型変異患者は臨床的に
は様々な重症度を示し、その治療の選択
には難渋するが、TREC,KREC の結果を交
えた重症度スコア化により、獲得免疫系症
状が明らかである場合、造血幹細胞移植を
積極的に検討することを提案したい。しかし、
当科で施行した 2 例中、1 例については、
致死的なマクロファージ活性化症候群によ
り、拒絶を受け、多臓器不全により不幸な
転帰をたどった。今後、本疾患に対する造
血幹細胞移植法の改善を行っていきたい。 
 湿疹、皮膚膿瘍を来す高IgE症候群患者
の中での、STAT3 異常患者の特徴につい
て検討したが、真菌感染や肺炎、骨格系の
異常が、特異度の高い症状として明らかに
なり、一部の免疫細胞の増減も特徴として
考えられた。今後は NIH スコアを改変した
形での診断基準の策定や治療法の最適化
についての検討が必要である。 
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E. 結論 
今年度の検討で、多くの血液免疫分化
異常症の病態、臨床像が明らかになった。
これらの結果を受け、よりよい治療法の改
善につなげ、患者の QOL の向上につなげ
ていきたい。また、原因不明の患者はまだ
多数存在する。次世代シークエンサーを組
み合わせた解析を引き続き行い、その原因
遺伝子の同定、病態の解明を行っていきた
い。 
 
F. 研究発表 

１. 論文発表 
1) 今井耕輔.免疫グロブリンクラススイッチ
異常症(高 IgM症候群). 日本臨床 別
冊 (2013)237-241 
 

2) 高木 正稔, 今井 耕輔、森尾 友宏, 
水谷 修紀.原発性免疫不全症候群関
連の免疫性血小板減少症 . Rinsho 
Ketsueki. (2013) 54.357-64 
 

3) Machida S, Tomizawa D, Tamaichi H, 
Okawa T, Endo A, Imai K, Nagasawa 
M, Morio T, Mizutani S, Takagi M. 
Successful Treatment of Diffuse  
Large B-Cell Lymphoma in a Patient  
With Ataxia Telangiectasia Using  
Rituximab. J Pediatr Hematol Oncol.  
(2013).35.482-5 

 
 
２. 学会発表 
1) 今井耕輔.新規高 IgM 症候群と病因探
索について. 第 116 回日本小児科学
会学術集会.分野別シンポジウム
13-3.2013 年 4 月 21 日,広島 
 

2) 加藤 環,釡江智佳子,本間健一,池川 
健,横須賀とも子,和田泰三, 谷内江昭
宏,西田直徳,金兼弘和,満生紀子,小
原 收,今井耕輔,森尾友宏,野々山恵
章. IgA 単独欠損症として紹介され、
TREC/KREC の結果から RAG1 異常と

同定しえた1例. 第 4回関東甲越免疫
不全症研究会.2013年 9月 22日,東京 
 

3) 満生紀子,今井耕輔,Xi YANG,金兼弘
和,小阪嘉之,高田英俊,水谷修紀,小
原 収, 森尾友宏, BTK 変異をみとめ
た IgA 単独欠損の解析.第 41 回本臨
床免疫学会総会.2013 年 11 月 27 日,
下関 
 

4) 加藤 環,釜江智佳子,満生紀子,小原 
明,林 正俊,野口恵美子,久保田健夫,
本間健一,小原 収,今井耕輔,野々山
恵章. 本邦における ICF(Immunodeˆ
ciency with Centromeric instability and 
Facial anomalies)症候群 5 例の検討. 
第 41回本臨床免疫学会総会. 2013年
11 月 27 日,下関 
 

5) 高島健浩、満生紀子、今井耕輔、水谷
修紀、峯岸克行、森尾友宏. 高 IgE 症
候群患者の臨床的・免疫学的検討. 
第 7 回日本免疫不全症研究会. 2014
年 1 月 25 日, 福岡 
 

6) 高島健浩、満生紀子、今井耕輔、水谷
修紀、森尾友宏. STAT1 変異を有する
慢性皮膚粘膜カンジダ症12例の検討. 
第 4 回関東甲越免疫不全症研究会. 
2013 年 9 月 22 日, 東京 
 
 

G. 知的財産権の出願・登録状況 
 
 １．特許取得 
なし 
 

 ２．実用新案登録 
なし 
 

 ３. その他 
なし 
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図 1：2013 年の紹介患者 160 例の内訳 

 

 

 
 

表１−１：PIK3CD 遺伝子異常に悪性リンパ腫を合併した 2例（Kracker et al, J Allergy and 

Clin Immunol. in press） 
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表１−２：PIK3CD 遺伝子異常を呈した６例（P5 が本邦の症例）（Kracker et al, J Allergy and 

Clin Immunol. in press） 

 

 

 

表２：PIK3CD 遺伝子異常を呈した本邦の 10 例 
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図 2：PIK3CD 遺伝子異常患者における免疫グロブリン値 

 

 
 

図３：PMA刺激後の AKT のリン酸化の FACS 解析(S473) 
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表３：STAT1 機能獲得型変異の臨床スコアと TREC,KREC との関係 
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図 3：PIK3CD 遺伝子異常患者における TREC,sjKREC 値 
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厚生労働科学研究費補助金（難治性疾患等克服研究事業） 

分担研究報告書 

 
細網異形成症患者および重症先天性好中球減少症 
患者由来 iPS 細胞樹立およびそれを用いた病態解析 

 

研究分担者 中畑 龍俊(京都大学 iPS 細胞研究所  特定拠点教授) 

研究協力者 丹羽 明  (京都大学 iPS 細胞研究所臨床応用研究部門) 

斎藤 潤  (京都大学 iPS 細胞研究所臨床応用研究部門) 

森嶋 達也(京都大学大学院医学研究科発達小児科学) 

平家 俊男(京都大学大学院医学研究科発達小児科学) 
 

研究要旨 

細網異形成症および重症先天性好中球減少症はともに重症の好中球成熟障害を伴う

免疫不全症であり、患者は易感染性を示す。根本治療は造血幹細胞移植であり、移植

前の血球も著明に減少していることから、患者から血液細胞を採取し、病態解析を行うこ

とは非常に困難である。このため、患者由来 iPS 細胞樹立はこれらの疾患の病態解析に

とって、非常に有望と考えられる。我々は本研究において、AK2変異を伴う 2名の細網異

形成症患者およびHAX１変異をともなう1名の重症先天性好中球減少症患者から iPS細

胞を樹立することに成功した。患者由来 iPS細胞からの好中球への分化アッセイを行った

ところ、正常 ES/iPS 細胞や正常原因遺伝子修復後の患者由来 iPS 細胞からの好中球と

比較して、著明な好中球分化障害を認めた。細網異形成症については、T 細胞分化欠

損も確認された。引き続き、両疾患の病態を解明するための研究を進めていく予定であ

る。 

 

