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研究成果の概要（和文）：CYLDは、K63, M1結合型ポリユビキチン鎖を切断する脱ユビキチン化酵素であり、炎
症性シグナル伝達経路を抑制する腫瘍抑制因子として知られている。ヒトにおいてCYLDのヘテロ変異は家族性円
柱腫症の原因となる。我々は、複合免疫不全症患者においてCYLDの複合ヘテロ変異を同定した。患者は免疫不全
症に加えて、毛包上皮腫, 骨粗鬆症, 低身長, 精神遅滞など症候学的特徴を併発していた。一連の症状は、Cyld
欠損マウスの表現型と類似しており、患者は常染色体劣性CYLD異常症の世界第1症例と考えられた。本研究で
は、患者の検体を用いた解析、及び過剰発現系を用いた解析により本症の病態解明を試みた。

研究成果の概要（英文）：CYLD is a deubiquitinating enzyme that cleaves K63- and M1-linked 
polyubiquitin chains and is known as a tumor suppressor that inhibits inflammatory signaling. In 
humans, heterozygous mutations in CYLD cause familial cylindromatosis. We identified compound 
heterozygous mutations in CYLD in a patient with combined immunodeficiency. In addition to 
immunodeficiency, the patient exhibited syndromic features such as follicular epithelioma, 
osteoporosis, short stature, and mental retardation. These symptoms were similar to the phenotype 
observed in Cyld-deficient mice, suggesting that the patient represents the world's first case of 
autosomal recessive CYLD abnormality. In this study, we aimed to elucidate the pathogenesis of this 
disease through analysis of patient specimens and overexpression systems.

研究分野：原発性免疫不全症

キーワード： 複合免疫不全症　ユビキチン修飾　原発性免疫不全症

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
NF-κBシグナル制御に関連する他のユビキチン制御分子群の異常による免疫不全症や自己炎症疾患が報告されて
おり、修飾シグナル病という疾患概念も形成されている。一方、CYLDの複合へテロ変異による原発性免疫不全症
は、論文や学会レベルで報告がない。本研究では、世界初となる常染色体潜性CYLD異常症を同定しその病態解析
を行うことで、ヒトにおけるCYLDの機能と役割を理解し、ユビキチン修飾システム全体の理解にも寄与する成果
を得た。新規疾患概念を提唱する発見であり、学術的意義は極めて高い。将来的には、未診断のCYLD異常症の診
断やユビキチン創薬を含む治療法開発に繋がる可能性があり、広範な社会的意義を持つ。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 

CYLD（責任遺伝子 CYLD）は、Lys63, Met1結合型ポリユビキチン鎖を除去する脱ユビキチ
ン化酵素である。Cyld 欠損マウスを用いた過去の基礎研究から、Cyld は TRAF ファミリー, 
NEMOなどに結合した Lys63, Met1型ポリユビキチン鎖を切断することでNF-κBのシグナル
伝達を負に制御し、細胞増殖能, 免疫能等を調節すると考えられている。一方で、CYLDはがん
抑制遺伝子としても知られており、ヒトでは CYLD のヘテロ生殖細胞系変異は、多発性丘疹状
毛包上皮腫など皮膚腫瘍の原因となる。特定の分子が先天的に欠損した患者の解析は、該当分子
のヒトにおける機能を理解する上で重要な知見をもたらす。しかしながら、CYLD の複合へテ
ロ変異を持つ患者は過去に報告されておらず、ヒトにおける CYLD の役割は十分に解明されて
いない。 
これまでの研究で申請者らは、複合免疫不全症患者において CYLD の複合ヘテロ変異の同定
に成功している。患者は複合免疫不全症に加えて、多発性丘疹状毛包上皮腫, 骨粗鬆症, 低身長, 
精神遅滞, 慢性下痢など様々な臨床像を示していた。これら一連の症状の多くは、Cyld 欠損マ
ウスの表現型と類似しており、患者は常染色体潜性CYLD異常症の世界第1症例と考えられた。 
 
２．研究の目的 

CYLDの複合ヘテロ変異を持つ患者の解析を介して常染色体劣性 CYLD異常症の疾患概念を
確立し、『ヒトにおける CYLDの役割の解明』を目指す。患者細胞(末梢血単核球、SV-40不死化
線維芽細胞)で、CYLD の mRNA の発現は正常範囲内であったのに対し、タンパク発現は著名
に低下することを明らかにしている。本研究では、患者で同定した CYLD 変異の詳細な機能解
析、患者細胞を用いた機能解析、CYLDの複合ヘテロ変異を持つ第２症例の探索などを介して、
常染色体劣性 CYLD異常症の疾患概念を確立するとともに、ヒトにおける CYLDの役割の解明
を目的とする。 
 
