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緒言	

	

	 遺伝性間質性肺疾患(hereditary	interstitial	lung	disease,	HILD)は、遺伝子変

異が原因で発症する間質性肺疾患であり、酸素化障害を主体とする進行性の呼吸不全

を呈し、時に致死的となる稀な疾患群である。HILD の責任遺伝子としては、SFTPB、

SFTPC、ABCA3、CSF2RA、CSF2RB、GATA2、NKX2.1、MARS などが知られているが、家族

内発症などから HILD と考えられるものの未だ責任遺伝子が同定されていない症例も

多い。	

	 HILD の病像は肺胞蛋白症(pulmonary	alveolar	proteinosis,	PAP)と間質性肺炎

(interstitial	pneumonitis,	IP)が主体であり、その発症時期には新生児期から成人

までの幅がある。また、HILDの病態はⅡ型肺胞上皮細胞の異常、肺胞マクロファージ

の異常および肺の形成障害に大きく分けることができる。Ⅱ型肺胞上皮細胞側の異常

としては、サーファクタント蛋白(surfactant	protein,	SP)-B欠損症、SP-C異常症、

ATP結合カセット輸送蛋白A3(ATP-binding	cassette	transporter	A3,	ABCA3)異常症

が知られている。肺胞マクロファージの異常には、顆粒球マクロファージコロニー刺

激因子(granulocyte	macrophage	colony	stimulating	factor,	GM-CSF)受容体異常症、

単球減少に肺胞蛋白症と非定型抗酸菌症を続発するMonoMACおよび低ガンマグロブリ

ン血症を合併する肺胞マクロファージ機能異常症が知られている。最近、Réunion 島

とその周辺に多発する小児の肺胞蛋白症の原因が Methionyl-tRNA	Synthetase(MARS)

をコードする MARSの両アリル変異であることが報告された1。また、肺胞・肺毛細血

管の発生異常により重症の肺高血圧症を来す alveolar	capillary	dysplasia	with	

misalignment	of	pulmonary	vein(ACD/MPV)や、脳・甲状腺・肺の形成に関わる転写因

子である甲状腺転写因子(thyroid	transcription	factor,	TTF)-1異常症もHILDの範

疇である。	

		PAPは気管支肺胞洗浄(bronchoalveolar	lavage,	BAL)液および病理組織の所見から

診断され、IPやACD/MPVは病理組織の所見から診断される。しかし、小児科および新

生児科領域においては、BAL や肺生検が困難であるため、臨床経過、胸部 X 線写真や

高解像度肺 computed	tomography(CT)などの画像情報、血清マーカーの値とその推移

に加えて、遺伝子解析が診断にとって重要となる。	

	 肺サーファクタントは、Ⅱ型肺胞上皮細胞で生合成され、リン脂質とともにラメラ

体に貯蔵され、エキソサイトーシスにより肺胞腔へ放出される脂質・蛋白質複合体で

あり、その機能は円滑な呼吸の維持に必要である。脂質がラメラ体に輸送されるには

ABCA3が必要である(図1)。ヒトの肺サーファクタントは約90%の脂質と約10%の蛋白
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質から構成される。脂質のうちホスファチジルコリン(phosphatidylcholine,	PC)が

70〜80%ほどを占めており、とくに、表面活性作用発現に必須であるジパルミトイルホ

スファチジルコリン(dipalmitoylphosphatidylcholine,	DPPC)が多いことが肺サーフ

ァクタントの特徴である。また、他の組織には痕跡程度しか存在しないホスファチジ

ルグリセロール(phosphatidylglycerol,	PG)が脂質の 10%ほど含まれている。肺サー

ファクタントの機能発現にはSP-A、SP-B、SP-C、SP-Dの4種類の特異蛋白質が必須で

ある2。SP-BとSP-Cは非常に疎水性が強く、リン脂質と会合して、肺胞が虚脱するの

を防いでいる。SP-A と SP−D は親水性糖蛋白質であり、肺サーファクタントの表面活

性には関与しない一方で、気道-肺胞系における生体防御作用、Ⅱ型肺胞上皮細胞およ

び肺胞マクロファージに発現する受容体を介する作用、肺サーファクタント脂質との

結合など多彩な機能を持っている(図2)。SP−CはⅡ型肺胞上皮細胞でのみ産生される

が、SP-A、SP-B および SP-D はⅡ型肺胞上皮細胞以外にクラブ細胞でも合成される。

肺胞腔に分泌された肺サーファクタントは、肺胞表面の気液界面に吸着して表面活性

を発揮する。	

 	

図１.	肺サーファクタントの産生・分泌	

(長和俊.	肺サーファクタント.	Neonatal	Care.	2008.	21巻4号.	P16-24)	
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図2.	肺サーファクタントの構成成分	

(長和俊.	肺サーファクタント.	Neonatal	Care.	2008.	21巻4号.	P16-24)	

																														

	 SP-BをコードするSFTPBは2番染色体(2p12-11.2)に存在する。SFTPBは11個のexon

からなり、1〜10 の exon が分子量 42kDa のプレプロ蛋白質をコードしている。SP-B

は前駆体蛋白質からプロセシングを受けて成熟蛋白質となる。プレプロ蛋白質からシ

グナルペプチドが除去されたのち、N-グリコシド糖鎖の付加を受け、プロ蛋白質が生

成される。次に、N末端側とC末端側からそれぞれ176個と102個のアミノ酸が除去

されてアミノ酸79個からなる活性型の成熟SP-Bがつくられる。成熟したSP-Bは肺胞

腔に分泌され、肺サーファクタントの表面活性の発現に強く関与する。	

	 SP-B欠損症は、1993年にNogeeらにより初めて報告された3。SP-Bが欠損している

とSP-Cも成熟しないため、肺サーファクタントは十分な表面活性を発揮することがで

きない。SP-B 欠損症例の多くは正期産児であり、出生直後から呼吸窮迫症状を呈し、

人工呼吸器や人工肺サーファクタントなどによる治療に抵抗し、肺移植を行わない限

り致死的な経過をたどる4。SP-BとSP-Cが分泌されない一方で、SP-AとSP-Dはラメ

ラ体を介さないで肺胞腔に分泌されて蓄積し、SP-B 欠損症は PAP の病像に移行する。

遺伝形式は常染色劣性であり、海外で報告されている多くの症例では121ins2と呼ば
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れるフレームシフト変異が関与して SP-B の欠損が生じている 4。SP-B 欠損症患者の

BAL液中にはSP-Bが検出されず、プロSP-CのN末端側断片が出現する。これは、SP-B

欠損のため SP-C の細胞内プロセッシングがうまく進行できないためと考えられてい

る。	

	 SP-Cをコードする SFTPCは8番染色体短腕(8p23.1)に存在し、6個のexonと5個の

intron からなる。分子量21〜23KDa の前駆体蛋白質であるプロSP-C がプロセシング

を受けて、24〜58個のアミノ酸からなる活性型のペプチドができる。SP-Cはサーファ

クタント特異蛋白質の中で最も疎水性が高い。SP−Cはラメラ体とともに肺胞腔に分泌

され、SP-Bとともに肺サーファクタントの表面活性に寄与する。	

	 2001年に初めて報告されたSP-C異常症は、SFTPCのexon	4が欠失したIPの母親と

児の症例であった 5。遺伝形式は常染色体優性である。免疫組織学的にはⅡ型肺胞上

皮細胞内にSP-Cが同定されず、構造異常を伴うプロSP-C蛋白が存在した。その後も

様々な SFTPCの変異が報告されている。SP−C異常症は新生児期から成人まで発症時期

の幅が広く、PAPの病像を呈する場合とIPの病像を呈する場合がある。	

	 SP-C異常症におけるIPの発症機序については、次のように考えられている。通常、

プロSP-C蛋白は2量体を形成した後に細胞内で修飾される。構造異常を伴うプロSP-C

蛋白は正常なプロSP-C蛋白とも2量体を形成し、異常なラメラ体を形成して肺サーフ

ァクタントの肺胞腔への分泌を障害する。また、小胞体(endoplasmic	reticulum,	ER)

に蓄積されたunfolded	プロ SP-C 蛋白がER ストレスによるアポトーシスを誘導し、

Ⅱ型肺胞上皮細胞の障害をもたらす 6。SP-C 異常症がPAP になる機序はまだ解明され

ていない。SP-C のノックアウト・マウスがPAP にならないことから、単純にSP-C 蛋

白の機能が低下していることが原因ではなく、異常なSP-C蛋白やプロSP-C蛋白によ

るⅡ型肺胞上皮細胞の障害が関与していると考えられる。	

	 ABC	transporter は膜輸送を担う蛋白質のうち、最も大きなスーパーファミリーを

形成する一群であり、A〜G のサブグループに分けられる。ABCA3 をコードする ABCA3

は、16番染色体(16p13.3)に存在し、全長53.97kb で 32個のexon により構成されて

いる。ABCA3 はサーファクタント脂質の膜を介するトランスポーターとして機能して

いる7,8。	

	 ABCA3異常症は、2004年に初めて報告された7。この報告では、SFTPBと SFTPCに変

異を認めない 21 症例の致死的な新生児サーファクタント欠乏症例のうち、16 症例に

ABCA3変異が認められた。ABCA3異常症は正期産の新生児期に発症することが多くPAP

の病像をとる場合と IP の病像をとる場合がある。遺伝形式は常染色体劣性である。

ABCA3異常症のII型肺胞上皮細胞が異常なサーファクタント蛋白を産生し、肺胞の不
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安定性を誘導すると考えられている。		