A. 研究の目的 

細網異形成症および重症先天性好中球

減少症はともに重症の好中球成熟障害を

伴う免疫不全症であり、患者は易感染性を

示す。根本治療は造血幹細胞移植であり、

移植前の血球も著明に減少していることか

ら、患者から血液細胞を採取し、病態解析

を行うことは非常に困難である。このため、

患者由来 iPS 細胞樹立はこれらの疾患の

病態解析にとって、非常に有望と考えられ

る。本研究では、細網異形成症や重症先

天性好中球減少症患者由来の iPS 細胞を

樹立し、血球分化解析を行うことによって、

両疾患の病態解析・解明を行うことを目的

とする。 
 
B. 研究方法 

平成 24 年度までに樹立した細網異形成

症患者及び重症先天性好中球減少症患

者由来の線維芽細胞からiPS細胞を作製し、

これを血液前駆細胞に分化させ、コロニー
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アッセイ、骨髄系細胞やリンパ球への分化

アッセイ、アポトーシス解析などの in vitro 

解析を行う。 さらに細網異形成症の原因

遺伝子である AK2 遺伝子または重症先天

性好中球減少症の原因遺伝子である

HAX1をそれぞれの患者由来iPS細胞へを

導入し、本疾患の血球分化障害が回復す

るかどうか検討する。 

細網異形成症患者由来の iPS 細胞の樹

立は、標準的手法である 4 因子（Oct, Klf, 

c-Myc, Sox4）をレトロウイルスベクターやセ

ンダイウイルスベクターで導入する方法で

は樹立不能であったため、線維芽細胞の

段階で正常 AK2 遺伝子をレンチウイルス

ベクターで導入後に、iPS 細胞の樹立を行

った。この際、iPS細胞からの血球分化実験

などの際に、導入したAK2遺伝子を除去で

きるように、AK2遺伝子を loxPサイトで挟ん

だ。一方、重症先天性好中球減少症患者

由来の iPS 細胞樹立は、4 因子（Oct, Klf, 

c-Myc, Sox4）もしくは 3 因子（Oct, Klf, 

Sox4）をレトロウイルスベクターで導入する

方法を用いた。 

2名の細網異形成症患者（RD-1 と RD-2

とする）および重症先天性好中球減少症患

者由来のiPS細胞を樹立後、iPS細胞として

の品質を評価するために、染色体検査、

AK2およびHAX1遺伝子の変異の確認、ト

ランスジーンのサイレンシングの確認、およ

び免疫不全症マウスを用いた奇形腫作成

能等の評価を行った。 

iPS 細胞からの血球分化は、当研究室で

開発された、動物由来の不確定要素を含

まない無血清培地を用いて、中胚葉前駆

細胞を経て造血細胞を産生する培養法を

用いた。 血球分化の評価は、メイギムザ

染色による血球の形態の確認とフローサイ

トメトリーによる血球の表面マーカーを用い

て行った。 
 
（倫理面への配慮） 

本研究は、疾患を有する患者さんから検

体を頂き iPS 細胞を作製して行う研究であ

るため、患者さんの同意・協力を必要とする

研究である。また、作製するiPS細胞を用い

た疾患解析においては、遺伝子解析が必

須であり、個人情報の取り扱いの配慮を必

要とする研究である。この２点に対して、京

都大学医学部医の倫理委員会に、ヒトを対

象とした医学の研究および臨床応用実施

申請書として「ヒト疾患特異的 iPS 細胞の作

製とそれを用いた疾患解析に関する研究」

およびヒト遺伝子解析申請書として「ヒト疾

患特異的 iPS 細胞を用いた遺伝子解析研

究」の２申請を行った。その後、京都大学医

学部医の倫理委員会での審査を頂き、平

成２０年６月４日付けで、実施に関して承認

を頂いた。本研究においては、その内容を

忠実に順守して行った。 
 
C. 研究結果 

細網異形成症患者由来 iPS 細胞の機能解

析 

昨年度までに樹立した細網異形成症患

者由来の iPSC とその AK2 補充クローンに

ついて、徳島大学の野間隆文先生のご協

力を頂き、AK2 活性を測定した。 

AK2 活性は、患者 iPS 細胞クローンで著

明に低下しており、AK2 の補充により回復

した。これにより、AK2 の酵素活性が患者

由来細胞では確かに低下していることが確

認できた。 



27 
 

前年度までに検討した各種血球分化能

の評価に加えて、T 細胞分化能の評価を

行った。結果は下図の通りであり、患者 iPS

細胞由来クローンの T 細胞分化は発生の

早 い 段 階 で 阻 害 さ れ て お り 、

CD34+CD7+CD5+の ProT1 細胞は出現す

るものの、CD34+CD7+CD5+ ProT2 細胞へ

の移行が阻害されていることが明らかにな

った。この分化障害は、AK2 の補充により、

改善した。 

 

 

重症先天性好中球減少症患者由来 iPS 細

胞の機能解析 

京都大学小児科平家俊男先生との共同

研究により、昨年度までに樹立した SCN 患

者 iPS 細胞を血球へ分化させたところ、成

熟好中球への分化が阻害されていた（右

上図）。 

 

 

 

 

 

 

SCN 患者由来 iPS 細胞から分化させた好

中球は、ラクトフェリン、ゲラチナーゼ、好中

球エラスターゼの発現が有意に低下してい

た。また、未熟血球細胞のコロニー形成能

が有意に低かった。 

 これらの血球分化異常は、HAX1 遺伝子

を強制発現することにより回復した。 
 
D. 考察 

細網異形成症の原因分子である AK2 タン

パクは、ミトコンドリア膜間隙に存在し、； 

ATP-Mg2+ + AMP⇔ADP-Mg2+ + ADP と

いう可逆性の反応を触媒するキナーゼであ

り、細胞内のエネルギー状態をモニタリン

グ・調節しているとされる。 さらに、AK2 タ

ンパクはアポトーシスにも関連するという報

告があり、このような重要な分子の異常細

胞からの iPS 細胞樹立は予想以上に困難

であった。しかし、レンチウイルスベクター

にて AK2 を過剰発現させた後に、リプログ

ラミング因子を導入することによって、世界

で初めて細網異形成症患者由来の iPS 細

胞樹立に成功した。 一方で、重症先天性

好中球減少症患者由来の iPS 細胞樹立は

従来法にて成功した。樹立された両疾患由
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来のiPS細胞は品質としても問題はなく、維

