
（学位論文の要約） 

 

【背景】 

血球貪食性リンパ組織球症（hemophagocytic lymphohistiocytosis：HLH）は、発熱や汎血

球減少、播種性血管内凝固症候群などを主要徴候とし、マクロファージの増殖と血球貪食像

を病理学的特徴とする全身性炎症症候群である。原因により、遺伝的素因による原発性 HLH

と、感染や膠原病などに続発する２次性 HLH とに大別され、家族性血球貪食性リンパ組織

球症（familial hemophagocytic lymphohistiocytosis：FHL）は原発性 HLH の代表疾患であ

る【1】。救命には造血細胞移植が必須であり、早期の移植施行が予後を改善する事が知られ

ている【2】。しかし、造血細胞移植には大きなリスクが伴うため、迅速かつ正確な診断が必

要である。 

FHL には現時点で 4 つの原因遺伝子が同定されており、何れも顆粒分泌に依存する細胞

傷害機構に関わる分子をコードしている。FHL2 の原因分子 perforin（遺伝子 PRF1）は標

的 細 胞 の 形 質 膜 に 孔 を 形 成 し て ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 す る 蛋 白 で あ る 【 3 】。

FHL3/FHL4/FHL5 の原因である munc13-4（遺伝子 UNC13D）【4】/syntaxin11（遺伝子

STX11）【5】/munc18-2（遺伝子 STXBP2）【6】は、何れも perforin を含む細胞傷害性顆

粒の放出に関わる分子である。この為、FHL では NK 細胞及び細胞傷害性 T 細胞（CTL）

の細胞傷害活性の欠損・低下を特徴とする【7】。FHL の頻度は 10-20 万人に 1 人と推定さ

れ、FHL2 と FHL3 が全体の 95%以上を占めており、これら 2 つの型に対する診断が臨床

的に重要となるが、NK 細胞内 perforin 発現解析による FHL2 型の迅速診断法が確立して

いる一方、FHL3 型に対する信頼性の高い迅速診断法は確立されていなかった。我々は 2011

年に FHL3 型の迅速診断法としてフローサイトメトリーによる血小板内 munc13-4 蛋白発

現解析法を報告し【8】、本邦の患者診断に用いてきたが、この方法の信頼性は充分に評価さ

れていないのが現状である。既報告 FHL3 症例に於ける munc13-4 蛋白の発現を検証して

みると、評価が行われた全症例に於いて発現低下が確認されていた。しかし、病的変異とし

て報告されているものの、munc13-4 蛋白発現や細胞傷害活性の検討が行われておらず、臨

床的意義が不明な UNC13D ミスセンスバリアントの存在が明らかとなった。そこで、本研

究では FHL3 診断に於ける munc13-4 蛋白発現解析の信頼性の評価を行った。 

 

【目的】 

FHL3 診断に於ける munc13-4 蛋白発現解析の信頼性評価を目的とし、蛋白発現解析によ

る迅速診断結果と遺伝子解析結果を比較検証するとともに、UNC13D バリアントの機能評

価が可能なヒト FHL3 モデル CTL 細胞株を新たに樹立し、報告されている UNC13D ミス

センスバリアントが munc13-4 蛋白発現、及び細胞傷害性顆粒の放出機能と細胞障害活性

に与える影響を評価する。 

 



【方法】 

2011 年から 2016 年までに FHL3 スクリーニングを施行した 108 人の HLH 患者での血小

板内 munc13-4 発現解析による FHL3 スクリーニングと、UNC13D 遺伝子検査の結果を照

合した。次に、既報論文から蛋白発現評価が行われていないミスセンスバリアントのうち、

（A）NK もしくは CTL 脱顆粒機能、または NK 細胞の細胞傷害機能の低下が確認されて

いる、(B)両アリルに UNC13D の変異が確認されている、(C)同一アリルに他に疾患原性と

なる変異が存在しない、という三つクライテリアを全て満たす 11 のミスセンスバリアント

を選出し、当研究室で診断した症例に認められた 3 つのミスセンスバリアントと良性バリ

アントの発現ベクターを構築した。これらのバリアントの機能解析のために FHL3 患者よ

り疾患モデル細胞株となる alloantigen specific CTL と、Squirrel monkey のリンパ球を宿主

とする Herpesvirus Saimiri（HVS）を用いて不死化 CTL を樹立した。HEK293T 細胞や樹

立した疾患モデル細胞株に UNC13D の cDNA コンストラクトを一過性に発現させバリア

ント蛋白の発現量と脱顆粒機能・細胞障害機能を評価した。 

 