	 多くが出生直後から重症のRDSとして発症し、人工肺サーファクタント投与や人工

呼吸管理、または膜型人工心肺(extracorporeal	membrane	ECMO)により治療される。

病理組織学的には、ラメラ体が正常に比べて著しく小さく、その辺縁に密度の濃い領

域を認める異常な構造をしており 7、腫大化した肺胞マクロファージやⅡ型肺胞上皮

細胞を呈する。	

	 ABCA3 異常症の重症度(死亡率)と ABCA3の変異およびABCA3 の細胞内分布の間には

相関関係がある。フレームシフト変異またはナンセンス変異を“null”、ミスセンス変

異、splice	siteの変異、挿入および欠失を“other”とした場合、null/nullのホモ

接合または複合ヘテロ接合によるABCA3異常症は、新生児期から発症し重症の経過を

たどり、多くの生命予後は一年以内とされている。null/otherやother/otherのホモ

接合または複合ヘテロ接合による ABCA3 異常症は、発症時期が遅く、1 年以上の生存

例も多くみられる9。年長の子どもや大人においては、剥離型間質性肺炎(desquamative	

interstitial	pneumonia,	DIP)として発症することがある 10。一方、Matsumura らの

報告では、ABCA3 異常症はⅠ型とⅡ型に分けられている。野生型 ABCA3 蛋白は大部分

がラメラ体や多小胞体のマーカーであるLAMP3陽性の細胞内小胞に局在するのに対し、

Ⅰ型変異では大部分が小胞体に局在し細胞内局在に異常が生じる。Ⅱ型変異では細胞

内局在の異常は見られず、ATP 加水分解能に異常が生じる 11。致死的な患者の多くの

場合はⅠ型変異をホモで持つか、あるいはⅠ型と重度のⅡ型変異をヘテロで有してお

り、ABCA3 の著しい機能異常が致死的サーファクタント欠乏を引き起こすと考えられ

ている。	

	 SFTPBのプロモーター領域には、肝細胞核因子(hepatocyte	nuclear	factor,	HNF)-3

や甲状腺転写因子(thyroid	transcription	factor,	TTF)-1 などの転写因子が結合可

能な部位が存在し、発現の段階でこれらの転写因子が働いて、SFTPB が肺特異的に発

現するよう調節している。TTF-1はSP-Aをコードする SFTPA1および SFTPA2や SFTPC

のプロモーターの活性も調整する。NKX2.1がコードするTTF-1はホメオドメインを含

む蛋白で、甲状腺ペルオキシダーゼやサイログロブリンなどの甲状腺に特異的な遺伝

子のプロモーター領域に結合する蛋白として1989年に報告された12。後に、TTF-1が

甲状腺、肺原基ならびに視床下部領域などの中枢神経系で発現すること、肺において

は、TTF-1が上皮細胞に特異的に分布することが報告された13。		

		NKX2.1異常症はTTF-1異常症とも呼ばれることもあり、1998年に初めて報告された
14。肺症状、甲状腺機能低下症、舞踏病や精神運動発達遅滞などの脳神経症状が知ら

れている15。	
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	 ACD/MPV は、出生後数時間以内に重症の呼吸不全と肺高血圧症を呈し、新生児期に

死亡することが多いことが報告されている 16,17。病理学的には、肺胞上皮に隣接する

毛細血管の数が減少し、肺胞壁が厚く、中小肺動脈壁の筋層が薄く、肺静脈の不正配

列が見られる。さらに、肺以外に先天性心疾患や消化管疾患、泌尿器疾患を合併する

事が知られている17,18,19。また、FOXF1のミスセンス変異や16q24.1領域の欠失、FOXF1

の上流における変異・欠失などがACD/MPVの原因として報告されている20,21。	

	 肺胞マクロファージの成熟にはGM−CSFによる刺激が必須である。自己免疫性肺胞蛋

白症(autoimmune	pulmonary	alveolar	proteinosis,	APAP)では、GM-CSF に対する自

己抗体が過剰産生される結果、肺胞マクロファージの機能が障害されて、肺サーファ

クタント関連物質が肺胞内に蓄積する 22。PAP 患者において、血中あるいは BAL 液中

の抗GM-CSF自己抗体が高値であることからAPAPと診断される23。	

	 GM-CSF受容体にはαサブユニットとβサブユニットがあり、それぞれの変異による

先天性肺胞蛋白症(congenital	pulmonary	alveolar	proteinosis,	CPAP)が報告されて

いる 24,25。GM-CSF 受容体の機能が障害されると、肺胞マクロファージの成熟が阻害さ

れて PAP の病態となる。GM-CSF の刺激は signal	transducer	and	activator	of	

transcription(STAT)-5 をリン酸化することで細胞内に伝達される。そのため、PAP

患者の末梢血単球を GM-CSF で刺激した結果、STAT-5 がリン酸化されないことを用い

てGM-CSF受容体の機能異常をスクリーニングすることが可能である25。	

	 HILDは非常に稀な疾患であり、新生児科医・小児科医に十分に知られていない。2011

年2月に日本新生児成育医学会(旧日本未熟児新生児学会)の新生児稀有疾患(病態)前

方視的サーベイランス事業を通じて日本の周産期センターに周知を開始した。サーベ

イランス事業を介した症例の集積は自体は2016年2月で終了したが、相談件数は増え

続けている。	

	 日本におけるAkimotoらによる報告では、2011年2月〜2013年7月の期間に4症例

の SFTPCの変異、1症例の ABCA3の変異、1症例の FOXF1の変異を同定した。日本にお

けるHILD では、SP-C 異常症が最も多く、ABCA3 異常症は少なかった。また、SP-B 欠

損症の確定診断例は見られなかった。ACD/MPV については、日本でも過去に多く報告

があることから頻度が高い可能性があり、ACD/MPVもHILDの中では主要な原因と考え

られた。NKX2.1については解析がなされていなかった26。	

	 本研究の目的は、日本におけるHILDの疾病構造を明らかにし、診断システムの構築

に寄与することである。また、本研究では、HILD の中で TTF-1/NKX2.1異常症が一定

割合を占めるとわかるようになったため、Akimoto らの研究では検討していなかった

NKX2.1を新たに検討対象とした。	
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略語表	

	

本文および図中で使用した略語は以下の通りである。	

ABCA3	 ATP-binding	cassette	transporter	A3	

ACD/MPV	 alveolar	 capillary	 dysplasia	 with	 misalignment	 of	

pulmonary	veins	

APAP	 autoimmune	pulmonary	alveolar	proteinosis	

BAL	 bronchoalveolar	lavage	

CPAP	 congenital	pulmonary	alveolar	proteinosis	

CT	 computed	tomography	

DIP	 desquamative	interstitial	pneumonia	

DNA	 deoxyribonucleic	acid	

DPPC	 dipalmitoylphosphatidylcholine	

ECMO	 extracorporeal	membrane	oxygenation	

ER	 endoplasmic	reticulum	

fT4	 free	thyroxine	

GGO	 ground-glass	opacification	

GM-CSF	 granulocyte	macrophage	colony	stimulating	factor	

HCQ	 hydroxychloroquine	

HILD	 hereditary	interstitial	lung	disease	

HOT	 home	oxygen	therapy	

ILD	 interstitial	lung	disease	

iNO	 inhaled	nitric	oxide	

IP	 interstitial	pneumonitis		

JIA	 juvenile	idiopathic	arthritis		

KL-6	 Krebs	von	den	Lungen-6	

LDH	 lactate	dehydrogenase	

MARS	 Methionyl-tRNA	Synthetase	

mPSL	 methylprednisolone	

NICU	 neonatal	intensive	care	unit	

NSIP	 nonspecific	interstitial	pneumonia	

PAP	 pulmonary	alveolar	proteinosis	

PC	 phosphatidylcholine	
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PCR	 polymerase	chain	reaction	

PG	 phosphatidylglycerol	

PGE1	 prostaglandin	E1	

PGI2	 prostaglandin	I2	

PH	 pulmonary	hypertension	

PID	 primary	immunodeficiency	disease	

pIP	 possible	interstitial	pneumonitis	

PSL	 prednisolone	

STAT-5	 signal	transducer	and	activator	of	transcription-5	

SP	 surfactant	protein	

TAPVC	 total	anomalous	pulmonary	venous	connection	

TSH	 thyroid	stimulating	hormone	

TTF-1	 thyroid	transcription	factor-1	

uPH	 unexplained	pulmonary	hypertension	
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研究方法 
	

I 対象	

1. 研究対象	

	 2013年8月〜2016年6月までの期間に紹介を受けた症例のうち、以下の１)と3)

の両方、あるいは2)と3)の両方を満たす症例を研究の対象とした。	

1） 1歳未満で発症し治療抵抗性の呼吸不全があること。	

2） 16歳未満の小児で肺胞蛋白症、特発性間質性肺炎、肺サーファクタント異常

症などの間質性肺疾患と考えられる疾患と診断あるいは疑診されていること。	

3） 両親などの代諾者が本研究への参加について十分な説明を受けた後に、十分

な理解の上で自由意思に基づき文書で同意を行っていること。	

2. 除外基準	

	 感染症、先天性心疾患、染色体異常を含む奇形症候群、呼吸器の形態異常、骨系

統疾患、神経筋疾患、重症新生児仮死による新生児遷延性肺高血圧症、早産や子宮

内炎症に起因する慢性肺疾患などの既知の原因により呼吸不全の説明が可能な症例

を除外した。	

	