持培養も容易に行えている。 

両疾患において、血球分化による病態再

現をすることに成功した。 両疾患ともに、

正常コントロールや原因遺伝子の強制発

現クローンに比べて、明らかに好中球分化

が障害されていた。 具体的には患者 iPS

細胞由来の血液像では、骨髄芽球が多く

を占め、成熟好中球は認めなかった。 こ

れは、実際の患者の移植前骨髄像と所見

が一致しており、病態再現に成功したと考

えられる。このように全く異なる遺伝子が原

因であるにも関わらず、同様の結果が示さ

れたことは興味深い。 

 細網異形成症由来 T リンパ球の分化実

験では、ヒト iPS 細胞を用いることにより、T

細胞免疫不全症の分化障害のステージの

特定が可能であることが示された。従って、

原発性免疫不全症の解析に置いて、iPS細

胞の有用性は高いものと考えられる。 
 
E. 結論 

上記結果で示したように、2 名の細網異

形成症患者および 1 名の先天性好中球減

少症患者由来の iPS 細胞からの血球分化

系において、病態の再現に成功した。今後、

さらに踏み込んだ病態解析を行う予定であ

る。 
 
F. 研究発表 

１. 論文発表 
1) Morishima T, Watanabe KI, Niwa A, 

Hirai H, Saida S, Tanaka T, Kato I, 
Umeda K, Hiramatsu H, Saito MK, 
Matsubara K, Adachi S, Kobayashi M, 
Nakahata T, Heike T. Genetic correction 
of HAX1 in induced pluripotent stem 
cells from a patient with severe 
congenital neutropenia improves 
defective granulopoiesis. 

Haematologica. 2013 Aug.23. doi 
10.3324/haematol.2013.083873  in 
press 
 

2) Saida S, Watanabe KI, Sato-Otsubo A, 
Terui K, Yoshida K, Okuno Y, Toki T, 
Wang R, Shiraishi Y, Miyano S, Kato I, 
Morishima T, Fujino H, Umeda K, 
Hiramatsu H, Adachi S, Ito E, Ogawa S, 
Ito M, Nakahata T, Heike T.: Clonal 
selection in xenografted TAM 
recapitulates the evolutionary process 
of myeloid leukemia in Down 
syndrome. Blood.; 121(21):4377-87, 
2013. May 23; doi: 
10.1182/blood-2012-12-474387.  
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厚生労働科学研究費補助金（難治性疾患等克服研究事業） 

分担研究報告書 

 
血液免疫系細胞分化障害による疾患の 
診断と治療に関する調査研究 

 

研究分担者 小原 收 （（公財）かずさ DNA研究所  副所長） 
 

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。 



31 
 

 

（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。 

 

F. 研究発表 

１. 論文発表 
1) Rawat A, Singh S, Suri D, Gupta A, 

Saikia B, Minz RW, Sehgal S, Vaiphei 
K, Kamae C, Honma K, Nakagawa N, 
Imai K, Nonoyama S, Oshima K, 
Mitsuiki N, Ohara O, Chan KW, Lau 
YL. Chronic Granulomatous Disease: 
Two Decades of Experience From a 
Tertiary Care Centre in North West 
India. J Clin Immunol. 2013  
33(4):857-864 
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2013 Oct 28;11(1):41.  
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lymphohistiocytosis with perforin gene 
mutations. Hum Immunol. 2013 
Dec;74(12):1579-85.  

 
4) Lee YW, Yang EA, Kang HJ, Yang X, 
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Ohara O, Morio T, Yachie A. Rapid 
detection of intracellular p47phox and 
p67phox by flow cytometry; useful 
screening tests forchronic 
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2013 May;33(4):857-64.  

 
7) Kamae C, Nakagawa N, Sato H, Honma 
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Pasic S, Pan-Hammarström Q, van 
Zelm MC, Morio T, Imai K, Nonoyama 
S. Common variable immunodeficiency 
classification by quantifying T-cell 
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本貴秀、桑原秀次、久保田一生、大
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14) 第 34 回日本炎症・再生医学会 

“CINCA 症候群/NOMID 患者単球に
おける、IL-1分泌能の１細胞解析” 
中川権史、志村七子、白崎善隆、山
岸舞、井澤和司、西小森隆太、河合
朋樹、八角高裕、平家俊男、小原收  
京都、2013年 7月 

 
15) 第 41 回 日 本 臨 床 免 疫 学 会 
「Muckle-Wells 症候群における
NLRP3体細胞モザイク変異の検討」 
中川権史、西小森隆太、井澤和司、
河合朋樹、八角高裕、河合利尚、梅
林宏明、武井修治、小林法元、小原
收、 Eva Gonzalez- Roca、 Juan I. 
Arostegui、平家俊男 下関 2013 年
11月 27日 
 

G. 知的財産権の出願・登録状況 

 １．特許取得 

なし 

 ２．実用新案登録 

なし 

 ３. その他 

なし 
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厚生労働科学研究費補助金（難治性疾患等克服研究事業） 

分担研究報告書 

 

コロニーアッセイ、骨髄機能解析、移植治療開発 

研究分担者 小島 勢二 （名古屋大学大学院医学系研究科小児科学 教授） 

研究協力者 村松 秀城 （名古屋大学医学部附属病院小児科 助教） 
 

研究要旨 

GATA2 は生体内の造血機能に重要な役割を果たしている転写因子である。近年、家

族性MDS/AML、MonoMAC症候群、DCML欠損症、Emberger症候群など、様々な疾患

群でGATA2遺伝子異常が共通して同定された。小児血液疾患におけるGATA2異常症

の果たす役割を明らかにする目的で、家族性 MDS3 家系 4 例、AML75 例、再生不良性

貧血 75 例、若年性骨髄単球性白血病 96 例において GATA2 異常症を検索した。家族

性MDS4 例全例および AML2 例（3%）に GATA2 遺伝子変異が同定されたが、再生不良

性貧血および若年性骨髄単球性白血病症例ではGATA2遺伝子変異は認められなかっ

た。 

 

A. 研究の目的 

GATA2 は生体内の造血機能に重要な

役割を果たしている転写因子である。近年、

家族性 MDS/AML、MonoMAC 症候群、

DCML 欠損症、Emberger 症候群など、

様々な疾患群で GATA2 遺伝子異常が共

通して同定された。小児血液疾患における

GATA2 異常症の果たす役割を明らかにす

るため、GATA2 遺伝子変異を検索した。 

 

B. 研究方法 

家族性 MDS3 家系 4 例、AML75 例、再

生不良性貧血 75 例、若年性骨髄単球性

白血病96例の骨髄ないし末梢血単核球か

ら genomic DNA を抽出し、サンガーシーク

エンス法でGATA2 の全エクソンおよびイン

トロン 5 の塩基配列を決定した。 

 

（倫理面への配慮） 

名古屋大学医学部倫理委員会の承認を

得た研究計画のもと、患者家族の同意を得

た。 

 

