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原発性免疫不全症，分子遺伝学，出生前診断，幹細胞培養

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　でPIDSの約16％を占めている。次いで好中球内の

　　　　　　　　　　はじめに　　　　嚇灘のうち，o，一甦不tseから艶ブド蝿菌や

　原発性（先天性）免疫不全症は，今日のAIDS禍　　大腸菌を殺菌できない慢性肉芽腫症（CGD）が12・5

で，後天性免疫不全症（AIDS）という病名力・一鼠世　％，3翻がlgAの選撫勺欠損症が12・0％・幡

界的なトピックスとなっており，このために原発生　　目が小児伴性無ガソマグPtブリン血症である。このよ

（先天性）免疫不全症についても日常会話に登場する　　うに，現在，われわれが研究対象としているB細胞系

一一・一

ﾊ的な学術用語となってきた。主としてヘルパーT　　の欠損，または，不全症はCVIDと伴性無ガソマグ

細胞がHTLV一皿ウイル聴染微呼・よ・曙減し，　・I」’／血症齢計すると登録症例の1／41こ達してい

その結果，細泡性免疫，抗体産生能などが壊減的に破　る・

灘れる。したが。て，脚見感薙やウイ・レス號　 拠・－C・ee・2・tz・PIDSの予後融結馳示す説生頻

癌と思わ泌肉卿離より溌繊3年以内に死亡　度と重姻子齢わせ傭察すると2輔の追跡謹
するといわれ，瀬の最燗心事とな。た．しかし，　では，聾齢免疫不全症で溌生搬5｛立瀦亡率

このAIDS禍のためか，我々の免疫アレルee’　一一外来　　84％できわめて予後が悪い。次いで死亡率60％以上の

では，その病態の説明に以前は大変苦労した記ll意があ　　PIDSを列挙してみると，胸腺低形成症・　DiGeorge

るが，今日では，”あのエイズの子供版ですか”と比　　症候群（登録1順位8位，死亡率66．7％），血小板減少，

較的容易に醐鯉解していt・teける．しかし源発　湿疹，反撚勉3主徴とするWi・k・tt－Ald・i・h症

性鞭不全症囎（P・imary　immun。d・fi・i…y　囎（登録順位6位・死亡8×64・・6％）・末梢舶鱒

syndrome：PIDS）の発症頻度は，それ程高いもので　　内の巨大メラ＝ソ穎粒，部分的白子症，易感染性の3

臆く濠・に示したごとく・988年，厚生省の醗　概するCh・di・k・東症麟（翻ll匝位・3位・死亡率

性免疫不蛎囎全醗録セ〃一の鰍によると　88・9％）鍾鰍PIDSであり・釧；の死亡率は34箔

約800例の発症が登録されている1）。その第1位は　　ときわめて死亡率の高い疾患群である。この集計は，

Common：variable　immunQdeficiency（CVID）　　抗生物質の発達，イムノグPtブリソ補充療法，骨髄移
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表1　原発性免疫不全症候群登録総数

病　　　　　　　　　　名

1小児伴性無ガンマグロブリソ血症

2　胸腺低形成症・DiGeorge症候群

3　重症複合免疫不全症

4　網内系無形成症

51gA選択的欠損症

61gA以外のIgの選択的欠損症
7　Ataxia・telangiectasia

8Wiskott・Aldrich症候群

9正常ないし増加した工gを有する免疫不全

10乳児一過性低ガンマグPtブリン血性

11　Common　variable　immunodeficiency

12胸腺腫を伴う免疫不全

13短肢條儒を伴う免疫不全

14　慢性肉芽腫症

15Cllediak・東症候群

16　その他の好中球機能不全

17慢性皮膚粘膜カンジタ症

18　捕体成分の欠損症

19　そ　の　他

合　　　　　　　　　　　計

男

74

28

54

1

51

11

33

49

15

26

82

5

0

85

6

24

4

8

3

559

女

7

10

3

計

0　74

11　39

19　73

0L　1

45　96

5　16

27　60

1　50

5　20

13’39

45127

5　10

2　　2

15100

5　11

20　44

　　11

238

18

6

797

全体に
対する
％

9，3

4．9

9，2

0，1

12．0

2．0

7．5

6．3

2．5

4．9

15，9

1．3

0．3

12，5

1．4

5．5

1．4

2．3

0，7

初診時
16才以
上の例

0

0

0

0

37

6

2

0

3

0

27

10

0

4

0

0

2

7

1

（その％）

38．5

37．5

3．3

15．0

21，3

100．0

4，0

18，2

備　　　　　　考

うち疑い19

うちDiGeorge症候群28
うち疑い8ADA（∋4

うち3歳以下14

1gMe　121gGe4

女子は疑い例

うちRosen型12疑い2
うち2歳以下20

高IgE症候群25

1988，8，20現在　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　原発生免疫不全症候群全国登録セソター