II 方法	

1. 症例の集積	

	 日本新生児成育医学会(旧	日本未熟児新生児学会)の新生児稀有疾患(病態)前方

視的サーベイランス事業を通じて日本全国の周産期センター、新生児診療施設に

HILD の概要とその診断支援について周知を行った。周知は、学会のホームページお

よび年４回発行される学会雑誌などを通して行った。原因不明の呼吸不全が遷延す

るする症例について、電子メールや電話により、北海道大学病院周産母子センター

で紹介を受けた。臨床経過、胸部X線写真や肺CTなどの画像所見および血清マーカ

ーの値などからHILDが疑われる症例について、追加検査や治療法選択について助言

を行うとともに、症例の遺伝子解析を行った。	

2. 倫理的配慮	

	 研究の内容について主治医から家族へ説明書を用いて説明していただき、研究へ

の参加について家族から書面で同意を得た。症例は連結可能な形で匿名化して個人

情報保護に努めた。本研究は北海道大学大学院医学研究科・医学部医学科・医の倫

理委員会より承認を得ている。	
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3. 解析項目	

	 2015 年 1月までは SFTPC、ABCA3、FOXF1の解析およびGM-CSF 刺激によるSTAT-5

リン酸化試験、抗GM-CSF抗体測定を行い、2015年2月から NKX2.1の解析を追加し

た。この期間SP-B欠損症を疑う症例が無かったため、SFTPBの解析は行わなかった。	 	 	

	 筆者は主に診療情報の集約とサンガー法による遺伝子解析を担当した。	

4. 解析項目ごとの対象症例	

1） SFTPC、ABCA3	
	 生検にて IP と診断された症例、BAL または生検にてPAP と診断された症例、画

像からIPが疑われた症例に対して SFTPCと ABCA3の解析を行った。	

2） FOXF1	
	 治療に抵抗性の持続する肺高血圧症を呈した症例に FOXF1の解析を行った。	

3） NKX2.1	
	 2015年2月から開始した。生検にてIPと診断された症例、BALまたは生検にて

PAPと診断された症例、画像からIPが疑われた症例に対して、SFTPCと ABCA3に加

えて NKX2.1の解析を行った。	

4） GM-CSF刺激によるSTAT-5リン酸化の解析	

	 BALまたは生検にてPAPと診断された症例のうち、SFTPCと ABCA3に異常を認め

ない症例に行った。北海道大学小児科に依頼した。	

5） 抗GM-CSF抗体の測定	

	 BALまたは生検にてPAPと診断された症例のうち、SFTPCおよび ABCA3に異常を

認めない症例に行った。新潟大学医歯学総合病院生命科学医療センターに依頼した。	

6） 両親の遺伝子解析	

	 疾患の原因となりうる遺伝子変異が同定された場合、改めて遺伝カウンセリング

を受けた上で自らの遺伝子解析を希望された場合に限って、両親の末梢血白血球か

ら抽出した deoxyribonucleic	acid(DNA)を用いて、同一変異の有無の解析を行っ

た。	

5. 診療情報の収集	

	 各症例の入院施設の診療録から、入院施設の主治医を通して情報を入手した。	

1） 患者基本情報：年齢、性別、体重、在胎週数、出生体重	

2） 疾患情報：臨床経過、治療内容(人工肺サーファクタント投与の有無、ステロ

イド投与の有無など)とその効果	

3） 血液検査結果：血算、肝機能、腎機能、電解質、免疫グロブリン、SP-A、SP-D、

Krebs	von	den	Lungen(KL)-6、甲状腺機能、血液ガス分析など	
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4） 画像検査所見：胸部X線写真、肺CT、心エコー検査所見	

5） BAL：施行の有無、洗浄液の肉眼所見および病理所見	

6） 周産期の情報：母親の妊娠経過、合併症、検査所見	

7） 家族歴：肺疾患の家族歴の有無とその内容	

6. 遺伝子解析	

		以下に示すSanger法により遺伝子解析を行った	

1） DNAの抽出	

	 EDTA化した末梢血2mlから白血球を分離し、QIAamp	DNA	Blood	Mini	Kit(Qiagen、

ドイツ)を用いて行った。EDTA-2Na採血管に採取された血液2mlを2500回転で10

分間遠心しバフィーコートを得た。溶血検体のためバフィーコートが得られない場

合は全血を使用した。バフィーコートと血漿を含むサンプル200μlに対して付属

のカラム 1 個を用い、添付のプロトコルに従い行った。DNA の溶出は付属の

buffer(10	 mM	 Tris-Cl,	 0.5	 mM	 EDTA,	 pH	 9.0)200μl にて行い、NanoDrop	

1000(Thermo	Fisher	Scientific、アメリカ合衆国)を用いてDNA濃度を測定したの

ち40	ng/μlの濃度に調製した。	

2） Polymerase	Chain	Reaction(PCR)	
(1) プライマーの作成	

	 PCRに用いたプライマーを付表	1〜4に示す。SFTPC増幅用のプライマーは、W.E.	

Lawsonらの論文に記載のものを使用した27。ABCA3、FOXF1、NKX2.1増幅用のプラ

イ マ ー は 、 Primer3(http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/) を 用 い 、

coding-regionの全体と、exonとintronの境界を含んで増幅されるように設計し

た。設計したプライマーはシグマアルドリッチジャパン社に注文し、10μM の濃

度に1xTE	Buffer(10mM	Tris,	pH	7.5〜8.0,	1mM	EDTA)を用いて調整した。	

(2) PCR反応液の調製	

	 AmpliTaq	Gold	360	PCR	Master	Mix(Life	Technologies、アメリカ合衆国)10μl

を含み、PCR反応液は総量を20μlとした。各プライマーの濃度は0.5μMとして、

DNA テンプレート量は 40ng となるよう調製した(表	1)。ABCA3の exon	1 は、GC

濃度が高く増幅されにくいため、酵素キット付属の360	GC	Enhancerを20μlに

対して4μl添加した。	

	

	

	

	



 

 
 

13 

表	1	-	PCR反応液の組成	 	 	 	 	 	 	

試薬	 	 	 	 	 							 1反応当たり	 	

AmpliTaq	Gold	360	PCR	Master	Mix	 	 	 10μl	

Water	 	 	 	 	 	 7μl	

Forward	Primer(10μM)	 	 	 	 1μl	

Reverse	Primer(10μM)	 	 	 	 1μl	

DNA(40ng/μl)	or	Water(negative	control)		 								1μl								 	

	

(3) PCR	
		PCRはGeneAmp	PCR	System	2700(Applied	Biosystems、アメリカ合衆国)を用い

た。反応条件は、下記の表	2に示したように、3ステップまたは2ステップで行

った。3ステップのアニーリング温度は、FOXF1では58℃、その他では60℃とし

た。非特異的バンドが現れやすい ABCA3の exon	8、9、16、19、27、28 と SFTPC

のPP9F/9Rの反応は2ステップの条件で行った。	

	

	表	2	-	PCR反応条件	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 		

	3ステップ	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	2ステップ	

	95℃	 	 	 	 	 	 10分間	 	 	 	 	 	 	 	 95℃	 	 	 	 10分間	 					 		

	95℃	 	 	 	 	 	 30秒間	 	 	 	 	 	 	 	 95℃	 	 	 	 30秒間	 	

	58〜60℃	 	 	 	 30秒間	 	 	 	 	 	 	 		63℃	 	 				60秒間	 		 	

	72℃	 	 	 	 	 	 60秒間	 	 	 	 	 	 	 	 										×30〜40サイクル		

		 	 	 	 	 	 	 ×30〜40サイクル	 	 	 	 72℃	 	 	 	 	7分間	

	72℃	 	 	 	 	 	 	7分間	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 		 														 	 			

	

3） アガロースゲル電気泳動	

	 2.0％アガロースゲルをアガロースと0.5X	Tris	buffered	saline(TBS)を用いて

作成し、135Vで30分間電気泳動した。泳動後紫外線照射撮影を行いPCR産物のバ

ンドを確認した。サイズマーカーはTriDye	100bp	DNA	Ladder(New	England	Biolabs、

イギリス)を使用した。	

4） PCR産物の抽出	

	 電気泳動したアガロースゲルから、QIAquick	Gel	Extraction	Kit(Qiagen)を用

いてPCR産物の抽出を行った。メス刃を用いて目的のバンドをおよそ150μlの大

きさで1.5mlのマイクロチューブに切り出し、添付のプロトコルに従い行った。PCR
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産物の溶出は付属のbuffer(10mM	Tris-Cl,	pH	8.5)にて行った。	

5） シークエンス	

	 それぞれのPCR産物につき、PCRに使用したプライマーを用いてforwardおよび

reverseの両方向からシークエンスを行った。PCR産物を抽出した溶液13.4μlと

プライマー溶液0.64μl(プライマー6.4pmol)を混合し、8連チューブまたは96ウ

ェルを用いて株式会社ファスマックに依頼・提出した。	

6） シークエンス波形解析・比較	

	 シークエンス波形シグナルの確認は、4peaks(フリーソフト、Mek&Tosj.com)を用

い て 目 視 で 行 っ た 。 参 照 配 列 と の 比 較 は 、 Clustalw	

(http://clustalw.ddbj.nig.ac.jp)、Microsoft	Word	を利用して行った。参照配

列 は 以 下 を 用 い た 。 :	 NM_003018.3(SFTPC),	 NM_001089.2(ABCA3),	

NM_001451.2(FOXF1),	NM_	001079668.2(NKX2.1)		

7. 症例の比較	

		症例を病理組織からIPと診断された群(IP)、胸部X線像や肺CT所見からIPが疑

われた群(possible	interstitial	pneumonitis,	pIP)、BALや病理組織でPAPと診断

された群(PAP)、原因不明の肺高血圧(pulmonary	hypertension,	PH)を持つ群

(unexplained	pulmonary	hypertension,	uPH)、病理組織からACD/MPVと診断された

群(ACD/MPV)の 5 つの群に分けて比較した。統計学的方法には Fisher の直接法を用

い、危険率0.05未満を有意とした。	
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研究結果	

	

