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研究成果の概要（和文）：STAT1の機能獲得型変異は、慢性皮膚粘膜カンジダ感染を主要症状とするが、一部で
は複合型免疫不全症などを合併する重症例が存在する。本研究で、重症型であるT385M変異の新規症例を同定し
た。このT385M変異の2症例は臨床的に重症度に相違を認めた。重症化する因子の解明のため、IFN-γ刺激による
特異的な遺伝子発現の解析を行なった。患者末梢血から分離したT細胞をIFN-γで刺激し、網羅的な遺伝子発現
プロファイルを解析したところ、ISG（Interferon-stimulated genes）の過剰に発現が示された。また、
STAT1-GOF変異が特定の脱リン酸化酵素に対し抵抗性を示すことを示した。

研究成果の概要（英文）：The gain-of-function research mutation of STAT1 has chronic mucocutaneous 
Candida infection as the main symptom. But some of the cases are detected such as complicated with 
combined immunodeficiency disease and autoimmune polyglandular syndrome. In this study, I identified
 a novel case of the severe T385M mutation. The two cases of this T385M mutation were clinically 
different in severity.
In order to evaluate the factors that cause the severe symptones, we analyzed the specific gene 
expression by IFN-γ stimulation. I analysed comprehensive gene expression profile by the T cells 
isolated from the patient's peripheral blood with stimulated by IFN-γ.  It was showed the 
overexpression of ISG (Interferon-stimulated genes). For the next study, It was also shown that the 
STAT1-GOF mutation is resistant to specific dephosphorylating enzymes. Both of the finding were some
 of the factors that induced the sevirty symptones of T385M mutation. 

研究分野：小児内分泌・先天代謝異常
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
STAT1-GOF変異を有する患者で認める遺伝子型と表現系相関の背景に存在する分子メカニズムの一部の解明が可
能であった。これまで、同変異における標的分子の転写因子の減増により臨床的な重症度が相関することが多く
の仮説とされており、網羅的な変異体における機能評価がなされてきた背景がある。標的分子の量的変化に着目
されることが多いが、この度は標的分子の質的な変化により、臨床的な重症度が変化することが示された。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
STAT1は IFN-γ, IFN-α/βなど多彩なサイトカインのシグナル伝達を介在し、宿主の免疫反
応に重要な役割を果たすシグナル伝達兼転写因子の一つである。2011 年に、皮膚、口腔粘膜な
どに難治性のカンジダ感染を呈する慢性皮膚粘膜カンジダ症（CMCD）の原因として、STAT1
の機能獲得型変異（GOF 変異）が同定された（参考文献 1）。その後、新たな患者が発見され、
その多彩な臨床像が明らかになっている。症例の蓄積により i) 患者は CMCD以外では、細菌、
ウイルスなどの多彩な病原体に対しても易感染性を呈すること、ii) 一部の患者は、自己免疫機
序による難治性腸炎、多腺性内分泌不全症などを発症しており、IPEX-like症候群（多腺性内分
泌不全症、腸疾患を伴う免疫調節異常症に酷似する疾患）と診断されることもあること、iii) 重
篤な症状を呈する症例では、複合型免疫不全症と診断されることもあること、などが示された
（参考文献 2, 3）。複合免疫不全症や IPEX-like症候群の臨床像を呈する重症例の変異は、STAT1
の DNA結合ドメインの変異を持つ頻度が高く、特定の変異に見られることが多い。『遺伝子型-
表現型相関』の存在が想定されるが、その分子メカニズムは未だ解明されていない。本研究では、
遺伝子型-表現型相関の背景にある分子メカニズムの解明に着目した。 
STAT1 は、IFN-γなどのサイトカイン刺激により活性化され、リン酸化を受けて核内に移行
し、GAS などの標的 DNA 配列に結合することで転写を活性化する。STAT1-GOF 変異では、
サイトカイン刺激に対し、過剰なリン酸化を示す。それに伴って標的分子の転写活性化能が亢進
する。STAT1転写活性の測定には、GAS（Interferon-Gamma Activated Sequence）レポータ
ーアッセイが有用で、それを用いて申請者らは、STAT1 変異体の機能評価を行ってきた。しか
し、STAT1-GOF 変異を網羅的に解析した結果、GAS 転写活性の亢進の程度と、臨床的な重症
度の間に相関を認めなかった（図１）。このため、重症化する分子メカニズムとして「標的分子
の転写因子の増強の程度」では説明できないと考えられた。これらの経緯より「STAT１が転写
を活性化する標的分子の変化」が存在するのではないかという仮説を立案した。 
 

 
[図 1] 既知の STAT1-GOF 変異のGAS 転写活性(reporter assay) 
全てのGOF変異体(灰色)で、IFN-γで誘導される過剰なGAS 転写活性を認めた。DNA 結合ド
メインの変異における GAS転写活性の程度と、臨床的な表現型に明らかな相関は認めなかった。
本検討では IPEX-like 症候群に関連する T385M 変異(黒)に特徴的な傾向は認めなかった。
(Y701C は機能喪失型変異であり陰性コントールとして使用) 
 