表2　原発性免疫不全症候群・全国登録の死亡例数

蟹禦　　免疫不全の・テ・・一　　灘濯嘉例謬欝死亡身割合

1小児伴性無ガンマグロブリソ血症　　　　　　　　73〔5〕　　　34〔2〕　　　g．6

2胸腺低形成症・DiGeorge症候群　　　　　　　　39〔26〕　　　7〔〕　　　66，7　　　1

3　重症複合免疫不全症　　　　　　　　　　　　　　68〔56〕　　　　6〔1〕　　　83．3

4　網内系無形成症　　　　　　　　　　　　　　　　　1〔1〕　　　　　〔　〕　　　100。0

51gA選択的欠損症　　　　　　　　　　　　　7g〔7〕　　　34〔4〕　　　13，　g

61gA以外のIgの選択的欠損症　　　　　　　　17〔4〕　　　3〔〕　　　23，5
7　Ataxia－telangiectasia　　　　　　　　　　　　　59〔17〕　　　　23〔8〕　　　　42．4

8Wiskott・Aldrich症候群　　　　　　　　　　48〔25〕　　　13〔6〕　　　64．　6

9正常ないし増加したIgを有する免疫不全　　　　19〔7〕　　　5〔1〕　　　42．1

10乳児一一一一過性低ガン々グロブリン血症　　　　　　39〔3〕　　　12〔〕　　　7。7

11　Common　variable　immunodeficiency　　　　109〔23〕　　　33〔4〕　　　24．8

12胸腺腫を伴う免疫不全　　　　　　　　　　　　9〔3〕　　　2〔2〕　　　55，6

13短肢條儒を伴う免疫不全　　　　　　　　　　　　　2〔　〕　　　　1〔1〕　　　50．0

14慢性肉芽腫症　　　　　　　　　　　　　　　　g5〔16〕　　　46〔7〕　　　24．2

15Chediak・東症候群　　　　　　　　　　　　　　9〔8〕　　　　1〔〕　　　88．9
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16その他の好中球機能不全　　　　　　　　　　　43〔2〕　　　24〔5〕　　　16．3

17慢性皮麟撒カソジタ症　　　　　　10〔2〕　4〔〕　20・2
18補体成分の欠損症　　　　　　　16〔1〕　12〔1〕L12・5
19その他　　　　　　　　　2〔2〕　　1〔1〕　100・0

050100　　合　　計　　　　　　　737〔208〕　248〔42〕　33・9％

植などの支持療法が極度に発達した最近の成績であり，　原発性免疫不全症では約10％が重症化し，あるものは

免疫不全症調査研究班の発足当時の死亡率70％台と比　　悪性リンパ腫へと移行してゆく。したがって現在でも

較すると著しく改善された調査成績である。　　　　　　免疫不全症の専門外来でのEBウイルス感染症は，き

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　わめて重大な問題である。われわれはCVIDの2症
　　　　1　原発性免疫不全症の治療の進歩2）　　　　　例のEBウイルス感染症にLAK細胞の養子移入療法

A　インタクト（静注用）免疫ゲロブリンによる置換　　を爽施し，その1例の問質性肺炎に劇的な効果をみた。

　療法　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　他方，重症複合免疫不全症の重症感染症にも応用し，