1. 対象症例のまとめ	

	 2013年8月から2016年6月までの2年11ヶ月の期間に、日本全国56施設から紹

介された70症例が対象となった。相談時の年齢は出生直後から16歳までであった。	

	 対象症例のまとめを表	3に示す。病理組織からIPと診断された症例(IP)が8症例、

胸部X線像や肺CT所見からIPが疑われた症例(pIP)が45症例、BALや病理組織でPAP

と診断された症例(PAP)が6症例、原因不明のPHを持つ症例(uPH)が7症例、病理組織

からACD/MPVと診断された症例(ACD/MPV)は4症例であった。pIP症例のうち、18症例

がPHを合併していた。病理組織やBALで確定診断がなされた症例は25%(18/70症例)

であった。これらの症例のうち、甲状腺機能低下症と精神運動発達遅滞を合併する症

例は2症例、甲状腺機能低下症のみを合併する症例は2症例、精神運動遅滞のみを合

併する症例は2症例であった。また、PAP症例のうち1症例は基礎に原発性免疫不全

症(primary	immunodeficiency	disease,	PID)があり、もう1症例は若年性特発性関節

炎(juvenile	idiopathic	arthritis,	JIA)に罹患していた。PHなしの症例とPHあり

の症例を比較すると、PHありの症例はPHなしの症例に比べて死亡率が有意に高かっ

た(4/41(9.8%)対13/29(45%)、p=0.0014)。	

	

表	3	-対象症例のまとめ																													 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 		 	 	 	

																																														 					肺高血圧	 		 	 	 	 	 	 	 						 	 	 	 	 	

																																					なし													 	 														 	 あり	 		 	 	 	 	 	

臨床診断	 	 	 IP	 pIP	 PAP	 pIP	 uPH						ACD/MPV		 		

症例数	 	 	 8	 27		 6		 18		 7	 4	

在胎週数中央値(週)	 	 39	 38	 38	 39	 38	 39	

範囲		(週)										 	 (35-41)	 (35-41)	 (30-40)	 (33-41)	 (35-38)	 (37-41)	

発症時期中央値	 	 12	m	 0	d	 2	m	 0	d	 0	d	 0	d	

範囲	 									 	 (0-12m)	 (0d-9y)	 (0d-84m)	 (0d-30d)	 (0d-90d)	 (0d-0d)	

出生直後の発症	 				 3	(38%)	 16	(59%)	 2	(33%)	 16	(89%)	 7	(100%)	 4	(100%)	

生後4週以内の発症	 	 3	(38%)	 16	(59%)	 2	(33%)	 17	(94%)	 7	(100%)	 4	(100%)	

死亡率	 	 	 0	(0%)	 2	(7.4%)	 2	(33%)	 4	(22%)	 5	(71%)	 4	(100%)		

d:day、m:month、y:year	

	

2. 解析結果	

解析結果を表4に示す。	

1)	SFTPCおよび ABCA3の解析結果	

	 対象症例のうち、62症例(IP	8症例全例、pIP	45症例全例、PAP	6症例全例、ACD/MPV	

4症例のうち3症例)について SFTPCおよび ABCA3の解析を行った。ACD/MPVの1症例

については、相談時点ですでにACD/MPVと診断されていたため、SFTPCおよび ABCA3
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の解析は行わなかった。IP	8症例のうち1症例(SFTPC	c.218T>C,	p.Ile73Thr)、pIP	45

症例のうち3症例(SFTPC	c.541delC	p.Leu181Trpfs5X、SFTPC	c.218T>C	p.Ile73Thr

が2症例)、PAP	6症例のうち2症例(SFTPC	c.134T>G	p.Leu45Arg、SFTPC	c.181A>G	

p.Ser61Gly)に SFTPCの変異を認めた。ABCA3については本研究期間内には変異症例を

認めなかった。	

	

2)	FOXF1の解析結果	

	 PHありの29症例に FOXF1の解析を行ったところ、pIP症例のうち1症例(FOXF1	

c.256C>T,	p.Arg86Trp)、ACD/MPVのうち1症例	(FOXF1	c.852_856delTATCA,	

p.Tyr284X)に FOXF1の変異を認めた。	

	

3)	NKX2.1の解析結果	

	 2015 年 2月から解析を開始し、18症例(IP	5 症例、pIP	11 症例、PAP	2 症例)につ

いて施行した。甲状腺機能低下症と精神運動発達遅滞を合併する症例は2症例、甲状

腺機能低下症のみを合併する症例は2症例、精神運動発達遅滞のみを合併する症例は

2症例にみられた。IP 症例のうち1症例(NKX2.1	c.1117C>T	p.Gln373X)、pIP 症例の

うち1症例(NKX2.1	c.1016_1017insCCATCTCCGTGGGCAGCGG	p.Gly339fs)、PAP症例のう

ち1症例(NKX2.1	c.954delG	c.958delG	p.Gln318fs)に NKX2.1の変異を認めた。また、

NKX2.1に変異を認めた3症例のうち、甲状腺機能低下症と精神運動発達遅滞を共に合

併する症例は2症例および甲状腺機能低下症のみを合併する症例は1症例であった。1

症例(表 4	Case	10)は総肺静脈還流異常症(total	anomalous	pulmonary	venous	

connection,	TAPVC)を合併していた。	

	

4)	GM-CSF刺激によるSTAT-5リン酸化の解析結果	

	 PAP	6症例のうち2症例に施行した。2症例ともにSTAT-5の正常なリン酸化が確認

され、GM-CSF受容体異常によるcongenital	pulmonary	alveolar	proteinosis(CPAP)

は否定的であった。	

	

5)	抗GM-CSF抗体測定結果	

	 PAP	6 症例のうち 2 症例に抗 GM-CSF 抗体測定を施行したところ、1 症例(発症時 4

歳)に陽性の結果を認めた。	
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表	4	-原因が同定された症例																														 	 										 									

Case				 	臨床診断					性別					発症							転帰				 	遺伝子変異/その他異常				 									

1									IP	 男	 1歳	 	S	(2y4m)	 	SFTPC	c.218T>C,	p.Ile73Thr	

2									IP/HT	 女	 11ヶ月	 	S	(11y)	 	NKX2.1	c.1117C>T,	p.Gln373X									

3									pIP/HT/PMD			男	 出生直後	 	S	(1y6m)	 	NKX2.1	c.1016_1017insCCATCTCCGT-	

																																																								GGGCAGCGG,	p.Gly339fs	

4									pIP	 男	 出生直後	 	S	(6y)	 	SFTPC	c.541delC,	p.Leu181Trpfs5X									

5									pIP	 男	 1歳5ヶ月		S	(2y8m)	 	SFTPC	c.218T>C,	p.Ile73Thr				

6									pIP	 	男	 1歳7ヶ月		S	(2y5m)	 	SFTPC	c.218T>C,	p.Ile73Thr							

7									pIP/PH	 女	 出生直後	 	S	(4m)	 	FOXF1	c.256C>T,	p.Arg86Trp								

8									PAP	 女	 出生直後	 	D	(2y5m)	 	SFTPC	c.134T>G,	p.Leu45Arg	

9									PAP	 男	 出生直後	 	D	(9y4m)	 	SFTPC	c.181A>G,	p.Ser61Gly	

10								PAP/HT/PMD	 女	 3ヶ月	 	S	(2y9m)			NKX2.1	c.954delG,	c.958delG,	p.Gln318fs	

11								ACD/MPV	 女	 出生直後	 	D	(5d)	 	FOXF1	c.852_856delTATCA,	p.Tyr284X			

12								PAP	 女	 4歳4ヶ月		S	(5y)	 	Anti	GM-CSF	antibody	 	 	 	 	 	 				

S:生存、D:死亡、HT:甲状腺機能低下症、PMD:精神運動発達遅滞	

	

	 以上のように、遺伝子変異/その他異常を全部で17%(12/70症例)に認めた。その内

訳は、IP症例の25%(2/8症例)、pIP(PHなし)症例の15%(4/27症例)、PAP症例の67%(4/6

症例)、pIP(PHあり)の5.6%(1/18症例)、uPH症例の0%(0/7症例)、ACD/MPVの25%(1/4

症例)であった(表	5)。	

	

表	5	-対象症例における原因の分布																																																		

																												 	 	 					肺高血圧																						

																								 	なし																					あり													 	

臨床診断													IP					pIP				PAP				pIP						uPH					ACD/MPV		Overall		

(症例数)					 (8)				(27)			(6)				(18)					(7)					(4)						(70)										

SFTPCの変異	 		1/8	 3/27			2/6				0/18					NE	 			0/3	 		6/62	

ABCA3の変異	 		0/8	 0/27			0/6				0/18					NE	 			0/3	 		0/62	

FOXF1の変異	 		NE	 NE					NE					1/18					0/7	 			1/4	 		2/29	

NKX2.の変異	 		1/5	 1/6				1/2				0/5	 				NE	 			NE	 		3/18					 	

pSTAT-5	 	 		NE	 NE					0/2				NE	 				NE	 			NE	 		0/2	

抗GM-CSF抗体	 		NE	 NE					1/2				NE	 				NE	 			NE	 		1/2	 	 	 					

合計																	2/8	 4/27			4/6				1/18					0/7	 			1/4	 		12/70																																									
NE: not examined 
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3. 原因が同定された症例 
	 原因が同定された12症例の臨床経過および検査結果を以下に示す。	

	