C. 研究結果 

家族性MDS4 例全例および AML2 例

（3%）に GATA2 遺伝子変異が同定された

が、再生不良性貧血および若年性骨髄単

球性白血病症例では GATA2 遺伝子変異

は認められなかった。家族性MDS3 家系の

家系図および変異部位について、図１にま

とめた。Family1 に属する患者#2 では、同

一家系の他の罹患者と共通の germline 

GATA2変異に加えて、MDS発症時の検体

から somatic GATA2 変異が同定された。 
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図 1. 家族性MDS 3家系の(A)家系図および

(B) GATA2変異部位 

 

 

患者#2 の germlineGATA2 変異（エクソン 4

の c.892dupT）および somatic GATA2 変異

（エクソン 6 の c.1168_1170delAAG）が同一

アリルに存在するか、対立アリルに存在す

るか検討するため、両変異を含むPCRアン

プリコンを増幅し、TA クローニング法による

解析を行った。20 クローンをピックアップし、

塩基配列を決定した。エクソン 4 の変異の

みが検出されたクローンが11個、エクソン6

の変異のみが検出されたクローンが 5個、

両方とも正常配列であったクローンが 4個

であった（図 2）。この結果から、これら 2 つ

の変異は対立アリルに存在すると考えられ

た。 

 

 

 

 
図 2. TAクローニング法による患者#2の

GATA2変異解析 

 

D. 考察 

germlineGATA2 変異に加えて、MDS 発

症時に対立アリルに somatic GATA2 変異

を獲得した家族性MDS 症例を同定した。

GATA2 遺伝子変異は、MDS クローンの腫

瘍化進展にも関与していることが考えられ

た。また、若年性骨髄単球性白血病および

再生不良性貧血では変異例を認めず、

GATA2 異常症がこれらの病状を示す可能

性は低いことが考えられた。 

 

E. 結論 

小児血液疾患における GATA2 遺伝子

異常について解析を行った。家族性 MDS

では高率に変異が検出された一方、若年

性骨髄単球性白血病および再生不良性貧

血では変異例は認められなかった。 

 

F. 研究発表 

１. 論文発表 
1) Hira A, Yabe H, Yoshida K, Okuno Y, 

Shiraishi Y, Chiba K, Tanaka H, 
Miyano S, Nakamura J, Kojima S, 
Ogawa S, Matsuo K, Takata M, Yabe 
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M. Variant ALDH2 is associated with 
accelerated progression of bone 
marrow failure in Japanese Fanconi 
anemia patients. Blood. 2013 Oct 
31;122(18):3206-3209. 

 
2) Kunishima S, Okuno Y, Yoshida K, 

Shiraishi Y, Sanada M, Muramatsu H, 
Chiba K, Tanaka H, Miyazaki K, 
Sakai M, Ohtake M, Kobayashi R, 
Iguchi A, Niimi G, Otsu M, Takahashi 
Y, Miyano S, Saito H, Kojima S, 
Ogawa S. ACTN1 mutations cause 
congenital macrothrombocytopenia. 
Am J Hum Genet. 2013 Mar 
7;92(3):431-438. 
 

3) Makishima H, Yoshida K, Nguyen N, 
Przychodzen B, Sanada M, Okuno Y, 
Ng KP, Gudmundsson KO, 
Vishwakarma BA, Jerez A, 
Gomez-Segui I, Takahashi M, 
Shiraishi Y, Nagata Y, Guinta K, Mori 
H, Sekeres MA, Chiba K, Tanaka H, 
Muramatsu H, Sakaguchi H, 
Paquette RL, McDevitt MA, Kojima S, 
Saunthararajah Y, Miyano S, Shih LY, 
Du Y, Ogawa S, Maciejewski JP. 
Somatic SETBP1 mutations in 
myeloid malignancies. Nat Genet. 
2013 Aug;45(8):942-946. 
 

4) Nomura K, Hoshino A, Miyawaki T, 
Hama A, Kojima S, Kanegane H. 
Neutropenia and myeloid dysplasia in 
a patient with delayed-onset 
adenosine deaminase deficiency. 
Pediatr Blood Cancer. 2013 
May;60(5):885-886. 
 

5) Okuno Y, Murakoshi A, Negita M, 
Akane K, Kojima S, Suzuki H. CD8+ 
CD122+ regulatory T cells contain 
clonally expanded cells with identical 
CDR3 sequences of the T-cell receptor 
beta-chain. Immunology. 2013 
Jul;139(3):309-317. 

 
6) Sakaguchi H, Okuno Y, Muramatsu H, 

Yoshida K, Shiraishi Y, Takahashi M, 
Kon A, Sanada M, Chiba K, Tanaka H, 
Makishima H, Wang X, Xu Y, Doisaki 
S, Hama A, Nakanishi K, Takahashi Y, 
Yoshida N, Maciejewski JP, Miyano S, 
Ogawa S, Kojima S. Exome 
sequencing identifies secondary 
mutations of SETBP1 and JAK3 in 
juvenile myelomonocytic leukemia. 
Nat Genet. 2013 Aug;45(8):937-941. 
 

7) Takahashi Y, Muramatsu H, Sakata 
N, Hyakuna N, Hamamoto K, 
Kobayashi R, Ito E, Yagasaki H, 
Ohara A, Kikuchi A, Morimoto A, 
Yabe H, Kudo K, Watanabe K, Ohga S, 
Kojima S, Japan Childhood Aplastic 
Anemia Study G. Rabbit 
antithymocyte globulin and 
cyclosporine as first-line therapy for 
children with acquired aplastic 
anemia. Blood. 2013 Jan 
31;121(5):862-863. 
 

8) Yoshida K, Toki T, Okuno Y, Kanezaki 
R, Shiraishi Y, Sato-Otsubo A, Sanada 
M, Park MJ, Terui K, Suzuki H, Kon 
A, Nagata Y, Sato Y, Wang R, Shiba N, 
Chiba K, Tanaka H, Hama A, 
Muramatsu H, Hasegawa D, 
Nakamura K, Kanegane H, 
Tsukamoto K, Adachi S, Kawakami K, 
Kato K, Nishimura R, Izraeli S, 
Hayashi Y, Miyano S, Kojima S, Ito E, 
Ogawa S. The landscape of somatic 
mutations in Down syndrome-related 
myeloid disorders. Nat Genet. 2013 
Nov;45(11):1293-1299. 
 

9) Yoshimi A, Kamachi Y, Imai K, 
Watanabe N, Nakadate H, Kanazawa 
T, Ozono S, Kobayashi R, Yoshida M, 
Kobayashi C, Hama A, Muramatsu H, 
Sasahara Y, Jakob M, Morio T, Ehl S, 
Manabe A, Niemeyer C, Kojima S. 
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Wiskott-Aldrich syndrome presenting 
with a clinical picture mimicking 
juvenile myelomonocytic leukaemia. 
Pediatr Blood Cancer. 2013 
May;60(5):836-841. 