　無および低ガンマグPtブリン血症に対する免疫グP　　アシクロビール無効例において著効をみた。また現在

ブリソ置換療法は免疫グPブリソのlsotypeが発見　　有効な治療法の確立されていないWiskott－Aldrich

された当時から実施されていた。しかし，intact型の　　症候群においても・IL・－2を投与したところ・ヘルパー

静注用製剤（IVIg）が広く用いられるようになってか　　T細胞活性・遅延型皮膚反応・NK活性の著増がみら

ら10年ほどの歴史しかない。静注ルートでの置換がル　　れ，今後将来性のある治療法として期待されている。

一チソ化されてから，肺，呼吸器を中心とする重症感　　C　移植療法

染症の発生頻度の低下は歴然たるものがあり，IgG1，　　　重症複合免疫不全症に対する骨髄移植療法は，方法

IgG2，　IgG3，工gG、のサブクラスの置換も完全であり，　　論の改善により，多数の成功例が報告されるようにな

この治療法は国際的に確立された方法となった。しか　　った。これらの症例の約30％に存在するadenosine

し，10年以上follow　upした4人の成人例の成績で　　deaminase欠損症の症例に移植細胞を3回に分割し

は，投与開始当時は正常範囲内にあった肺機能が全症　　　て移植したところ，従来不可能であったが移植の生着

例でflow　volume曲線の下降脚が陥凹し，　V25／HT　　が報告されている。しかし，この症例は遣伝子導入治

値が予測値の50％以下となり，末梢気道の閉塞性障害　　療が最先端では精力的に爽施されており，すでに数例

が指摘され，今後長期にイムノグロブリソの置換療法　　の報告がなされている12）13）。

を実施する上での警鐘となった。　　　　　　　　　　　DiGeorge症候群においては，胎児胸腺移植が根治

B　組換えLI－2による養子免疫移植療法　　　　　　　的療法である14）15）。胸腺組織は，上皮性着護細胞

　この治療法は，われわれが最初｝ご免疫不全症に応用　　（epidemial　nurse　ce11）と胸腺ストローマ細胞で構

した方法である3）一’！1）。イソターリウキソ2（IL－・2）は　　成され，その微少環境に移入した骨髄のpre　T細胞は，

T細胞，B細胞，　NK細胞の増殖に関与し，キラーT　　自己の組織適合抗原（HLA）を表示し，　CD4やCD8

細胞，LAK（Lyrnphokine　Activated　KMer）細胞を　　を表示することにより，成熟T細胞へと増殖分化して

誘導する重要な物質である。最も簡便な方法は，リコ　　ゆく。しかし・胎児胸腺組織の場合は・その抗原提供

ソビナソトIL．．2を2．　5U～10U／kg／日で連続的に静　　細胞の未熟性から・骨髄のpre　T細胞が移入し・増殖

注法で投与するか，伽vitroでキラーT細胞，または　　分化の場を提供することが可能である。しかし・約半

LAK細胞を誘導したあと，生体に養子移入してやる　　数は患老の丁細胞機能の構築とともに拒絶反応によっ

方法である。前者は簡便であるため，bed　sideで実施　　て移植胎児胸腺が拒絶されることから・組織適合性の

可能であるが，後者は少々の培養技術が要求される。　　よいドナーの胸腺移植が望まれる。

しかし，後者はきわめて効率良く，キラーT細胞，　　　以上・突際の臨床例を中心に現在の原発性免疫不全

LAK細胞が誘導されるため，効果も前渚の数倍は期　　症の治療の進歩を概説した。しかし・これらの進歩は・

待される。しかもその適臨は，発生頻度は比較的高い　　弛まざる，病態研究の結果発展したものであり，次章

Epstein　Barrウイルスの重症感染例である。この感　　では現在の病態研究の概要を細胞工学，分子遺伝学的

染症は大多数の人為には不顕性感染として経過するが，　手技を中心に記載する。
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　るともう一方の染色体で同様の転写を試みる16）一’18）。
　　　　　ll触担当細胞の館子鰯　　　かくして一度完欽v領域が完成し，，鎖醗現され