Case	1	

	 感冒を契機に1歳頃から体重増加不良となり、1歳5ヶ月時に発熱、咳嗽および酸

素化不良のため入院となった。酸素投与、抗生剤投与および短時間作用型β2刺激薬

吸入にて加療され、翌日には解熱し全身状態は改善したが、酸素化不良は改善せず、

入院3日目からmethylprednisolone(mPSL)を投与されたが酸素投与を中止することが

できなかった。KL-6が1111U/mlと高値であり、入院2週間目に肺CTを撮影したとこ

ろ、肺野全体にスリガラス状陰影(ground-glass	opacification,	GGO)を認めた。肺生

検にて非特異性間質性肺炎(nonspecific	interstitial	pneumonia,	NSIP)の診断とな

った。prednisolone(PSL)およびhydroxychloroquine(HCQ)にて加療し、在宅酸素療法

(home	oxygen	therapy,	HOT)を導入して退院となった。SFTPCの解析にて、exon	3に

c.218T>C,	p.Ile73Thrの変異をヘテロ接合性に認めた(図3)。これは2004年に報告さ

れた変異であり28、SFTPCの変異の報告の25%を占め、最も多い変異とされている29。

これらのことから、Case	1はp.Ile73ThrによるIPである可能性が高いと考えられた。

いずれかの発症前診断に結びつく可能性についての説明を含めた遺伝カウンセリング

の後に両親の遺伝子解析を行ったところ、母親に同変異を認め、父親には同部位に遺

伝子変異を認めなかった。母親は未発症であり、発症前診断を行った可能性があると

考えられた。	

	

図3.	Case	1と両親の遺伝子解析結果	

Case	1と母親に SFTPC	exon	3においてc.218T>C,	p.Ile73Thrの変異をヘテロ接合性

に認めた。父親には同部位の遺伝子変異は認められなかった。	
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Case	2	

	 10歳女児。生後11ヶ月頃から呼吸障害を認めておりHOTを導入されていた。thyroid	

stimulating	hormone(TSH)	14.7μIU/mlと甲状腺機能低下症を認め生後6ヶ月からレ

ボチロキシンを内服していた。KL-6は最高6520	U/mlまで上昇しており、1歳時に行

った肺生検でIPの診断となった。発達遅滞や舞踏病などの神経学的異常は見られなか

った。NKX2.1の解析にて、exon	3にc.1117C>T,	p.Gln373Xの変異をヘテロ接合性に

認めた(図 4)。ナンセンス変異であり、完全な蛋白が合成されないと考えられること

から、Case	2は	p.Gln373XによるIPの可能性が高いと考えられた。両親の遺伝子解

析は行っていない。	

	

 	

図4.	Case	2の遺伝子解析結果	

NKX2.1	exon	3においてc.1117C>T,	p.Gln373Xの変異をヘテロ接合性に認めた。		
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Case	3	

	 出生直後から重症新生児一過性多呼吸とPHの診断で挿管管理された。日齢14に抜

管され、日齢31まで経鼻持続気道陽圧を継続し、HOTを導入して日齢61に退院した。

TSH	359μIU/ml、free	thyroxine(fT4)	0.67ng/mlと甲状腺機能低下症を合併してお

り、レボチロキシンを開始された。3ヶ月半で啼泣時のチアノーゼが出現し、肺CTで

は不均一なGGOとairbronchogramが見られ、KL-6は929U/mlと上昇していた。生検

は行っていないが、ステロイド薬投与の効果があったことから、IPの可能性が高いと

考えた。NKX2.1の解析にてexon	3において、19塩基の挿入によるフレームシフト変

異c.1016_1017insCCATCTCCGTGGGCAGCGG,	p.Gly339fsをヘテロ接合性に認めた(図5)。

フレームシフト変異により、正常のアミノ酸配列とは異なった蛋白が翻訳されると考

えられた。両親の遺伝子解析では、同部位に遺伝子異常を認めなかったため、de	novo

変異と考えられた。これらのことから、Case	3はp.Gly339fsによるIPの可能性が高

いと考えられた。	

	

図5.	Case	3と両親の遺伝子解析結果	

Case	3 に NKX2.1	exon	3 において、19 塩基の挿入によるフレームシフト変異	

c.1016__1017insCCATCTCCGTGGGCAGCGG,	p.Gly339fsをヘテロ接合性に認めた。	 	 	 	

父母には同部位の遺伝子変異は認められなかった。	

	

	 	

�������

?�

>�

������A=$"�����$��"��	98%<6$().130+.-
:@����������������
��������
�������������	��%/,2:@
*B' �?>$&7D5%C4;:@*B'#�! ���

CAGCGGTGGCGCCGGCC T TGGCGCACACCCGGGCCACCAGC		
C AGCGGCCA T C T C CG TGGGCAGCGGTGGCGCCGGCC T TGGC	�

Gly				His					Leu			Arg			Gly			Gln				Arg				Trp			Arg				Arg				Pro			Trp						

Gly					Gly					Ala			Gly			Leu			Gly				Ala				His				Pro			Gly					His			Gln	

Wild	Type�
Mutant�



 

 
 

21 

Case	4	

	 出生直後から呼吸障害を呈し、人工呼吸管理を行った。何度か抜管を試みたが二酸

化炭素貯留のため再挿管を繰り返した。日齢30に抜管し経鼻持続気道陽圧に変更、日

齢57にステロイド薬内服を開始し、日齢58に鼻カヌラ酸素に変更し、生後3ヶ月に

HOTを導入して退院となった。ステロイド薬は漸減し6ヶ月に中止、在宅酸素は9ヶ

月に中止となった。5歳5ヶ月時に当院に相談を受け、6歳時には呼吸障害なく、成長・

発達ともに問題なく経過している。SFTPCの解析でexon	5にc.541delC,	

p.Leu181TrpfsX5の変異をヘテロ接合性に認めた(図6)。ナンセンス変異であることか

ら完全な蛋白が合成されないこと、p.181以降のアミノ酸が置換されプロSP-C蛋白が

短くなっていること、p.181以降の変異では成人発症も含めIP症例が多い事から、Case	

4はp.Leu181TrpfsX5によるIPである可能性が高いと考えられた。発症前診断に結び

つく可能性についての説明を含めた遺伝カウンセリングの後に両親の遺伝子解析を行

ったところ、母親に同変異を認め、父親には同部位に遺伝子変異を認めなかった。母

親は未発症であり、発症前診断を行った可能性があると考えられた。	

	

			 	

図6.	Case	4と両親の遺伝子解析結果	

Case	4と母親に SFTPC	exon	5において、1塩基の欠失によるフレームシフト変異

c.541delC,	p.Leu181TrpfsX5をヘテロ接合性に認めた。父親には同部位の遺伝子変異

は認められなかった。	
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Case	5	

	 1歳5ヶ月男児。RSウイルス感染時に呼吸不全あり、入院の上酸素投与をされた。

肺CTでGGOを認めたためPSL投与を開始した。漸減中止し退院となったが、翌月にノ

ロウイルスに感染し、呼吸不全を認めたため、再び入院となった。PSLを再開したが、

肺CTでは軽快していたためPSLは漸減中止となった。その後の定期受診でSpO2	が80%

半ばであったため入院の上、PSL 再開され継続のまま退院となった。SFTPC の解析で

exon	3 に c.218T>C,	p.Ile73Thr のヘテロ変異を認めた(図 7)。Case	1 で認めた変異

と同様の変異であり、Case	5は SFTPC	p.Ile73ThrによるIPの可能性が高いと考えら

れた。両親の遺伝子解析は行っていない。	

	

	

図7.	Case	5の遺伝子解析結果	

SFTPC	exon	3において、c.218T>C,	P.Ile73Thrの変異をヘテロ接合性に認めた。	
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Case	6	

	 1歳7ヶ月時に発熱、酸素化障害、多呼吸、呻吟および陥没呼吸を認めたため入院

となった。胸部X線写真でGGOを認め、KL-6	1259	U/mlと上昇していた。抗生剤を投

与し酸素化は軽快したが酸素投与は続いた。BALを行ったところ、PAPの所見はなく、

IPと推定した。SFTPCの解析でexon	3にc.218T>C,	p.Ile73Thrの変異をヘテロ接合

性に認めた(図8)。Case	1で認めた遺伝子変異と同様の遺伝子変異であり、Case	6は

SFTPC	p.Ile73ThrによるIPの可能性が高いと考えられた。発症前診断に結びつく可

能性についての説明を含めた遺伝カウンセリングの後に両親の遺伝子を解析したとこ

ろ、父親に同変異を認め、母親には同部位に遺伝子変異を認めなかった。父親は未発

症であり、発症前診断を行った可能性があると考えられた。	

	

図8.	

Case	6と両親の遺伝子解析結果	

Case	6と父親に SFTPC	exon	3においてc.218T>C,	p.Ile73Thrの変異をヘテロ接合性

に認めた。母親には同部位の遺伝子変異は認められなかった。	
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Case	7	

	 出生直後にエアリーク、PHを認め、気管挿管による100%酸素投与、ニトログリセリ

ン投与、inhaled	nitric	oxide(iNO)吸入療法、prostaglandin	I2(PGI2)投与および鎮

静にて加療された。日齢15の肺CTではGGOを認めた(図9)。日齢31に抜管したがPHが増

悪したため、再度気管挿管しiNO吸入療法が開始された。FOXF1の解析でexon	1	に

c.256C>T,	p.Arg86Trpの変異をヘテロ接合性に認めた(図10)。2013年にSenらが報告し

た遺伝子変異であり、その報告の症例は日齢120に死亡した21。Case	7では、生後4ヶ

月時点で同治療を継続し生存していた。両親の遺伝子を解析したところ、同部位に遺

伝子変異を認めなかったため、de	novo変異と考えられた。生検は行われていないが、

遺伝子変異と臨床症状をあわせて考えると、Case	7はFOXF1	exon	1	c.256C>T,	

p.Arg86TrpによるACD/MPVの可能性が高いと考えられた。	

	

図9.		Case	7の肺CT(日齢15)	

全肺野にびまん性のGGO	を認め、両肺野肺側に強い浸潤影を認める。	

	