２．研究の目的 
現在のところ、STAT1-GOF 変異に対する医療管理においては、疾患特異的な治療法が存在し
ないため対症療法が行われている。一部の重症例では造血幹細胞移植が行われることもあるが、
その成績は良好とは言い難く、疾患特異的治療法の開発が望まれる（参考文献 5）。本研究では、
重症化に関わる分子メカニズムを解明することを目的としており、これらが解明することで、分
子標的治療方の開発につなげることを目的としている。これまでは、重症化の因子として、「GOF
変異による標的分子の転写増強」ということが多く想定されており、網羅的な変異体の機能解析
などのアプローチ法がなされているが、遺伝型-表現型相関の解明には至っていなく、臨床的に
も疾患特異的な治療法は見当たらない。 
これまでの症例の蓄積により重症化に関与する GOF変異は STAT1 の DNA 結合ドメインに
集中していることが示されている。これらの点に着目し、「GOF 変異によって、STAT1 が転写
を活性化する標的分子が変化することで、重症化をきたす」ことを仮説として立案し、重症化の
メカニズムを、網羅的な遺伝子発現などを解析することにより、明らかにすることを目的として
いる。 
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３．研究の方法 
これまでの研究で、T385M変異を有する日本人症例（2家系 2症例）を同定しており、このう
ち 1例は IPEX-like症候群を発症している。T385M変異を有する患者と、R274Q変異（CMCD
患者での好発変異）を持つ患者（3 家系 3 症例を同定済み）の末梢血を用いて RNA-Seq 解析、
クロマチン免疫沈降シーケンス（ChIP-Seq）解析を行い、T385M変異に特有の遺伝子発現プロ
ファイルを網羅的に解析し、遺伝子型-表現型相関の背景に存在する分子病態のメカニズムを検
討した。 
具体的には、健常者、患者の由来の末梢血から、磁気細胞分離により CD3+CD4+ヘルパーT細
胞、CD3+CD8+キラーT細胞を単離した。単離した細胞を IFN-γで刺激し（10, 100 IU/ml, 2-
8 時間）、RNA-Seq 解析により網羅的な遺伝子発現プロファイルを解析した。健常者、R274Q
変異を持つ患者と、遺伝子発現の比較検討を行い、T385M変異を持つ患者に特有の遺伝子発現
プロファイルを抽出した。また、発現パターンによる Cluster 分類を行い、遺伝子発現パターン
を検討した。 
次に、STAT1が本来の標的配列（GAS, ISRE配列）以外の DNA配列に結合することで重症
化をもたらすことを検討するために、CD3+CD4+ヘルパーT細胞、CD3+CD8+キラーT細胞に
対し、クロマチン免疫シーケンス解析（ChIP-Seq解析）を行った。T385M変異に特有と考えら
れるいくつかの DNA配列に対し、ゲルシフトアッセイを行い STAT1の結合状態を確認した。 
並行して、STAT-GOF変異における脱リン酸化障害について検討を行なった。STAT1の脱リ
ン酸化が GOF変異では起こっており、脱リン酸化障害の分子メカニズムとして特定のフォスフ
ァターゼへの抵抗性を呈すると仮定した。U3A細胞を用いて、WT STAT1と種々のホスファター
と共培養し、共免疫沈降法によって STAT1 脱リン酸化に関与しているフォスファターゼを同定
した。また同定されたフォスファターゼの気質変異体をWT STAT1および GOF-STAT1と共培養
し、IFN-γ刺激によるリン酸化状態の評価を行なった。 
 
４．研究成果 
CD14+単球におけるIFN-γ刺激後の転写活性の変化をRNA sequenceで網羅的に解析した（図2）。 
重症の臨床像を呈した T385M 患者（P2）において、無刺激状態での遺伝子群の upregulation が
見られた（図３）が、IFN-γに対する反応性は低下していた。軽症の T385M 変異症例と R274Q 変
異は、ISG の発現増強を認めず、類似した遺伝子発現プロファイルを示しており、特定の遺伝子
発現に明確な関連を見いだせなかった。 
次に、得られたデータを、遺伝子発現パターンによる Cluster 分類を行なった。T385M 変異を

もつ臨床像が異なる患者（P1, P2）において、
遺伝子発現プロファイルは大きく異なってい
た(図 4)。自己免疫疾患を発症した P2 では, 
無刺激状態で一部の遺伝子がupregulationさ
れており、IFN-γに対する反応性が低下して
いた。そのため, IFN-γ刺激の有無にかかわ
らず P2は単独の Cluster(Cluster2)に分類さ
れた(図 5)。P1,R274Q 変異は類似した遺伝子
発現プロファイルを示した（Cluster1）。２つ
の比較を行い、Cluster2 と比較して、Cluster1
で upregulation されている遺伝子群、および
Cluster2 と 比 較 す る と 、 Cluster1 で
downregulation されている遺伝子群が認めら
れた。 
また、STAT1 が本来の標的配列（GAS, ISRE 配
列）以外の DNA 配列に結合する可能性を評価
するために、CD3+CD4+ヘルパーT 細胞、

図3

（図 2） 



CD3+CD8+キラーT細胞に対し、クロマチン免疫シーケンス解析（ChIP-Seq 解析）を行い、T385M
変異に特有と考えられる DNA 配列を選択した。これらの DNA 配列に対しゲルシフトアッセイを
行い STAT1 の結合状態を確認したが、T385 M 変異と R274Q 変異間で差異を認めなかった。これ
らの結果では、重症化を示す T385M に特異的な遺伝子発現を示す群を特定することはできなか
った。 
STAT1 の脱リン酸化の障害の分子メカニズムとして特定のフォスファターゼへの耐性の評価
を行なった結果、数種類のフォスファターゼが STAT1 脱リン酸化に関与していることが示され
た。また、WT-STAT1 および GOF-STAT1 におけるリン酸化状態がこれらのフォスファターゼで影
響されるか、IFN-γ刺激を加えた際の評価を行なった。この結果、いくつかの GOF-STAT1 におい
ては、一定のフォスファターゼによる過剰なリン酸化が示された。今後は、T385M 変異における
脱リン酸化障害の特定フォスファターゼを同定することを検討している。 

（図 4） 
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