A　B細胞系の増殖と分化　　　　　　　　　　　　ると，これが停止信号となってH鎖のV領域の組換え

　B細胞系はリソバ系幹細胞からストローマ細胞に乗　　が停止される。遺伝子レベルでアレル（allelic　excu一

って増殖分化してくる。成熟過程にしたがって，pro　B　　sion）対立遺伝子排除が完成すると今度は，染色体第

（pre　pre　B），　pre　B（cμ＋），未熟B（Sμ＋），成熟B　　2番q座に位置するLκ鎖の組換えが開始される。こ

（Sμ㌔Sδ＋／，Sr“／，　Sα＋／Sε）のB細胞となり，それ　　の転写も片方のアレルで失敗すると他方のアレルで組

それの形質細胞が形成され，各クラスのイムノグPtブ　　換えが試みられ，完全なκ鎖が完成するとこの組換え

リンを産生する（図1）。Ig遣伝子の再構成は主とし　　作業は停止される。さらに両方のアレルで失敗すると

てB細胞系に特異的にみられる。概念的にIg遺伝子　　今度は染色体第22番q座に位置するLλ鎖の組換えが

にはまったく組換えがみられないがBリンパ球に分化　　始められる。われわれの謄帯B細胞をEBウイルスを

するべく運命づけら2ifo　pro　B（pre　pre　B）にはIg　　使用してクローニングした成績は，κ：λ比は3：1

遺傍子の組換えがおこる。ついで細胞質にμ鎖のみ　　であり，ストローマ細胞上でのクロー一ニソグの成績は

を表現し，Lm，　L2の組換えのみられない細胞をpre　　κ：2比5：1であった。

B細胞と定義している。これをIg遺伝子の動態から　　　このように培養条件が良い場合はκ：λ比はκの比

みると，図2に示すごとく，染色体第14番q座に位置　　率が上昇し，逆に培養条件が悪化するとκ：2比は低

するH鎖のD－J組換えがおこり，次いでV断片とDJ　　下する現象がみられる。ともあれ，　Ig遺伝子のH鎖

との組換えによりμ鎖が完成され，細胞質にμ一rn　　とL鎖の組換えが完成して，表面膜型Ig陽性のB細

RNAの発現，ついでμ一lgを合成するpre　B細胞と　　胞として各リソバ臓器で活性を発揮できるようになる

なる。V断片の組換えは完全なV領域の転写に失敗す　　わけである。これらの現象の概要を図3に示した。

胸腺

造1血1幹　　　　　　　リンパ前馬区

○

CD3／TCRγδ

・鷺’・

！’

E・@CD8＋

　CD3／TCRαβ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、

鱗一一ルパー嘲胞
　’　CD4＋

。懲掌゜と羅と拶蜘4
撫舗胞IgM“lgD＋lgA’°「21・Al・・2　　1・A1・・2

胎霧一…　　C卜①ノ
　　　　　　　　　　　1”M’lgD＋欺㌻①ノ

　　　　　　　　　　　　　成熟B細胞　　　　　　プラズマ細胞

図1　リンパ系細胞の増殖と分化
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　　　　　　　　　　　　　　　　　第14番染色体

　　Vi　V2　Vゴ・・V”　　　　　D　　　　　　J　　μ　び　　γ3　rtψ‘α1　γL・γ4　εα2

　　　　　　　　t－－－－k－－－s
5－

　　　　　　　　　　　　　　　　　第2番染色体

　VκiVκ2　Vκ3…VXn　　　　　　　　　　Jx　　　　　　　Cκ
　　－　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．－－A・－－．

　　　　　　　　　　　　　　　　　第22番染色体

V蝦λ・　　　臭　　CλICλ・Cλ・Cλ・Cλ・Cλ・

5－P聾be－　　　　　一一一3ヂ
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　a

　　　　　　　　　　　　　　　　　第M番染色体

　　　　　　　匿麺］　製L・、1），D，…D，2　JIJ，・・，，・…，、　C、t　C・離藍enes

　　　　　　　DNA　・’臆Q！H恥聯蜘瀞矛…一一一一・’
　　　　　　　「ea「rangement　i　　　　／　　　〆〆

　　　　　　　　Bリンパ球　　　　i　　，！！　／／’『’

　　　　　　　　　　　　　　　　VlD，Jt；ρμ・’℃δ　collstaTlt　regien　genes

　　　　　　　DNA　S’SUA－一一一一…・’
　　　　　　　t・anscriptiofi　↓

　　　　　　　　　　　　　　　　VID2J6　Cμ　Cδ

　　　　　　　・uclea・RNA　5’ua　3’
　　　　　　　　　　　　　　　　　　＼

　　　　　　　　　　　　　　　VtD2Ja　Cμ　　　Vl　D2JG　Cd

　　　　　　　・pli・i・g　5’喰・3’5L⊆墜3’

　　　　　　　messenger　RNA
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　b

　　　　　　　　　　　　　　　　　図2　免疫グロブリソ遺伝子群と再編成3）

　　　　　　　　　P・・B』　P・e－pre　B　　Pre　B　　B　　pl、snia　cell

　　　　　　　　　o－o－◎一◎六・・一◎一麗継

H鎖遺伝子　9・m－iine　　DJ　　　VDJ　　　VDJ　　VDJあるいはVDJ
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　－Cμ　　　一Cμ　　一Cμ　　一C　r，。，α