 
 
２. 学会発表 
1) Kojima S. Aplastic Anemia : 

Therapeutic updated in HSCT. 2013 
International Forum on Bone Marrow 
Failure. Aug.16, 2013. Tianjin, China. 

 
2) Kojima S. Clonal Evolution from 

Aplastic Anemia to Myelodysplastic 
Syndrome with Monosomy7. 7th 
International Congress on 
Shwachman-Diamond Syndrome. Nov. 
3-6, 2013. Toronto, Canada. 
 

3) 小島勢二. 先天性血液疾患の病態研究
に関する最近の進歩. 第 116 回日本小
児科学会学術集会. 2013 年 4 月 19 日. 
広島. 
 

4) 坂口 大俊、西尾 信博、川島 希、王 稀
楠、成田 敦、土居崎 小夜子、村松 秀
城、濱 麻人、中西 康詞、高橋 義行、
土田 昌宏、小林 良二、伊藤 悦朗、矢
部 普正、大賀 正一、小原 明、長谷川 大
輔、真部 淳、伊藤 雅文、小島 勢二. 
Telomere length as a predictor for the 
immunosuppressive therapy in 
acquired aplastic anemia. 第 75 回日
本血液学会学術集会. 2013 年 10 月 12
日. 札幌. 
 

5) 王 希楠、村松 秀城、坂口 大俊、徐 銀
燕、川島 希、成田 敦、土井崎 小夜子、
Olfat Ismael、中西 康詞、濱 麻人、高
橋 義行、小島 勢二 . GATA2 shows 
association with familial MDS, but 
not AA and JMML in Japanese 
children. 第 75 回日本血液学会学術集
会. 2013年 10月 12日. 札幌. 
 

 

G. 知的財産権の出願・登録状況 

 １．特許取得 

なし 

 ２．実用新案登録 

なし 

 ３. その他 

なし 
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厚生労働科学研究費補助金（難治性疾患等克服研究事業） 

分担研究報告書 

 
マイコバクテリア易感染症（MSMD）を呈する機能喪失型

STAT1 異常症 
研究分担者 小林 正夫 （広島大学大学院医歯薬保健学研究院 教授） 

研究協力者 津村弥来、溝口洋子、平田修、岡田賢 
 

研究要旨 

メンデル遺伝型マイコバクテリア易感染症（MSMD）は BCG や非結核性抗酸菌など弱

毒抗酸菌に易感染性を呈することを特徴とする。IFN-γ レセプター（IFN-γR）1 欠損

症、IFN-γR2 欠損症、IL-12 欠損症、IL-12R 欠損症、STAT1 欠損症、NEMO異常症な

ど種々の病因が包含されている。STAT1 は type I IFN(IFN-α/β)と type II IFN(IFN-γ)

の両方のシグナル伝達に重要な転写因子であり、機能喪失型変異によって細胞内寄生

菌に対して易感染性を示すことが知られている。我々は本邦において 3家系 8例の常染

色体優性遺伝型のヘテロ接合性変異例を同定した。変異部位は SH2 domain が 1 例

（K673R）、母と男児家系は tale segment domain（Y701C）、祖母、父、患児を含む 4症例

は coiled coil domain（G250E）でいずれも新規変異であった。いずれの症例においても臨

床的には多発性骨髄炎を呈し、病理所見は非乾酪性肉芽腫であった。抗酸菌培養で陽

性を示したのは 1 家系のみであった。すべての家系で末梢血単球のインターフェロン刺

激によるリン酸化低下を認めた。STAT1 null osteosarcoma cell への STAT1 変異遺伝子

の強制発現実験を行い、遺伝子変異を有する STAT1 のシグナル伝達を検討した。すべ

ての変異で IFN-γ刺激に対し、STAT1 リン酸化低下、核内移行の軽度低下、DNA結合

能障害、dominant negativeの転写活性異常が認められた。常染色体優性型のSTAT1異

常症の報告は世界で 10 家系足らずであるが、この数年の遺伝子検査の進歩から本邦で

も 3 家系を同定した。BCG 接種に対する過剰反応や多発性骨髄炎を呈する症例におい

ては、STAT1 異常を含めたMSMD の診断が不可欠である。 

 

A. 研究の目的 

メンデル遺伝型マイコバクテリア易感染

症（MSMD）はBCGや非結核性抗酸菌など

弱毒抗酸菌に易感染性を呈することを特

徴とする原発性免疫不全症である。ç レセ

プター（IFN-γR）1 欠損症、IFN-γR2 欠

損症、IL-12 欠損症、IL-12R 欠損症、

STAT1 欠損症、NEMO 異常症など種々の

病因が包含されている。STAT1 は type I 

IFN(IFN-α/β)と type II IFN(IFN-γ)の両

方のシグナル伝達に重要な転写因子であ

り、機能喪失型変異によって細胞内寄生菌

に対して易感染性を示すことが知られてい

る。常染色体性優性遺伝を呈するヘテロ接
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合性変異の報告例は 10 例あまりである。

我々は本邦第一例を診断後、3 家系の常

染色体優性遺伝型のSTAT1ヘテロ接合性

変異例を同定したので、機能解析を含めて

報告する。 

 

B. 研究方法 

【症例 1】9 歳男児。6 歳時に左肘部の腫

脹から骨髄炎を診断。生検にて非乾酪性

肉芽腫症を認めた。STAT1 の SH2 ドメイン

の変異（K673R）を同定。 

【症例2、3】3歳男児。背部痛と炎症所見

の持続から多発性の骨病変を認めた。生

検で非乾酪性肉芽腫を認めた。STAT1 の

TS セグメントのリン酸化部位の変異

（Y701C）を同定した。患児の母親も 18 歳

時に骨髄炎を指摘され、抗菌薬治療を受

けていた。骨病変の精査から、頸椎、腰椎

の変形と圧迫骨折を認めた。児と同じ変異

を同定した。 

【症例4-8】2歳男児。跛行を主訴として、

左踵骨の骨破壊を認めた。生検にて非乾

酪性肉芽腫と BCG 菌を同定した。STAT1

の Coiled coil ドメインに変異（G250E）を同

定した。父親が皮膚結核の既往と多発性

骨髄炎あり、児と同じ変異を同定。父方祖

母も13歳時に皮膚結核（BCG菌）。腰椎の

変形を認め、同じ変異を同定。患児の従兄

弟、叔父も骨髄炎既往と同じ変異が同定さ

れた。すべて優性遺伝形式と考えられた。 

図 3 家系の STAT1 変異部位 

 