３．研究の方法 
(１) CYLD 変異アリルの機能解析 
同定した CYLD の複合ヘテロ変異は新規変異であるため各アリルの評価を行った。野生型ない
しは変異型 CYLD の発現ベクターを HEK293T 細胞で一過性過剰発現させた後に、CYLD のタンパク
発現を検討した。変異型 CYLD の質的評価のため、NF-κB レポーターアッセイにより NF-κB 活
性化への影響を検討することでその機能障害を検証した。脱ユビキチン化能についても評価し
た。 
 
(２) 患者細胞を用いた機能解析 
① NF-κB シグナル伝達解析、ユビキチン化解析 
SV-40 ウイルスで不死化した線維芽細胞を用いて、ユビキチン化状態を明らかにした。さら
に、CYLD 機能障害が NF-κB シグナル伝達に及ぼす影響を検討した。具体的には SV-40 不死化線
維芽細胞を NF-κB シグナル伝達を惹起する刺激物質（TNF-α, LPS, IL-1β）で刺激し、反応性
に起こる IκBαの分解、RelA のリン酸化、IL-6 産生を検討した。 
 
② CYLD 変異が免疫系細胞に及ぼす影響の検討 
患者末梢血を用いたリンパ球サブセット, リンパ芽球増殖能の検討, レパトア解析などを行
い、CYLD 機能障害が免疫細胞へ及ぼす影響を明らかにした。さらに、CYLD 機能障害が NF-κB シ
グナル伝達に及ぼす影響を、細胞種毎, 誘導刺激毎に検討した。具体的には、IκBαの経時的リ
ン酸と分解, RelA のリン酸化, サイトカイン産生などを解析し、NF-κB シグナル伝達における
CYLD の役割を検討した。 
 
③ 骨粗鬆症発症の病態解析 
Cyld 欠損マウスは、RANKL シグナルの過剰により破骨細胞の過形成が引き起こされ、骨粗鬆症
に至る。患者においても骨粗鬆症を認めたことから、マウスと類似した機序で骨粗鬆症を呈して
いると考えた。そこで、患者骨髄由来の単核球から破骨細胞を分化誘導し、破骨細胞特異的マー
カーである TRAP 染色による破骨細胞への形態変化の観察、破骨細胞のマスター転写因子である
NFATc1 の発現状態の検討を qPCR、ウエスタンブロットで検証した。さらに破骨細胞による骨溶
解を pit formation assay で検討し、機能的な評価も行った。 
 
(３) CYLD の複合ヘテロ変異を持つ第 2症例目の同定 
疾患概念の確立のために、第 2症例の同定を試みる。本邦において複合免疫不全を呈し、既知
の責任遺伝子に異常を認めない患者に対して全エクソーム解析を行う。並行して、海外研究協力
者である Jean-Laurent Casanova のラボと連携して、第 2症例の同定を試みた。 
 
 



４．研究成果 
(１) CYLD 変異アレルの機能解析 
① NF-κB シグナル伝達解析、ユビキチン化解析 
図 1(A)；E98Vfs*9 及び Y943*の各アレルのタンパク発現を検証したところ、両アレルとも WT と
比べて著減していた。Y943*は、C末 14 アミノ酸の欠如が推測され、WT より低分子のバンドが検
出された。一方で E98Vfs*9 では、re-initiation 産物と考えられる低分子量のタンパク質が検
出された。これらの結果から、CYLD タンパク質の発現が著しく阻害されることが、機能的低形
成につながることが示唆された。 
図 1(B)； TNF-α刺激による NF-κB 転写活性への影響を検討したところ、転写活性を阻害する
CYLD-WT と比較して、各変異アレルはいずれもその阻害効果を減弱させた。 
図 1(C)；変異アレルはともに、合
成 Lys(K)63-および Met(M)1-結合
ポリユビキチン鎖基質を切断する
脱ユビキチン化酵素活性を失って
いた。 
以上の結果より、E98Vfs*9 及び
Y943*はいずれも、特異的な脱ユビ
キチン化活性を失うことにより、
TNF-α誘導性のNF-κB活性化に対
する阻害活性を減弱させることが
明らかとなった。 
 