・鎖遺伝子、・・m－line　g，。、－li，le　g，，。一，i，e　凝識　凝急

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　VJ－CA　　　　　　　　　　　VJ－Cλ

　発現されるIg　　　・一　　　　　　　一　　　　　　細胞質μ鎖　　　　細胞表面　　　　分泌型

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　IgM　　　　IgM，　G，　E，　A

　　　　　　　　　　　　　　　図3　Bリンパ球の分化とIg遣伝子の再構成
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　成熟B細胞は，完成されたV領域はそのままにして，　補助能が必要であり，液性因子だけでは現在のところ

C領域がμ鎖からγ，ε，α鎖へと変化し，異なった　　pre　T細胞までは分子化誘導でぎない。図4に遺伝子

クラスの免疫グPtブリソを産生するようになる。この　　解析の概要を示した。まず最初のT細胞リセプター遺

現象はクラススイ。チといわれ，B細胞力・ら形質細胞　伝子（TCR）の再構成e：・Tδから始まり・やはり5t側

への分化過程で最璽要の現象である。しかもこの現象　　の先端でD－J，ついでV－DJの組換えをおこす20）21）。

はC遺伝子の再構成が検出されないことからRNAレ　　このδ鎖遺伝子はα鎖遺伝子群の上流に存在し，　V断

ベルの調節と考えられている。この時点で工9遺伝子　　片を共有している。ついでγ鎖の組換えが行われ・δ

はS（スイッチ）領域を介する別種の組換え（S－S組　　とγ鎖の組換えに成功したpre　T細胞は，　TCRδγ陽

換え）をおこす19）。図1に示すごとく，クラススイッチ　　性細胞としてNK活性を保有する細胞へ増殖分化す

の中間段階で，2種以上のダブルベアラー（二重発現），　ると考えられている。われわれの胎児骨髄細胞からク

トリプルベアラー（三重発現）の存在も知られており，　ローン化したTCRδγ細胞は，ヒトNK活性を測定

RNAの発現調節のモデルとして分子生物学者の興味　　するK562細胞と接着能はよく発揮されているが

ある研究対象となっている。さらに成熟B細胞は各種　　killing活性は確認できなかった。したがって，これ

の抗原，リソホカイソ（IL－4）により活性化されたあ　　らの細胞の機能発現を確認するためには・IL－2で1レ

と，B細胞増殖因子活性を有するIL－5により増殖，　　2のα・βリセプターを刺激したあとストローマ細胞

最終的にB細胞分化因子活性を有するIL－6により形　　上で成熟NK細胞に分化を誘導してやる必要がある。

質細胞へと分化する。B細胞の膜型Igから，形質細　．現在われわれがIL－2とIL－5を添加してそれぞれの

胞の分泌型への切替えはRNAスプライシソグにより　　リセプターを刺激したpre　NK細胞は，　NK細胞に

きわめて大量のIgが細胞外に分泌されてくる。　　　　特異性をしめすモノクPナール抗体NKH1陽性，

B　T細胞系の増殖と分化　　　　　　　　　　　　　　Cytoplasmic　CDB陽性，Tγ一mRNA陽性の細胞がク

　丁細胞系の増殖分化は図1の上段に示した。骨髄中　　　ローニングされている。一方γ鎖の再構成が不成功に

に存在する多岐能幹細胞から，リソバ系幹細胞へ分化　　終わると，次にβ鎖のD－J，V－DJ組換えが行われる。

したあと，骨髄中でpro　T（CD5＋，　CD7＋）に分化し，　　D－J組換えは両方のアレルで2個のペアで存在し，そ

preT（cyto・CDs＋CD5＋，　CD7＋）でT細胞リセプター　　れそれにDJ組換えがおこるため，合計4個のDJが

のうち，Tδ，　Tγ，　Tβの再構成陽性の細胞に分化して　　つくられる。しかし，1個のVDJ組換えが成功する

くる。この増殖分化過程にストローマ細胞の増殖分化　　と，β鎖の組換えは終了し，α鎖の再構成が開始され，

　　　　　　　　　　　　　胸腺
骨髄　　　　　一………し・……・一．・

末梢

δ鎖　gem1－line　DJ一レVDJ　　VDJ　　　VDJ－・欠失　　　　欠失　　　　　　　　　　　　　　キラー（？）

・鎖9・・m・i・eg・・m－1・ne　VJ　1発 ?¥型発弔否能型，p

β鎖　　germ層line　　germ－－1｛11e　　germ－line　　　　　I）」→VDJ　　　　　　VDJ　　　　　　7q

α鎖　　gerni－・Hne　　ger竈n－line　　宮erm－line　　　　　gerln－－line　　　　昌　　VJ　　　　　　　　14q

図4　T細胞の分化とTCR遺伝子の再構成
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C｝　亡ζlrb｛｝hydra曜e（it　－li【gked）

　　　　　　　　　　　ではこれらの基礎知識をi砦に現在の原発性免疫不全

β　　　　　　　　　症での分子遺伝学的な解析はどの程度進展しているか

　　　　　　　　　　を各論的に記述する。

皿　免疫不全症のDNA解析

癬・　用騰難鰻野繍鑑撒灘
　　　　　　　　　介すると，まず，新しい切断部位の移動，遣伝子の再

　　　　　　　　　構成，DNAの欠失，挿入などを検索する制限酵素マ

　　　　　　　　　ッピソグ法による変異遣伝子の直接診断法がある。つ

　　　　　　　　　いで，DNAを一定の制限酵素で切断したあと，単一

　　図5　T細胞受容体（TCR）とT3複合体3）　　　のヌクレオチド置換・もしくは超可変部の存在によっ

　　　　TCRは抗原特異的で，　TCRとT3は　　　　て・DNAの断片を遺伝学的手技により，その変異を

　　　　γ鎖を介して非共有結合している。　　　　　　証明するrestriction　fragment　length　polymor－

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　phism（RFLP）法による間接診断が使用されている。