	
図10.	Case	7と両親の遺伝子解析結果	

Case	7に FOXF1	exon	1において、c.256C>T,	p.Arg86Trpの変異をヘテロ接合性に認

めた。父母には同部位の遺伝子変異は認められなかった。	
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Case	8	

	 出生直後から呼吸障害があり、人工呼吸管理および人工肺サーファクタント投与を

行った。日齢2に人工肺サーファクタントで気管洗浄した後、日齢4に抜管した。日

齢16の肺CTで背側を中心にGGOを認め(図11)、同日呼吸障害が増悪し再度人工呼吸

管理となった。気管洗浄したところ、粘稠性の高い乳白色の液体を回収し、吸引物の

病理所見では好酸性の無構造物を認め、PAPの診断となった。日齢44に抜管し、日齢

50 までネーザルハイフローによる管理を行った。日齢 77 に自宅退院となった。退院

後は RSV 感染症にて入院となることがあった。HOT にて肺移植を待機していたが、体

重増加不良であり2歳5ヶ月に誤嚥性肺炎のため死亡した。SFTPCの解析でexon	2に

c.134T>G,	p.Leu45Argの変異をヘテロ接合性に認めた(図12)。2010年にPoterjoy	BS

らにより報告された変異である 30。両親の遺伝子を解析したところ父母には、同部位

に遺伝子変異を認めなかったことより、de	novo 変異と考えられた。これらのことか

ら、Case	8 は SFTPC		exon	2	c.134T>G,	p.Leu45Arg によるPAP の可能性が高いと考

えられた。 

	

図11.		Case	8の肺CT	 	

左(日齢16)では背側を中心にGGOを認める。右(1歳2ヶ月)では地図状のGGOとcrazy	

paving	patternを認める。	

	

図12.	Case	8と両親の遺伝子解析結果	

Case	8に SFTPC	exon	2において、c.134T>G,	p.Leu45Argの変異をヘテロ接合性に認

めた。父母には同部位の遺伝子変異は認められなかった。	
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Case	9	

	 出生時から呼吸障害を認め、気管挿管され、人工呼吸管理となり、日齢30にBAL	

にてPAPと診断された。PSL及びHCQにて加療し、1歳9ヶ月で人工呼吸器から離脱し、

2歳9ヶ月時にHOTで退院となった。8歳4ヶ月時に気腫像の増悪ありPSLの副作用も

強く、9歳0ヶ月に両側生体肺移植を行った。術後はPH、気管支吻合部狭窄、出血を

合併し、ECMO下に人工換気、iNO吸入療法、経静脈的血管拡張薬にて加療したが、敗

血症を合併し9歳4ヶ月時に死亡した。生体肺移植を行う前の SFTPCの解析でexon	2

にc.181A>G,	p.Ser61Glyの変異をヘテロ接合性に認めた(図13)。SIFTでは“probably	

damaging”、Polyphen-2	では“damaging”の判定であった。Ser61は多種間でよく保

存されている(図14)。これらのことから、Case	9のPAPは SFTPC	p.Ser61Glyが原因

と考えられた。両親の遺伝子解析は行っていない。	

	

	
図13.	Case	9の遺伝子解析結果	

SFTPC	exon	2において、	c.181A>G,	p.Ser61Glyの変異をヘテロ接合性に認めた。	

	

図14.	前駆 SP-C 蛋白のアミノ酸配列の多種間比較	
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Case	10	

	 1歳11ヶ月女児。TAPVCに対して新生児期に根治術を行った。生後3ヶ月頃から胸

部X線写真にてGGOを認め(図15)、SpO2低値であったため、HOTを導入された。ステ

ロイド薬投与は無効であった。生後9ヶ月に行われた肺生検でPAPが疑われた。甲状

腺機能低下症を認め、レボチロキシンを内服している。NKX2.1 の解析で exon	3 に

c.954delG,	c.958delG,	p.Gln318fsの変異をヘテロ接合性に認めた(図16)。フレーム

シフト変異により、正常のアミノ酸配列とは異なった蛋白が翻訳されると考えられた。

両親の遺伝子を解析した結果、父母には同部位に遺伝子変異を認めなかったことより、

de	novo変異と考えられた。これらのことから、Case	10は NKX2.1	p.Gln318fsによる

PAPである可能性が高いと考えられた。	

	  	
図15.		Case	10の肺CT(2歳)	

全肺野に地図状のGGOを認め、両肺野背側に強い浸潤影を認める。	

	

 	
図16.	Case	10の遺伝子解析結果	

Case	10に NKX2.1	exon	3においてc.954delG,	c.958delG,	p.Gln318fsの変異をヘテ

ロ接合性に認めた。父母には同部位の遺伝子変異は認められなかった。	
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Case	11	

	 出生時から PH が続き、人工呼吸管理、高濃度酸素投与、鎮静、iNO 吸入療法、

prostaglandin	E1(PGE1)投与、mPSLパルス療法、人工肺サーファクタント投与にて加

療された。症状改善なく、日齢5に気胸を併発し胸腔ドレナージを行ったが、心拍・

血圧低下の回復が乏しく死亡した。剖検の結果はACD/MPVであった。合併症として、

鎖肛を認めた。FOXF1の解析でexon	1 に c.852_856del5,	p.Tyr284X の変異をヘテロ

接合性に認めた(図17)。ナンセンス変異により、完全な蛋白が合成されないため、Case	

11は FOXF1	p.Tyr284XによるACD/MPVの可能性が高いと考えられた。両親の遺伝子解

析は行っていない。	

	

 	

図17.	Case	11の遺伝子解析結果	

FOXF1	exon	1において、c.852_856del5,	p.Tyr284Xの変異をヘテロ接合性に認めた。	

	

	

	

Case	12	

	 4歳4ヶ月頃から体重減少がみられ、咳、微熱が持続した。胸部CTでメロンの皮様

の所見があり、BALを行いPAPと診断された。SFTPC,	ABCA3の解析では遺伝子変異を

認めず、pSTAT-5 を行ったがSTAT-5 のリン酸化に異常はなかった。抗GM-CSF 抗体を

測定したところ、抗GM-CSF抗体価が高値であったことから、APAPと診断された。GM-CSF

吸入療法が有効であったが、再燃を繰り返し治療に難渋している。	 	
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考察	

	  
	 本研究の対象症例については、日本新生児成育医学会の新生児稀有疾患(病態)前方

視的サーベイランス事業を通じて全国の周産期センターおよび新生児診療施設に周知

した。日本新生児成育医学会の会員数は約3000人で、会員が属する施設は、日本の新

生児特定集中治療室(neonatal	intensive	care	unit,	NICU)病床の90%以上を網羅し

ている。 
	 2013年8月から2016年6月までの間にHILDを疑う70症例中に対してSFTPC、ABCA3、

FOXF1の解析を中心とした原因検索を行い、2015年2月からはNKX2.1の解析を加えた。

11/70症例(16%)に遺伝子変異を認め、1症例に抗GM-CSF抗体陽性症例を認めた。遺伝

子変異を認めた11症例のうち、臨床診断の内訳は、IPが2症例、PAPが3症例、pIP

が5症例(PHなし4症例、PHあり1症例)、ACD/MPVが1症例であった。また、遺伝子

変異の内訳は、SFTPCの変異は6症例、ABCA3の変異は0症例、FOXF1の変異は2症例、

NKX2.1の変異は3症例であった。抗GM-CSF抗体陽性症例は1症例であった。	

	 本研究で遺伝子解析を行った症例をみると、pIP 症例が最も多かった。そのなかで

も新生児期から症状を認める症例が多かった。新生児期においては肺生検やBALは体

格が小さい、呼吸状態が悪い、家族の同意が得られないなどの理由で困難である場合

が多いため、胸部X線写真や肺CTなどの画像情報とKL-6などの血清マーカーの値か

らIPを疑い遺伝子解析を相談される症例が多かったと考えられる。	

	 SFTPC に変異を認めた 6 症例のうち、p.Ile73Thr(Case	1、Case	5、Case	6)、

p.Leu45Arg(Case	8)は既報変異である 28,30。Case	1、Case	5、Case	6 にみられた

p.Ile73Thrは海外でも多く報告されており、IPとPAPの両方の病像を呈することがあ

り、SFTPCの変異の25%以上を占めるとされている29。発症時期や表現型などの臨床像

は様々である 31。Akimoto らの報告では、SFTPC		p.Ile73Thr は同定されなかったが、

Akimotoらの報告(2011年2月〜2013年７月)と合わせるとSP-C異常症例のうち33%(3

症例/10症例)であり、海外の報告と同様に最も多かった。3症例とも幼児期発症のIP

であった。p.Ser61Gly(Case	9)は出生直後から発症したPAPの診断であり、PSL、HCQ

の治療を受けた後、9 歳時に肺移植を行ったが、その 4 ヶ月後に死亡した。

P.Leu181Trpfs5X(Case	4)は我々の知る限り同変異の報告はみられない。しかし、フレ

ームシフト変異であることから異常な蛋白が翻訳されると考えられる。Case	1、	Case	

4、Case	6、Case	8 は責任変異について両親の遺伝子解析を行った。Case	1、Case	4

では母親に症例と同一の変異を認め、Case	6 では父親に症例と同一の変異を認めた。

Case	4はナンセンス変異であること、p.181以降のアミノ酸が置換されプロSP-C蛋白
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が短くなっていること、p.181 以降の変異では成人発症も含め IP 症例が多い事から、

疾患の原因である可能性が高いと考えられた。SP-C異常症は発症時期に幅があるため、

親の遺伝子変異を同定することは親の発症前診断となり得ることが考えられる。Case	

8では両親に遺伝子変異を認めず、児の de	novo変異であると考えられた。	

	 Akimotoらの報告と本研究におけるSFTPCの変異の分布を図18に示す。SFTPCの5’