【結果】 

1. Munc13-4 蛋白発現解析による FHL3 迅速診断 

108 人の HLH 患者の解析において、病原性バリアントを確認した 15 症例全例で munc13-

4 蛋白発現の明確な低下が認められた。血小板輸血を受けていた患者では正常及び munc13-

4 欠損血小板の 2 峰性の集団が明らかであり、FHL3 以外の患者で munc13-4 発現の低下を

認めた症例はなかった。患者検体の血小板内 munc13-4 蛋白発現量をコントロールの検体

の血小板内 munc13-4 発現量との MFI の比で評価すると FHL3 患者は他の HLH 患者と明

確に区別できた（optimum threshold 50.98%, AUC, 1.00）。 

 

2．UNC13D 遺伝子ミスセンスバリアントの病原性評価 

バリアントの蛋白発現に与える影響を検討した。HEK293T 細胞に作成したバリアントの

コンストラクトを発現させると、そのほとんどは著明な蛋白発現低下を示したが、二つのバ

リアント（c.175G>A（p.Ala59Thr）と c.2180G>A（p.Arg727Gln））では蛋白発現が一定レ

ベル残存していた。cycloheximide chase 解析を用いて翻訳されたバリアント蛋白の安定性

を評価したところ、良性バリアントは野生型と同等の安定性を示したが、当研究室で診断し

た 疾 患 原 性 変 異 は 分 解 が 亢 進 し て い た 。 c.175G>A （ p.Ala59Thr ） と c.2180G>A

（p.Arg727Gln）バリアントは中間的な安定性を示した。 

 

3．UNC13D 遺伝子バリアントの機能評価系の確立 

UNC13D バリアントの包括的機能評価系の確立を試みた。患者から alloantigen specific 

CTL と HVS を用いて不死化した CTL 細胞株を樹立した。いずれの細胞株も脱顆粒能と細

胞傷害能を欠損していた。野生型 UNC13D の cDNA を一過性に発現させることで脱顆粒



機能や細胞傷害能は正常人由来細胞株と同等まで回復した。 

 

4．樹立細胞株を用いた UNC13D バリアントの機能評価 

樹立した細胞株に UNC13D ミスセンスバリアントを導入し、バリアント munc13-4 蛋白の

発現レベルを評価したところ、HEK293T 細胞への導入時と同様の蛋白発現パターンが観察

された。蛋白発現が野生型コンストラクトと同等なバリアントは脱顆粒能を回復させると

共に、野生型コンストラクトと同等レベルまで細胞傷害活性を回復させた。一方、蛋白発現

がほぼ完全に失われているバリアントでは脱顆粒及び細胞傷害機能の回復は認められなか

った。蛋白発現が一定レベル残存していた２つのバリアントは野生型 UNC13D コンストラ

クトと同等レベルまで脱顆粒・細胞傷害機能を回復させた。 

 

【考察】 

ヒト FHL3 モデル CTL 細胞株を基盤に構築した UNC13D 遺伝子バリアント機能評価系を

用いた解析により、FHL3 型に於ける UNC13D バリアントの病原性は munc13-4 蛋白の発

現量に強く規定されることが示され、血小板内 munc13-4 の発現解析による FHL3 スクリ

ーニングの高い信頼性が確認された。 

UNC13D の病原性ミスセンスバリアントが蛋白発現低下を来す機構は未解明であるが、

FHL2 と同様 FHL3 においても蛋白の不安定性が疾患原性に大きく関わることが示唆され

た。蛋白発現が正常な病的 UNC13D バリアントの存在は否定出来ないが、今回確立した機

能解析系を用いれば容易に機能評価が可能であり、さらなる解析を進めることで munc13-4

蛋白の構造や機能調節の解明にも役立つものと考える。今回、生理状態よりも強い蛋白発現

が想定される強制発現系で全ての病的 UNC13D ミスセンスバリアントが蛋白発現の有意

な低下を来した事より、殆どの FHL3 症例は munc13-4 蛋白発現解析で診断可能であると

思われる。 

FHL は 2 型と 3 型が大半を占める為、munc13-4 と perforin 発現解析によりほとんどの

FHL 患者の迅速診断が可能となり、早期造血細胞移植による予後の改善につながることが

期待される。 
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