α鎖のVJ組換えに成功するとαβ型のTCRαβを　　特異的なRFLPは，特定の突然変異（対立遺伝子連鎖

pre　T細胞の表面に発現する，図5にTCRとTa複　　　：allele　Iinkage）や特定の遺伝子座　（遺伝子連鎖

合体の模式図を示す。TCRαβ・TCRγδ型のいずれ　　：10cus　linkage）と連鎖している場合に利用できる。

の発現にも図で示すCD3抗原が必要である。すでに　　遺伝子連鎖は家系内に認められるので，単一遺伝子疾

CD3抗原は骨髄ストP　一一・’？細胞上でその細胞質内に　　患の出生前診断，保因者の発見に広く応用されている

合成されており，胸腺に移行してから始めて膜抗原と　　RFLPの解析で異常遺伝子の局在が証明された原発

して認識されるようになる。胸腺内へ移行したTCR　　性免疫不全症として，小児伴性無ガソマグ戸ブリソ血

αβ型pre　T細胞は図1に示すごとく，胸腺内ストロ　　症（XLA），伴性重症複合免疫不全症（X－SCID），伴

一マ細胞と，上皮性齎護細胞（epidemial　nurse　cell）　　性高IgMを伴うIg欠損症，　Wiskott・Aldich’症候群

の補助のもとにCD4CD8の両抗原を表現する（ダブ　　Duncan症候群がある。　XLAでは非アレル型の遣伝

ルポジティブ細胞）となり，前述の胸腺微少環境によ　　的不均一性があり，RFLP法ですべてのXLAを確実

って教育，選択されたT細胞はCD4，またはCD8の　　に診断するtとはできず，現実はXq　21．3－－22との関

片方のみを発現するT細胞（シングルポジティブ細胞　　連のない家系も10％前後存在することが知られている。

となり，胸腺を旅立ち，全身のリンパ臓器に分布する

ことによりT細胞機能を発揮するようになる。われわ　　　　　　　IV　遺伝子診断の実際

れの骨髄ス昨一マ細胞を使MLtcコp一ニングの成　抗生物質や免疫卿プリン補充療法，抗ヘルペス剤

績では・ク戸”一化したpre　B・pre　T細胞の他に約　　の開発，インター一リウキン2を用いたLAI（細胞の養

1／6のクローソサイズでCμとTβのT・B細胞の性　　子移入法などを前節で概説したが，これらの補助療法

質を保有する幼若クローンが分離されてくる。　　　　　の進歩により，従来では生存しえない疾患でも巧みな

　しかし再クローニソグでもこの細胞が存在すること　　補助療法の組合せにより生存している。したがって，

からB細胞とT細胞の分岐点，T細胞とNK細胞の分　　病態解折も行われるようになり，出生前診断も盛んに

岐点は比較的近いという印象を持つが・これらの分岐　　なりつつある。特に異常妊娠，既応に原発性免疫不全

点を検討する研究は未だ不充分で，結論を導きえない。　症児の出産のある妊娠については精力的な遺伝子診断

しかし・Ig遣伝子とTCR遣伝子のV領域の再構成に　　が行われつつある。胎児DNA診断のDNA，および

関してまったく同一の様式を使用し・D－Jの組換えに　　RNA材料は羊水から供給される。最近特に威力を発

関与するリコンビナーeも同“の酵素を使用している　　揮し始めている方法がPCR（polymerase　chain’

可能性はきわめて強い。しかもB細胞の最終産物が19　　reaction）法であり22）－24），この方法は，オリゴマ＿

でありT細胞の最終産物がインターリウキンであるこ　　をプライマーとしてDNAポリメラーゼで特定の領域