 

（倫理面への配慮） 

本研究は、広島大学ヒトゲノム・遺伝子解

析研究倫理審査委員会での承認を得た。 

 

C. D. 研究結果と考察 

3 家系で STAT1 の変異部位が異なって

いたため、STAT1 のリン酸化、核内移行、

DNA 結合能ならびに転写活性を検討した。

すべての症例において、IFNγ刺激による

リン酸化はわずかに残存、核内移行は軽

度に障害、DNA 結合はほぼ消失、転写活

性はDominant-negative 効果で減少してい

た。変異部位による大きな差は認められな

かった。一方、IFN-αによる刺激では、転

写活性に影響はなかった。これらの結果は

患者の臨床症状が主として細胞内寄生菌

に対する易感染性であり、ウイルス感染に

は易感染を示していないことと一致してい

た。興味ある臨床症症状はすべての症例

が骨病変（慢性骨髄炎）を呈していることで

ある。MSMD の原因である IL-12 欠損症、

IL-12R 欠損症、NEMO 異常症で、骨髄炎

を合併する頻度は極めて少ないのに対し、

IFN-γレセプター（IFN-γR）1 欠損症、

IFN-γR2 欠損症、 STAT1 異常症での骨

髄炎の合併は高率である。本邦症例の臨

床的検討においても STAT1 異常はほぼ全

例で骨髄炎を呈していることから、IFNγ

-STAT1 シグナル伝達経路が骨髄炎発症

に多大に関与していることが推測される。

破骨細胞の活性化にこのシグナル伝達経

路が重要であることは骨病変との関係を裏

付けるものかもしれない。今後、葉克細胞

の増殖と機能を検討する予定である。また

STAT1では機能獲得型変異で慢性皮膚粘

膜カンジダ症（CMCD）を発症することが明
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らかとされている。MSMDとCMCDで、変異

部位の偏りはあるものの、どのドメインでも

機能喪失型と機能獲得型変異が存在して

いる。STAT1 の機能と変異、表現型の違い

を明らかにする必要があると思われる。 

 

E. 結論 

本邦でSTAT1異常症3家系8症例を同

定した。STAT1変異部位は3家系で異なっ

ていたが、機能解析の結果はほぼ同様で

あった。臨床的にはすべての症例で慢性

骨髄炎を合併していた。稀少な食細胞異

常症を明らかとすることが出来た。 

 

F. 研究発表 

１. 論文発表 
1) Mizoguchi Y, Tsumura M, Okada S, 

Hirata O, Minegishi S, Imai K, 
Hyakuna N, Muramatsu H, Kojima S, 
Ozaki Y, Imai T, Takeda S, Okazaki T, 
Yasunaga S, Takihara Y, Bryant V, 
Kong X, Crypwy S, Dupuis S, 
CasanovaJL, Morio T, Kobayashi M: 
Simple diagnosis of STAT1 
gain-of-function alleles in patients with 
chronic mucocutaneous candidiasis.  
Journal of Leukocyte Biology, 2013 (in 
press). 

 
2) Kobayashi Y, Matsui H, Kanai A, 

Tsumura M, Okada S, Miki M, 
Nakamura K, Kunishima S, Inaba T, 
Kobayashi M: Identification of the 
integrin β3 L718P mutation in a 
pedigree with autosomal dominant 
thrombocytopenia with 
anisocytosis.  British Journal of 
Haematology 160: 521-9, 2013. 
 

3) Hiramoto T, Ebihara Y, Mizoguchi Y, 
Nakamura K, Yamaguchi K, Ueno K, 
Mochizuki S, Yamamoto S, Nagasaki 
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分担研究報告書 

 
全エキソーム解析によって解明した 

Hoyeraal-Hreidarsson 症候群の責任遺伝子：RTEL1 
 

研究分担者 原 寿郎 （九州大学大学院医学研究院成長発達医学 教授） 
 

研究要旨 
先天性角化不全症は、これまでテロメア関連遺伝子変異により発症すると報告されて
いる。原因不明であったHoyeraal-Hreidarsson症候群の児について、その原因を解明す
るためエキソーム解析を行ったところ、RTEL1遺伝子のcompound heterozygous mutation
を確認した。RTEL1 はテロメアの維持・複製、および DNA 二本鎖切断修復に関与してお
り、2013 年に先天性角化不全症の新規原因遺伝子として新たに報告された。本症例は
本邦初の RTEL1 変異による Hoyeraal-Hreidarsson 症候群と考えられた。 

 

A. 研究の目的 

Hoyeraal-Hreidarsson 症候群(HHS)は先

天性骨髄不全症候群の1つであり、先天性

角化不全症（dyskeratosis congenita；DC）

の最重症型である。乳児期早期に骨髄不

全症を発症し、小頭症、小脳低形成、成長

発達遅延、顔貌異常を呈する。これまでテ

ロメア関連遺伝子の変異により発症すると

報告されているが、まだ半数例では既知の

遺伝子異常を認めず、未知の原因遺伝子

が存在すると考えられる。我々は、既知の

テロメア関連遺伝子に異常を認めない

HHS男児例とその両親を対象とし、全 exon

解析(whole exome sequence)を行い、原因

遺伝子探索を行った。 
 
B. 研究方法 

[症例] 在胎36週 0日、体重1455gで出

生した男児。体重増加不良と発達遅滞があ

り、頭部 MRI で小脳低形成を認めた。１歳

時に Escherichia coli による敗血症罹患後

より汎血球減少と低ガンマグロブリン血症が

進行した。末梢血で B 細胞・NK 細胞数は

著減 し て い た 。 骨 髄 は 低形成 で 、

Flow-FISH 法によりテロメア長の短縮を認

め、先天性角化不全症の最重症型である

Hoyeraal-Hreidarsson 症候群と診断した。

造血不全が進行し発熱が持続し緊急的に

臍帯血移植を施行したが救命できなかっ

た。 

[遺伝子解析] 

ご両親に遺伝子解析について説明を行

い、同意を得て患者末梢血より DNA を抽

出し、既知の原因遺伝子(TERC, TERT, 

DKC1, NHP2, NOP10, TINF2, TCAB1)お

よび APOLLO/IKAROS 遺伝子に対し、サ

ンガー法による遺伝子解析を行った。 

（倫理面への配慮） 

本研究は九州大学病院倫理委員会によ

り承認(承認番号：488-00)されており、患者

およびご両親に対する研究解析に関し、書
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面により両親に説明し、同意を得た。匿名

