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研究成果の概要（和文）：好中球二次顆粒欠損症 (SGD) は、転写因子C/EBPεの異常により引き起こされる先天
性免疫不全症である。我々は新規変異を有する世界第3例目のSGD成人例を報告した。本変異はロイシンジッパー
領域に存在する2アミノ酸欠失のインフレーム変異であった。細胞内分布やDNA結合能は障害されないものの、他
の転写因子との蛋白質間相互作用の減弱により転写活性化能が消失し、SGDを発症することが判明した。また患
者好中球では、CD14などの単球マーカーが異常に発現していた。本研究によりC/EBPε遺伝子のロイシンジッパ
ー領域の重要性、SGD発症の新たな分子メカニズムが明らかにされた。

研究成果の概要（英文）：Neutrophil-specific granule deficiency (SGD) is a primary immunodeficiency 
disease caused by mutations in a transcription factor, CCAAT/enhancer binding protein-ε (C/EBPε). 
We have identified a third case of genetically defined SGD. She had a novel homozygous 2-aa deletion
 in the leucine zipper domain of the C/EBPε gene. The mutant maintained normal cellular 
localization and DNA-binding activity, but was defective in protein-protein interaction with other 
transcription factors, resulting in a loss of transcriptional activation. Her neutrophils showed 
aberrant expression of monocyte markers such as CD14. These results support the importance of the 
leucine zipper domain of C/EBPε for its essential function, and indicate a novel molecular 
mechanism that leads to SGD in the patient.

研究分野： 医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
 好中球二次（特殊）顆粒欠損症
（neutrophil-specific granule deficiency, 
SGD）は、成熟した好中球が本来有すべきラ
クトフェリンなどの二次顆粒が極めて低形
成もしくは欠損し、化膿菌に対し易感染性を
示す先天性免疫不全症である。皮膚や肺、中
耳などに難治性の反復性化膿性病変をきた
す。以前にラクトフェリン欠損症と呼ばれて
いた疾患と同義である。常染色体劣性遺伝形
式をとる。責任遺伝子として、1999 年に骨髄
系細胞特異的な転写因子である C/EBPε 
(CCAAT/enhancer binding protein-ε) 遺伝
子が同定された。C/EBP ファミリーの転写因
子は 6つのメンバーが知られており、いずれ
もC末端側に存在するロイシンジッパー領域
により二量体を形成して、特異的な DNA 配列
に結合する。C/EBPεは骨髄球から後骨髄球
にかけて発現が高く、好中球の成熟あるいは
機能制御に必須であると考えられている。
SGD は極めてまれな疾患で、これまでに世界
で 10 数例の報告があるが、C/EBPε遺伝子変
異が確認された症例は 2 例にすぎなかった。
我々は研究開始当初に、SGD の成人症例を見
出し、C/EBPε新規変異を同定した（世界第
３例目）。 
 
２．研究の目的 
 既報の C/EBPε変異を有する SGD の 2症例
では、いずれも機能喪失型で、ロイシンジッ
パー領域を含むC末端側が欠損するフレーム
シフト変異が報告されている。今回の新規変
異は、同じロイシンジッパー領域に存在する
ものの 6塩基欠失（2アミノ酸欠失）のイン
フレーム変異であり、disease-causing の変
異かどうかを検討した。また今回の症例は重
篤な深部感染症に罹患せず経過しており、
C/EBPεの機能解析から新規変異と病態との
関連を検討した。さらに本研究では、SGD の
好中球や単球を用い、表面マーカー解析等を
検討した。 
 
３．研究の方法 
【対象】対象は、皮膚の反復性化膿性病変を
契機に診断に至った成人女性である。1歳
頃から潰瘍化を伴う皮膚化膿性感染症を繰
り返し、40 歳台から頻度が増え、また治癒
機転も約 1か月以上と遷延していた。末梢
血スメア、好中球機能異常を疑う治癒遷延、
家族歴から SGD が疑われた。 

【方法】 
(1) C/EBP 遺伝子解析： 
 末梢血や頬粘膜細胞より DNA や cDNA を作
製した。ダイレクトシークエンス法にて塩
基配列を決定した。 

(2) 免疫染色： 
 末梢血よりサイトスピン標本を作製し、ラ
クトフェリンやアルカリフォスファターゼ
といった二次顆粒に含まれる蛋白の発現を
免疫染色にて評価した。コントロールとし