とから考えると両者の密接な関係が良く理解される。　　を増幅する方法で，最近，耐熱性のTaqポリメラー
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表3　遣伝性原発i生免疫不全症の遺伝子異常

病　　型　　　　　　　　　異常遺伝子の局在　文　献
X－linked重症複合免疫不全症（SCID）　　　　　　　　xq　11－13　　　　　25）

X－1inked無ガソマグロブリン血症（Bruton型）　　　xq　21．　3－22　　　　26）－28）

Wiskott・Aldrich症候群　　　　　　　　　　　　xq　11　　　　　　29）

EBウイルス感染による無ガンマグロプリソ血症　　　　xq　24－27　　　　　30）

高lgM血症をともなうIg欠損症　　　　　　　　　xq　24－26　　　　　31）

adenosine　deaminase欠損症　　　　　　　　　　　20　q　13－ter　　　　32）33）

ataxia・telangiectasis　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ll　q　22．3　　　　　　　　34）

pu・in・・u・1・。・id・ph・sph・・yl・・e欠損症　　　14　q　13・1　　35）36）

。鎖欠損症　　　　　　　　　　　2P11　　　37）

Bone

1／

一
「　’　　　　　　　　　　Perco11　60％

’、㌔鑑，’・写・’

瞬（CD2
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↓

／
Dynnabeads
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ノ　　4W

Percol1　40X

　　　＼職、cult、re
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　　　　2w　　　　！

　　　　　　r工L－・　1tS

MagnetiC　CU1ヒure
dish（1arge）

　　　　　4w

図6　磁力線一ストワーマ細胞培養系

一ビが実用化され，さらに自動合成装置が市阪されてか　　1985年から1987年までの3年間の本邦の統計では，

ら，日常診察の中で遣伝子診断が可能となった。目的　　248例の95％が羊水細胞採取法で，12例の5％でPCR

領域の塩基配列さえ決定されていれば，数時間でその　　を用いた絨毛採取法による出生前診断が行われてきた

領域を100万倍以上に増幅することが可能である。　　　この方法の特徴は以下のとおりである。
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　　　　　　　　　　図7　ストローマ細胞とリンパ系細胞の培養

No．　6，　1989　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　571



宮　川　幸　昭

①欠失（deletion），挿入（insert　ion）の検出。　　いた骨髄幹細胞培養法の概略を示す。ヒト骨髄細胞を

②制限酵素の認識部位を変化させる遺伝子異常の検　40％，60％のパーコール比重遠沈法で分離し，40％以

　出。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　上の細胞にrlL－1を添加し2週間培養を行うとヒト