化を行い個人情報保護に配慮した。 
 
C. 研究結果 

サンガー法で解析した遺伝子（TERC, 

TERT, DKC1, NHP2, NOP10, TINF2, 

TCAB1, APOLLO, IKAROS）に変異を認

めなかった。 

Whole exome sequence では、in house SNP

（正常検体でみられる SNV）、dbSNP131 で

報告されている SNP、アミノ酸置換を伴わな

い synonymous な SNV、Mismatch 率（SNV

をcallするreadの割合）が25％以下（in/del

では10％）で信頼度が低いSNVを除外し、

患者検体で 354 の SNV/SNP または in/del

を同定した。これらのうち、常染色体劣性遺

伝形式をとり、テロメア関連遺伝子であるも

のは唯一 RTEL1（Regulator of telomere 

elongation helicase 1）遺伝子であり、複合

へ テ ロ 遺 伝 子 変 異 （ c.1915C>T: 

p.Arg639Cys, c.3134G>A: p.Trp1045X）を

認めた。サンガー法により確認し(図 1)、患

児の両親は保因者であった。 

 

図 1.本症例で同定したRTEL1遺伝子変異 

 

c.1915C>T: p.Arg639Cys 変異に関して、

SIFT(http://sift.jcvi.org/) お よ び

Poly-phen-2 

(http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/)

による変異予想解析では、いずれも

Damagingであり、同部位は種を越えて保存

されている部位であった。 
 
D. 考察 

RTEL1 はテロメアの維持・複製、および

DNA 二本鎖切断修復に関与しており 1、

2013 年に先天性角化不全症の新規原因

遺伝子として報告された 2-4) Le Guen T. et 

al, Hum Mol Genet.2013)。過去の報告では

ほとんどが本症例と同様の常染色体劣性

遺伝形式の HHS で表現型も類似していた

（表 1）。一方で hetero 接合性変異の軽症

DC 例も報告されており、今後の症例蓄積

が望まれる。 

 

表 1.既報告と本症例との比較 

 

 
 

E. 結論 

全エキソーム解析によって、国内で最初

となる RTEL1 遺伝子変異による

Hoyeraal-Hreidarsson 症候群患者を同定

した。 
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研究要旨 

先天性角化不全症(Dyskeratosis congenita: DKC)の約 40%の症例は原因遺伝子変異

が同定されていない。我々は次世代シークエンサーを用いてDKCや不全型DKCにおけ

る新規の原因遺伝子変異の探索を行った。現在既知の遺伝子変異を認めない

Hoyeraal-Hreidarsson syndrome 1 症例、DKC4 症例、不全型 DKC13 症例に対して検討

を行った。DNAヘリカーゼ遺伝子群ではRTEL1変異などが、テロメラーゼ複合体遺伝子

群では TEP1 変異が、Shelterin 複合体遺伝子群では ACD(TPP1)変異が新規の原因遺

伝子変異の候補として発見された。今後これらの遺伝子変異の機能解析を行う予定であ

る。 

 

A. 研究の目的 

 先 天 性 角 化 不 全 症 (Dyskeratosis 

congenita: DKC)は網状色素沈着、爪の萎

縮、舌の粘膜白斑症などといった特徴的身

体的所見を伴う先天性の骨髄不全症(Bone 

marrow failure: BMF)である。10歳前後まで

に約 80%以上の症例にこれらの特徴的身

体所見が付随し BMF を発症する。また約

8%の症例に皮膚、上咽頭、消化管の扁平

上皮癌や腺癌などの悪性腫瘍や、急性白

血病などの造血器腫瘍の発生が認められ

る。遺伝型式はX連鎖劣性遺伝が 35%、常

染色体優性遺伝が 5%、常染色体劣勢遺伝

が数%に認められるが、残りの約 60%近くが

型式不明である。DKC の約 60%の症例に

おいて原因遺伝子が同定され、テロメラー

ゼ複合体を構成する遺伝子群である、

DKC1 、 telomerase RNA component 

(TERC)、telomerase reverse transcriptase 

(TERT)などや、Shelterin複合体を構成する

蛋 白 で あ る TRF-interacting nuclear 

protein (TINF2)に変異が認められている。 

テロメラーゼ複合体は細胞分裂によるテ

ロメアの短縮化に対しテロメアの複製、安定

の役割をもち、Shelterin 複合体はテロメア

の先端部位の特異的な構造形成や保護な

どを行っている。DKC はこれらの遺伝子の

変異によりテロメアが短縮化し、その結果造

血幹細胞などの増殖能に障害が起き上記

の症候が形成されると考えられている。 

これまでに我々は DKC の原因遺伝子で

ある上述のテロメア制御遺伝子の変異が、

一部の再生不良性貧血(aplastic anemia: 

AA)や骨髄異形成症候群(myelodysplastic 
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syndrome: MDS)に認められ、特徴的身体

所見を伴わず緩徐に発症する不全型 DKC

の 存 在 が 明 ら か に し た (Lancet 

2003;362:1628, Blood 2003;102:916, N 

Engl J Med. 2005 352: 1413)。不全型 DKC

は臨床的にAAやMDSと診断され、効果が

得 ら れ な い 免 疫 抑 制 療 法

(immunosuppressive therapy: IST)が行われ

ることがある。以上より BMF の臨床診断に

おいて不全型 DKC を鑑別することは重要

である。 

現在のところDKCや不全型DKCの診断

基準は定まっておらず、臨床的には上述の

特徴的身体的所見を伴う BMF、テロメア長

の短縮、テロメア関連遺伝子の変異の同定

によって診断を下している。しかしテロメア

関連遺伝子の変異の同定に関しては原因

遺伝子だけでも 7 種類存在し、その変異も

一塩基変異から大欠失変異や片アレル欠

失まで多彩で従来のサンガ―法による変

異のスクリーニングは効率的ではない。ま

た約 40%の症例は原因遺伝子が同定され

ていないことも問題である。 

近年次世代高速シークエンサーが登場

し、これまでのサンガ―法による直接塩基

決定法よりより早く効率的に塩基配列の決

定が可能となった。本研究は原因遺伝子

が同定されていない症例に関して、次世代

シークエンサーを用いて全exonシークエン

スを行い、新規原因遺伝子変異を同定す

ることを目標としている。 

 