て、一次顆粒内に存在するペルオキシダー
ゼの発現を評価した。 

(3) 分子生物学的解析： 
 各種ベクター（pCMV5-Flag-MalBP, 
pCAGIP-enhanced GFP, pCAGIP-Myc）に、PCR
法にて得られた正常もしくは変異型 C/EBP
ε遺伝子の翻訳領域を組込み、発現ベクタ
ーを作製した。蛋白発現をウエスターンブ
ロット法にて検討した。転写活性化能を評
価するため、C/EBPεの標的遺伝子の 1つで
ある G-CSF 受容体のプロモーター活性につ
いてレポーターアッセイを行った。C/EBP
εと Gata1 蛋白などとの蛋白質間相互作用
をプルダウンアッセイにて検討した。DNA
結合能の評価のため、変異 C/EBPεが、ラ
クトフェリン遺伝子の C/EBPε結合領域を
含むオリゴヌクレオチドに結合するか否か
を検討した。 

(4) フローサイトメトリー解析： 
 末梢血の各白血球分画の表面抗原の発現
をフローサイトメトリーにて解析した。特
に患者好中球と単球において、CD15・
CD16b・CD66b などの好中球マーカー、CD14・
CD16a などの単球マーカーなどを詳細に検
討した。二次顆粒欠損により光顕上、好中
球と好酸球を区別することは容易ではない
ため、両者を区別しうる表面マーカーを探
索した。好中球の活性酸素産生能を DHR123
法にて検討した。 

 
４．研究成果 
(1) SGD の新しい発症メカニズムの解析： 
C/EBPε遺伝子のロイシンジッパー領域に
認められた 6 塩基欠失（2 アミノ酸欠失; Δ
RS）はホモ接合性に認められ、皮膚細胞から
も検出されたことから、生殖細胞系列の変異
と考えられた。 
ΔRS 変異は、培養細胞において安定的に発

現すること、G-CSF 受容体のプロモーター活
性を促進できないことが示された。さらに、
ΔRS は、既報のフレームシフト変異と異なり、
細胞内分布やDNA結合能は正常に比べ大差な
いものの、相互作用することで知られる
Gata1蛋白やPU.1蛋白への結合が障害される
ことが明らかにされた。以上より、ΔRS は、
2 アミノ酸が欠失するのみのインフレーム変
異であるにもかかわらず、他の転写因子との
蛋白質間相互作用の減弱により転写活性化
能が消失し、SGD が引き起こされることが判
明した。 
これらの知見は、C/EBPε遺伝子のロイシ

ンジッパー領域の重要性をあらためて示す
と同時に、SGD 発症の新たな分子メカニズム
を明らかにした点で重要な発見と考えられ
た (Wada T, et al. J Immunol 2015)。また、
本症例の臨床的特徴として、フレームシフト
変異を有した症例と異なり、重篤な深部感染
症を認めずに 55 歳まで経過している点があ
げられたが、この発症機序と関連している可
能性が考えられた。 



(2) SGD 好中球の特徴： 
 本症例の好中球においても、二次顆粒の欠
損、Pelger-Huët様の核異常が認められた。
活性酸素産生能には大きな異常は認められ
なかった。フローサイトメトリーでの表面マ
ーカー解析では、従来の報告通り、CD16 発現
が低下していた。CD16 の 2つのアイソフォー
ム CD16a と CD16b の発現について検討したと
ころ、SGD 好中球では、通常の好中球に特異
的に発現する CD16b は全く発現しておらず、
発現している CD16 は CD16a と考えられた。
通常、CD16a は単球や NK 細胞に発現し、感染
などでその発現が増強するとされる。実際、
患者がインフルエンザに罹患した際には、好
中球におけるCD16発現の増強が観察された。
患者好中球では、通常は発現しない CD14 が
発現していることと合わせ、SGD において好
中球は分化異常に伴い、単球マーカーを異常
発現することが明らかになった。 
 このため、SGD 患者では好中球と単球を区
別することが光学顕微鏡上のみならず表面
マーカー解析を用いても容易ではない。また、
SGD の好中球は二次顆粒が欠損しているため、
比重に変化が起き、通常の比重分離法で単核
球と分離することもできない。さらにフロー
サイトメトリー上、SGD の好中球は側方散乱 
（SSC）が低下しているため単球を避けるゲ
ーティングが難しい。今後、条件が検討し、
患者好中球および単球の分離が行われるこ
とが期待される。分離した好中球・単球が得
られれば、遺伝子発現を網羅的に解析するこ
とが可能になり、本疾患における好中球・単
球の分化異常の詳細がさらに明らかになる
ことが期待される。 
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