③制限酵素切断片多様型（RFLP）を用いた診断。　ストローマ細胞がプラスチック表面に培養されてくる。

④合成オリゴヌクレオチドをプローブとする遺伝子　このストローマ細胞を再度，パーコール比重遠沈に乗

　異常の検出。　　　　　　　　　　　　　　　　　　せ，40％以上の純化ストローマ細胞をIL－5と維芽細

　以上の方法でえられた異常遺伝子の局在を表3に示　　細胞増殖因子（FGF）を添加培養することにより，現

す25）－37）。検体DNA量のきわめて限られた小児科，　　在のところ，1年以上に渡ってストローマ細胞の培養

産科領域でも遺伝子解析が最大の威力を発揮する時代　　　が可能となっている。他方，パーコール60％の分画細

に突入した。しかし，遺伝子治療となると，遺伝子導　　胞は，リンパ系幹細胞源として，ダイナビーズで成熟

入細胞の①長期培養の可能性②生体移入後の発癌性お　　BT細胞を除去後，10％のストローマ培養上清を使用

よび機能保持等，検討しなければならない問題が山積　　することにより，クP一ニングされる。このクロー二

している。しかも，猫も杓子も遺伝子を扱う時代に，　　ングされたリンパ系幹細胞を実際に純化増殖させたス

ヒトにおける導入細胞が高々，2～3週のviabiHty　　トローマ細胞に乗せて6週間培養した位相差写真を図

を保つ線維芽細胞しか持ち得ないのが現状である。そ　　　7に示す。上段2枚のID　226（図7a）ID　325（図7

こでわれわれは生体中で最も寿命が長い骨髄幹細胞，　　　b）がB細胞欠損症のストローマ細胞と，リンパ芽球

および，その幹細胞と増殖させうるストローマ細胞の　　様の細胞である。F304（図7c）が胎児，　C321（図7

培養に取り組み，この幹細胞に遺伝子導入を試みてい　　d）が年長児のストローマ細胞上に培養されてくるり

る38）39）。仮に，われわれの仮説が正しいとすると，遺伝　　ンパ芽球様細胞である。B細胞欠損の培養では，リソ

子導入された幹細胞は，最も長寿型に導入された場合，　　パ系培養細胞濃度は共通して，きわめて粗であるのに

数十年に渡って，機能を発揮されることが期待される。　　対し，胎児と年長児の培養はきわめて密である。また

図6に現在われわれが試みている磁力線培養装置を用　　　胎児では単一の大型細胞であるのに対し，年長児では

図8　RNA解析よりみたクローン化細胞
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大小不同で成熟傾向を示している。実際にスト戸一マ　　ソ遺伝子などをフPt　・一一Rルス法で導入し，　in　vitroで

細胞の培養上清を使用して，クP　一一ニソグしたリソパ　　リソバ系の再構築の可能性を検討中である。実際に現

芽球様細胞を再び，ストβ一マ細胞上で培養し，増殖　　在，われわれが開発中の手技が確立されれば，単に，

させたクP一ソ細胞のクローソサイズをTβとCμの　　免疫グロブリソ産生ぼかりでなく，若年性糖尿病や下

プPt・一ブを用いて，ドッ1・ハイブリダイズさせ，それ　　垂体性小人症などのホルモソ補充療法などへも応用が

それに対応するクP一ソサイズを測定したのが図8で　　可能であり，その日が近いことを期待して綜説を終了

ある。図で示すごとく，B細胞欠損症のスト戸一マ細　　したいと思います。

鵬丁隅性の…T細胞罐育するの剛し遡　　　　 謝　辞
照の年長児のス1・P一マ細胞は，pre　B細胞の養育が

得意である。しかも，このクP一ソはストローマ細胞　　　なお後半のヒトにおける遺僑子導入細胞の確立は，

を替えることにより1年以上も維持することが可能で　　科学研究費CO1570521，および厚生省特定疾患免疫

ある。以上の研究により，ヒトにおける遺伝子溝入細　　不全症候群調査研究班の研究費によった。またヒトリ

胞の目鋤泣ち隅在，これらのX＞・一湘胞やリ　・ソビナソト1レ5献動こ提供していただいたサソ

ソバ系幹細胞に，欠損酵素の遣伝子，インターリウキ　　　トリー研究所，鶴岡伸夫氏に深謝いたします。
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