側にはPAPが多く分布し、3’側にはIPが多く分布していると考えられた。しかし、3’

側にもPAPの症例は見られるため、遺伝子変異の場所と臨床症状が一致するとは一概

には言えない。	

 

	

図18.	SFTPCにみられた責任変異の分布	

□：新生児期発症	 ○：乳児期以降発症	

赤：肺胞蛋白症	 	 青：間質性肺炎	

※Akimotoらの報告症例	

	

	 今回の研究においては、SP−B欠損症を疑う症例を認めず SFTPBの解析は行わなかっ

た。SP-B欠損症は欧米から報告される肺サーファクタント関連疾患の中で最も頻度が

高いが、日本ではSP−B欠損症の確定診断例がなく、韓国や南アフリカからも報告がな

い29。欧米から報告されているSP−B欠損症の異常アリルの2/3が121ins2と呼ばれる

であり、121ins2には創始者効果があると考えられている32。日本人にはSP-B欠損症
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の保因者が極端に少ないと考えられる。	

	 今回の研究において62症例に ABCA3の解析を行ったが、変異を認めたものはいなか

った。Akimotoらの報告とあわせても2011年2月から2016年6月までの期間に1症

例しか同定できなかった。しかし、保因者は多いとの報告があり 29、軽症例は見逃さ

れている可能性がある。	

	 FOXF1の変異は、2症例で同定された。1症例は剖検でACD/MPVと診断された4症例

のうちの1症例であった。もう１症例はPHを伴うpIPの症例(Case	7)であり、生検を

行っていないが遺伝子解析結果からACD/MPVと診断した。ACD/MPVの約80%は先天性心

疾患、消化管疾患、泌尿器疾患を認めると報告されている 33。多くは出生直後から重

症のPHを呈するが、長期生存する症例も報告されている34。p.Arg86Trp(Case	7)は既

報変異でありSenによる既報症例は日齢120に死亡している21。Case	7は出生直後か

ら肺高血圧を呈し、人工呼吸器管理、鎮静、iNO 吸入療法や PGI2投与などによる治療

が行われ、生後 4 ヶ月の時点では生存していた。Sen らによる既報例は合併症を有し

ておらず Case	７にも先天性心疾患、消化器疾患、泌尿器疾患のいずれも認めなかっ

た。Case	11 と同一の変異(FOXF1	c.852_856delTATCA,	p.Tyr284X)は我々が知る限り

過去に報告がないが、ナンセンス変異であり責任変異である可能性が高いと考えられ

た。出生直後からPHが強く、人工呼吸管理、鎮静、iNO吸入療法やPGI2投与などによ

る集中治療を行われたが日齢5に死亡した。合併症として、鎖肛を認め人工肛門造設

術が行われた。剖検でACD/MPVと診断された4症例のうち、3症例にはcoding-region

全体と exon と intron 境界でのダイレクトシークエンスでは変異を認めなかった。

FOXF1は、270kB上流に肺特異的なエンハンサーがあり、イントロン内にもエンハンサ

ーがある。また、de	novo変異の病原性欠失は主に母由来の16番染色体にあり、家族

内発症があることからも、FOXF１にはインプリンティング現象が存在すると考えられ

ている 35。そのため、現在行っている遺伝子解析以外に、他に FOXF1上流の変異・欠

失についての解析、FOXF1を含む領域の欠失の解析、FOXF1以外の責任遺伝子の解析に

ついて調査することが今後必要であると考える。	

	 我々は、Akimotoらの研究が対象にしていなかった NKX2.1を新たに解析対象に加え

た。	

	 2015年2月から18症例に NKX2.1の解析を行い、NKX2.1に変異を3症例(Case	2、

Case	3、Case	10)に同定した。これら3種の変異は我々が知る限り既報変異ではない

が、case	2はナンセンス変異、case	3とcase	10ではフレームシフト変異であること

から、病原変異である可能性が高いと考えられる。Carré らの報告によると、NKX2.1

変異による症状のうち、肺症状は54%、甲状腺機能低下症は87%、神経症状を持つのは
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93%である。症状の組み合わせの中で3症状全てを有するのは50%である。次に多いの

は甲状腺機能低下症と神経症状の 2 症状を有すもので 30%である 36。本研究における

症例では、肺症状以外にCase	2 では甲状腺機能低下症を、Case	3 と Case	10 では甲

状腺機能低下症と精神運動発達遅滞を認め、甲状腺機能低下症は3症例全てに見られ

た。また、Case	10ではTAPVCを合併しており、新生児期に手術された。	

	 我々が知る範囲内では、これまでに本邦において NKX2.1/TTF-1異常症の17症例に

ついて 7 つの論文が報告されている 37-43。肺疾患としては繰り返す呼吸器感染が 6 症

例について報告されているが、IPやPAPの報告は見られなかった。11症例は甲状腺機

能低下症を合併しており、神経運動発達遅滞は4症例にみられ、舞踏病は14症例にみ

られた。また、我々が知る限りTAPVCの合併は報告されていない。	

	 NKX2.1異常症の発症時期は様々である。また、肺症状には IP や PAP 以外にも RDS

や繰り返す呼吸器感染などが知られており、その内訳はRDSが76%、interstitial	lung	

disease(ILD)が 19%、繰り返す呼吸器感染は43%である 44。本研究はIPやPAPの臨床

症状のみにて研究を行っているため、RDS や繰り返す呼吸器感染を伴う症例について

の把握は不十分である。また、日本新生児成育医学会を通じて全国のNICU施設へ本調

査について通知しているが、小児科施設への周知は不十分であると思われる。今後、

小児科施設を含めた全国調査を行うことが必要であると考える。	

	 抗 GM-CSF 抗体陽性症例(Case	12)は 4 歳で診断されており、報告されている APAP

症例の中では最年少と考えられる。	

	 Akimotoらの報告と本研究を合わせると、合計9症例のPAP症例を認めた。9症例の

うち6症例に遺伝子変異を認め、SFTPCの変異が4症例、ABCA3の変異、NKX2.1の変

異がそれぞれ1症例ずつであった。他にはJIA、PID、APAPが各1症例であった。日本

における小児期のPAPに対する遺伝子解析は有用であると考えられた。	

	 海外の報告では、アメリカでは保因者頻度から推定される罹患率はABCA3異常症が

最も多いとされており 45、Turcu らの報告では、ABCA3 異常症が最も多く、SP-C 異常

症、SP-B 欠損症がそれについでいる 46。それらに対して、日本では SP-C 異常症が最

も多いと考えられた。今回の調査の結果、Akimoto らの報告と同様に SFTPCの変異が

日本では一番多いと考えられ、本研究により NKX2.1の変異はそれに次ぐと予想された。	

	 アメリカではchILD	foundationが症例の集積を行い発表している。ヨーロッパでは

chILD-EUが症例を集積している。アジアでは現在のところ、日本での症例を集積して

いる我々のグループ以外に系統的にHILDの症例を集積している研究はない。	

	 我々の考えるHILDに対する診断アプローチについて図19に示す。原因不明で治療

抵抗性の酸素化障害を主体とする呼吸不全がある症例の診療にあたっては、臨床症状、
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胸部X線写真や肺CTなどの画像情報、KL-6、SP-A、SP-D、lactate	dehydrogenase(LDH)

といった血清マーカーの値から HILD が疑われるか否かを判断する。HILD と判断され

ない場合には、感染症、先天性心疾患、染色体異常を含む奇形症候群、呼吸器の形態

異常、骨系統疾患、神経筋疾患、重症新生児仮死による新生児遷延性肺高血圧症、早

産や子宮内炎症に起因する慢性肺疾患などの鑑別を行う。HILD が疑われる場合、PAP

とIPでは治療方法が異なるため、PAPとIPを鑑別するためにBALを行う。PAPと診断

された場合には、抗GM-CSF抗体を測定し、APAPである場合には、全肺洗浄やGM-CSF

吸入療法にて治療を開始する。CPAPである場合には、原因遺伝子により治療が異なる。

Ⅱ型肺胞上皮細胞側の異常に対しては肺移植、肺胞マクロファージ側の異常に対して

は造血幹細胞移植による治療を考慮する。IP が疑われる場合には、PSL や HCQ、マク

ロライドによる治療を行う。根本的治療はPAPと同様にⅡ型肺胞上皮細胞側の異常で

は肺移植、肺胞マクロファージ側の異常では造血幹細胞移植である。	

	 本研究は、日常臨床に取り入れられるなど、将来発展する可能性のある研究である。	

	 	

	

図19	 HILDに対する診断アプローチ	
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総括および結論	

	

	 2年11ヶ月の研究期間内に、全国56施設から間質性肺疾患が疑われた70症例が紹

介された。その内訳は、間質性肺炎と診断された症例が8症例、間質性肺炎が疑われ

た症例が45症例、肺胞蛋白症と診断された症例が6症例、ACD/MPVと診断された症例

が4症例、原因不明の肺高血圧症例が7症例であった。	

	

	 70症例のうち、11症例に疾患の原因と考えられる9種類の遺伝子変異(SFTPC	

p.Ile73Thr、SFTPC	p.Leu181Trpfs5X、SFTPC	p.Leu45Arg、SFTPC	p.Ser61Gly、FOXF1	

p.Arg86Trp、FOXF1	p.Tyr284X、NKX2.1	p.Gln373X、NKX2.1	p.Gly339fs、NKX2.1	

p.Gln318fs)を同定した。	

	 	

	 遺伝子変異を同定した11症例のうち、間質性肺炎と診断された症例は1症例、間質

性肺炎を疑われた症例は6症例、肺胞蛋白症と診断された症例は3症例、ACD/MPVと

診断された症例は1症例であった。	

	