B. 研究方法 

研究対象は、原因遺伝子が同定されて

い な い 特 徴 的 身 体 的 所 見 を 伴 う

Hoyeraal-Hreidarsson syndrome(HHS)症例、

DKC 症例、もしくはテロメア長の短縮が認

められた不全型 DKC 症例。目標症例数は

20 症例。 

これらの症例に対して DKC1、TERC、

TERT、NOP10、NHP2、TINF2、TCAB1 と

いった既知の遺伝子変異のスクリーニング

を日本医科大学生命科学センターの ABI 

Ion PGM™ シークエンサーもしくは、従来

の direct sequence 法にて遺伝子解析を行

う。 

新規遺伝子変異の探索は、上記のスクリ

ーニングにおいて変異が同定出来なかっ

た症例に対して、東京大学医学部附属病

院・キャンサーボードの次世代シークエン

サーIllumina 社 GAII, GAIIx, HiSeq2000 を

用いて全 exon シーケンスを行う(2013 年 7

月より京都大学腫瘍生物学講座)。新規遺

伝子が同定された場合は、そのバリデーシ

ョンや機能解析を日本医科大学生命科学

センターにて行う。 

（倫理面への配慮） 

 本研究は当施設遺伝子倫理審査委員会

において承認が得られており以下の配慮を

予定している。生命倫理上の配慮に関して

は、患者、及び健康ボランティアの人権、

利益の保護について文書にて十分説明を

したうえで同意を得る。また研究への協力

に同意した後であってもその同意を取り消

すことができること、更に本研究への同意

が得られない場合においても今後の治療

などにはなんら不利益を被らないことを説

明する。個人情報漏洩に対する取り組みと

して研究組織とは別に個人情報管理者を

おき連結可能匿名化をはかったうえで解析

をおこなう。同意が撤回された場合は、検

体、診療情報、遺伝情報はすべて匿名化
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されたまま焼却により破棄する。得られた結

果は学会や論文として発表するが個人情

報が出ることはない。遺伝子結果の開示を

研究対象者が要求する場合は、倫理的問

題を考慮し遺伝子カウンセリングを施行し、

結果の告知は臨床遺伝専門医(遺伝カウン

セラー)により行う。 

 

C. 研究結果 

次世代高速シークエンサーを用いた新

規遺伝子変異の探索 

既知の遺伝子変異がサンガ―法や次世

代高速シークエンサーにて同定されなかっ

た症例に関して現在新規の遺伝子変異の

探索を行っている。現時点では表 1 に示す

新規遺伝子変異の候補が抽出されてい

る。 

1. DNA ヘリカーゼ遺伝子群の変異 

DNAヘリカーゼ遺伝子であるWRN変異

を 1 症例に、RECQL4 変異を 3 症例に、

PIF1 変異を 2 症例に、BLM 変異を 2 症例

に、RTEL1変異を 3症例に認めた。RTEL1

変異の2症例(症例14、15)は、母にRTEL1 

102+1G>A のヘテロ変異が認められ、症例

においては102+1G>AとF709Lの両アレル

に変異があると考えた。その他の変異はす

べてヘテロ変異であった。しかし症例 6 に

関してはヘテロの BLM 変異と PIF1 変異を、

症例 11 に関してはヘテロの WRN 変異と

RECQL4 変異を認めている。 

 

2. テロメラーゼ複合体遺伝子群の変異 

テロメラーゼ複合体遺伝子群のひとつで

ある TEP1 変異を 2 症例に認めた。1 症例

はnonsense mutationで1症例は frameshift 

mutation であった。 

 

3. Shelterin 複合体遺伝子群の変異 

 Shelterin 複合体遺伝子群のひとつである

ACD(TPP1)に変異を認めた。変異部位は

Shelterin複合体を形成しDKCの原因遺伝

子変異である TINF2 との結合ドメインであ

った。 

 

4. その他 

毛細血管拡張性運動失調症の原因遺

伝子で DNA 損傷修復反応の重要な機能

を有する ATM のヘテロ変異を 1 症例に、

顔面の奇形、免疫不全、網状皮斑、低身

長を症候とする FILS syndromeの原因遺伝

子として同定された DNA ポリメラーゼの機

能をもつPOLEのヘテロ変異を1症例に認

めた。 

 

表 1 次世代高速シークエンサーによって

抽出された新規遺伝子変異候補 

Clinical Daiganosis Mutation 1 Mutation 2 Mutation 3
1 HHS PIF1 P109S
2 DKC
3 DKC ACD F461L RECQL4 G1105R
4 DKC
5 DKC
6 cryptic  DKC BLM G1129R PIF1 P109S ATM V1260M
7 cryptic  DKC BLM L716F
8 cryptic  DKC
9 cryptic  DKC TEP1W1079fs
10 cryptic  DKC
11 cryptic  DKC WRN 3139-1G>C RECQL4 T465M
12 cryptic  DKC RECQL4 A72V
13 cryptic  DKC TEP1 R1237X
14 cryptic  DKC RTEL1 102+1G>A RTEL1 F709L
15 cryptic  DKC RTEL1 102+1G>A RTEL1 F709L
16 cryptic  DKC POLE R266X
17 cryptic  DKC
18 cryptic  DKC RTEL1 V643G  

 

D. 考察 

次世代高速シークエンサーによる新規

遺伝子変異探索は、DNA ヘリカーゼ遺伝

子群、テロメラーゼ複合体遺伝子群、

Shelterin 複合体遺伝子群に新規の遺伝子

変異の候補が発見された。 
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その中でも DNA ヘリカーゼ遺伝子群の

RTEL1 変異は、我々と同様に次世代シー

クエンサーを用いた新規遺伝子変異探索

によって 2013年にいくつかのグループから

DKCの重症型であるHHSの原因遺伝子と

して報告がなされたばかりである。これらの

報告では RTEL1 変異は常染色体劣性遺

伝形式のHHS症候群の原因遺伝子と考え

られている。今回の我々が発見した 2 症例

(症例 14、15)に関しては 102+1G>A と

F709Lの両アレルに変異があり原因遺伝子

の可能性が高い。しかしこれまでの RTEL1

変異を認めた症例の大多数はDKCの重症

型である HHS であるのに対して、今回我々

が発見した症例 14、15 はともに不全型

DKC の臨床像を示している。現時点では

明らかになっていないが、RTEL1 の変異部

位による機能差が臨床像の違いに関与を

している可能性があり今後の機能解析の結

果が待たれるところである。 

また9/18症例(50%)にDNAヘリカーゼ遺

伝子群の変異が認められ、症例 6 や 11 に

関しては異なる DNA ヘリカーゼ遺伝子群

のヘテロ変異を 2 つ認めている。これらが

DKC の病態にどのように関与をしているの

かは明らかではないが、大変興味深い結

果であると考える。 

新規の原因遺伝子として有望と考えられる

テロメラーゼ複合体遺伝子群の TEP1 変異、

Shelterin複合体遺伝子群のACD(TPP1)変

異が発見された。今後機能解析を行い原

因遺伝子変異として確定をする予定であ

る。 

 

 

 

E. 結論 

現在既知の遺伝子変異を認めない HHS、

DKC、や不全型DKCに対して次世代高速

シークエンサーを用いて新規遺伝子変異

探索を行い、DNA ヘリカーゼ遺伝子群、テ

ロメラーゼ複合体遺伝子群、Shelterin 複合

体遺伝子群に新規の遺伝子変異の候補を

発見した。 
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