	 SP-C異常症の原因としては、日本でも海外と同様に SFTPC	p.Ile73Thrの頻度が最

も高いと考えられた。	 	

	

	 肺胞蛋白症6症例のうち、3症例に遺伝子変異を同定し、1症例に抗GM-CSF抗体陽

性例を認めた。残る2症例は二次性肺胞蛋白症であった。本研究において、肺胞蛋白

症に対する遺伝子解析は疾患の原因を明らかにするために有用であると考えられる。	

	 	 	

	 ACD/MPVと診断された4症例のうち、FOXF1に変異を認めたのは1症例のみであった。

今後の課題として、FOXF1の上流の変異や欠失、FOXF1を含む領域の欠失および FOXF1

以外の遺伝子の変異による発症などの可能性について検討する必要がある。	

	 	

	 日本人における小児のHILDの原因としてはSP-C異常症が最も頻度が高いことが再

確認された。SP-C異常症に次いでTTF-1/NKX2.1異常症の頻度が高いことが新たに判

明し、ABCA3異常症が稀であること、SP-B欠損症が極めて稀であることが再確認され

た。	
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付表	

	

付表	1	–	SFTPCプライマーと増幅産物の長さ	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 										 	

プライマー名	 プライマー	(5’	to	3’)	 	 増幅産物の長さ			 	

PP1F		 	 CTCACCCAGGTTTGCTCTTG	

PP1R		 	 TGAAGTTTCTCATGGCTTCTGA		 	 551	

PP2F		 	 GGGACACCAAGACCACTAAGC	

PP2R		 	 CATGAGGTCATGAGGCTGTC	 	 531	

PP3F		 	 CTCTGTATCACCGCATGGAG	

PP3R	 	 CCTCTGTCTGGCATGTCCT		 	 540	

PP4F		 	 CATGGGTCTCCACATGAGC	

PP4R		 	 ACCCACCTGCTGGTAGTCAT		 	 511	

PP5F		 	 CCAGGTTCTGGAGATGAGCA	

PP5R		 	 CTGGCTTGTAGGCGATCAGC		 	 381	

PP6F		 	 CTGGTTACCACTGCCACCTT	

PP6R		 	 AATAGCCACCATTCGGACAC		 	 484	

PP7F		 	 CCGAATGGTGGCTATTTGTC			

PP7R		 	 AGCGAGCCTCCTCCACAG			 	 524	

PP8F		 	 CCGGTGAGCAGGTGTGAT		

PP8R		 	 CCACTTTGCTCTCCCAAGG		 	 508		

PP9F		 	 ATGGGAGTGGGCAGAGGT		

PP9R		 	 AAAGCCCGTGGATGCTCCCT		 	 257			 	 	

	

	

付表	2	–	ABCA3プライマーと増幅産物の長さ	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	

プライマー名	 プライマー	(5’	to	3’)	 	 	 増幅産物の長さ	 	

EXON1F7							 AGACTTCCACTGCTGCGAAAC	

EXON1R3								 GCTGTCGGTCGCTACATATCC	 	 			909	

EXON2F								 CGGCCAGGTGTTTATTTTCTA	

EXON2R								 CCTCCCTTACTGGAAGTCTGG	 	 			514	

EXON3F								 GAGCGCTAGCTCATGGTGAT	

EXON3R						 GGCAACATAGCAAGACCCTATC	 	 			519	

EXON4F2					 AAGTGGCACAAAAGAAGGTGA	

EXON4R2							 ATACAATAGGGCACGGTGATG	 	 			328	

EXON5F2						 CAGACTCTGGAGGGAGGTCAG	

EXON5R2							 GAAGAAGCAGAGGCCAAGTCT	 	 			531	

EXON6F							 AGAGGATTTGCCGTCTTTCAT	

EXON6R									 AAGGGAAAGCAGTGCCTTTTA	 	 			331	

EXON7F								 GAGTGGTGAGTTCTCGGCTGT	

EXON7R								 GCCAAATGTCCTGAAAAGTATT	 	 			399	

EXON8F								 AAGTCACTCTGTTGCCCCAAG	

EXON8R								 ACAGAGCGAGACTCCAACTCA	 	 			490	

EXON9F							 ATCACTTGAGCCCAGGAGTTT	

EXON9R						 GAGAGGAGTGGGACATTGACA	 	 			438	

EXON10F					 TGGGAAGAACTTTGTGGTCAG	

EXON10R						 CTTTCCTCCTTCCAGTCCAAC	 	 			453	
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EXON11F							 AGCTTGTGTCCCGTGTAGATG	

EXON11R							 AGCTATCCAGCCCACACTCAG	 	 			488	

EXON12F							 GCTTGAAGAAAGCTGTCCAAC	

EXON12R2						 GCTCTGAAGCGGAAGGATTAC	 	 			579	

EXON13F							 CACAGGGATGAAACAAGTTGG	

EXON13R								 CTGCCGTGCTGGTAAGTCTTC	 	 			393	

EXON14F							 CAGGGTTGCAGAGACACTGAG	

EXON14R							 GCGCTGAGATGGTGTTAAAGG	 	 			419	

EXON15F							 TCAGAGGAAATTAGGGGAGACA	

EXON15R							 TCCCTTCCTCCAGTTTAGCTC	 	 			352	

EXON16F							 GGTTCCTCTCACCAGAACCTC	

EXON16R								 GAGTCCTCCAAGGATGGTGAT	 	 			365	

EXON17F								 CATCACCATCCTTGGAGGACT	

EXON17R							 CAGAGGCAACAGACAGGAAGT	 	 			466	

EXON18F							 CTCCGGTTCTCTAGCCTCCTT	

EXON18R								 CTCTGAGCACAAAGCCCTCAT	 	 			351	

EXON19F								 GACTGGTATCGAACTCCTGATCT	

EXON19R3							 ACTTCCTCCATGGTGGTGATG	 	 			248	

EXON20F								 CATAAGCAGATGCATGAGCAA	

EXON20R								 GTGCCTGAGGTAGAGCATGAG	 	 			535	

EXON21F								 CGTCACACAGAACAGCACCTG	

EXON21R								 GAACAGCCAAGAACCATCCTC	 	 			510	

EXON22F							 CTATTGGGTCCCTGATTAGCC	

EXON22R							 GGGCAGACACAATGCTCTATC	 	 			466	

EXON23F						 CTCCCATAAGCCCCTTTAGTG	

EXON23R					 ATTCCAGCTGTCCTCCCTGAG	 	 			470	

EXON24F				 ACCTCCAAATGCTCCTCTCAC	

EXON24R				 CTTATCCGTGCTGTGTGGAGT	 	 			562	

EXON25F					 ACTCCACACAGCACGGATAAG	

EXON25R					 CCTTGTTACAGATGCCCAGAC	 	 			504	

EXON26F					 TGACCTACTGGCCTTCACATC	

EXON26R						 CCGTACAGTGGGAGACCATCT	 	 			453	

EXON27F							 AAGGCCTTAGTCCCACCAGAC	

EXON28R						 CATTTCAAGCCACAGATGCAG	 	 			711	

EXON29F						 ACTGGCAGGAACCACAGACAG	

EXON29R								 GCTCTATGCTATGGGGACCTT	 	 			374	

EXON30F								 ATGGGAGCCAATGCTAACTCT	

EXON30R							 GAACTTGCTCTTGAGGTGCTG	 	 			545	

EXON31F							 CACAGCATGGAGGAGTGTGAG	

EXON32R						 TGGAAAGTGACTCCTCTGTGG	 	 			591	

EXON33F3				 CTTAGCCAGCGTCCTCTACCT	

EXON33R3			 CATTCTGTGCATACTGCCTTG	 	 			473	

EXON33F4			 GGCCCATCTTACATCCTCTCT	

EXON33R4						 TGCTTCTAGGAGATGCTGTGG	 	 			570	

EXON33F5					 GAATGGACCATGCAGATCACT	

EXON33R5							 CAGTGTATTCTCTGCGTGTGC	 	 			489								 	 	 	
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付表	3	–	FOXF1プライマーと増幅産物の長さ	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 											 	

プライマー名	 プライマー	(5’	to	3’)	 	 増幅産物の長さ		 	

EXON1aF								 GTCCTCTTCCTCCTCCTCCTC	

EXON1aR								 CCCTCCTCGAACATGAACTC	 	 			493	

EXON1bF								 TGCTTCATCAAGCTACCCAAG	

EXON1bR								 GTGGCTGTTCTGGTGCAGATA	 	 			645	

EXON1cF								 CAAGCCCATGTACAGCATGA	

EXON1cR								 CTGCCACTCAGACTCGACTTC	 	 			583	

EXON2F									 CCTCTGCCTGAACTCTGAGC	

EXON2R									 GTGTCTTTGCATTGGGGACT	 	 			398									 	 	 	 	

	

	

付表	4	–	NKX2.1プライマーと増幅産物の長さ	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 				 	 	

プライマー名	 プライマー	(5’	to	3’)	 											増幅産物の長さ		 	

EXON1F								 AGCAGAGGTGTCCCTCTGACG	 	 	

EXON1R								 AGAGATGGTTGAGAGGAAGGA	 	 	 368	

EXON2F								 AAAAAGCAGCGAGGCTTCGCC	 	 	

EXON2R								 CTCTCGCCGCACCTCC	 	 	 			512	

EXON3aF								 GCCAATGGCGCGGAAAACA	 	 	

EXON3aR								 CTGGCACGGTTTGCCGTCTT	 	 			514		

EXON3bF									 GCTACAAAATGAAGCGCCAG	 	 	 	

EXON3bR									 AAGAAAAGTCGAAGCGCGTG	 	 			584							 	 	 	
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