(２) 患者細胞を用いた機能解析（投稿前のため data 表示を控える） 
① NF-κB シグナル伝達解析、ユビキチン化解析 
患者の SV40 線維芽細胞における CYLD の機能を、M1 および K63 結合ユビキチン鎖の蓄積を測
定することによって評価した。変異アレル毎の機能解析の結果からの推測とは異なり、複合ヘテ
ロ変異を背景に持つ患者の線維芽細胞では、健常者の線維芽細胞と比較して、TNF-α刺激による
K63 結合ユビキチン化は増強されたが、予想に反して M1 結合ユビキチン化は軽度な障害が認め
られた。 
HOIL-1L, HOIP, SHERPINからなるLUBACユビキチンリガーゼは、ユビキチンのN末端Met（M1）
を介して直鎖状ポリユビキチン鎖を生成する唯一の酵素である。LUBAC 欠損症患者の線維芽細胞
では、TNF-αと IL-1βが誘導する NF-κB の活性化が障害されていることが報告されている。そ
のため、線維芽細胞における NF-κB シグナル伝達に対する CYLD 欠損の機能的影響を評価した。
患者の線維芽細胞における M1 結合ユビキチン化の軽度障害と一致するように、フローサイトメ
トリー解析では、TNF-αによる NF-κB 活性化は軽度に障害されていた。一方で、イムノブロッ
ト解析では、TNF, IL-1β, LPS に反応した IκBαの分解と p65 のリン酸化は、患者と健常者と
の間で明らかな差は認められなかった。しかしながら、患者の線維芽細胞で TNF-α応答性の IL-
6 分泌は障害されていた。今後、CYLD と LUBAC との関連性を明らかにしていきたい。 
 
② CYLD 変異が免疫系細胞に及ぼす影響の検討 
CYLD 欠損患者では、リンパ球の減少が軽度であり、CD4/8 逆位、ナイーブ T細胞の減少、CD4+
と CD8+の両方のエフェクターメモリーT細胞の増加、T細胞の新生障害、胸腺低形成を伴う低い
多様性などの T細胞異常も認めた。γδT細胞も減少しており、T細胞新生障害の表現型と一致
していた。これらの免疫表現型は、Cyld-/-マウスの表現型と部分的に一致していた。 
患者では T 細胞の機能不全を示唆されるにもかかわらず、ウイルスや真菌への感染エピソー
ドが少ない。そこで、患者の末梢血由来 T 細胞を PMA/イオノマイシンまたは CD3/CD28 で刺激
し、T細胞シグナル伝達への影響を調べたところ、健常者と比較して NF-κB（リン酸化 p65）の
活性化を認めた。今後、T細胞（CD4 陽性、CD8 陽性）を PMA/イオノマイシンまたは CD3/CD28 で
刺激し細胞増殖能について評価をするとともに、T細胞の機能を評価するため IL2 mRNA 発現の
評価についても同様の実験系で行い、患者で示す免疫症状の詳細を明らかにしていきたい。 
 
③ 骨粗鬆症発症の病態解析 
破骨細胞へ分化誘導を行い、CYLD 両アレル欠損の破骨細胞形
成に対する機能的意義を検討した。健常者と比較して、患者の
破骨細胞は過形成をみとめ（図 3: TRAP 染色）、骨吸収能も亢
進していた（図 3: Pit formation）。また患者の破骨細胞にお
いて、主要転写因子 NFATc1 の発現上昇を mRNA 及びタンパク
レベルで認めた。これらの結果は、患者で呈する骨粗鬆症の病
態を反映する結果と考えられる。 
 



(３) CYLD の複合ヘテロ変異を持つ第 2症例目の同定 
 本研究期間中、本邦の複合免疫不全患者および海外協力機関のビッグコホートにおいて新た
な CYLD 複合ヘテロ変異は同定できなかった。新規の疾患概念の確立には、同一遺伝子に変異を
持つ複数家系の同定が必要と考える。今後も症例を探索していきたいと考えている。複数家系の
同定が困難な場合、SV-40 不死化線維芽細胞に対する CYLD 変異修復を行い、機能障害の回復を
試みる。また患者変異をノックインした疾患モデルマウスによる検証も行う。多角的に解析し評
価することで、常染色体潜性 CYLD 異常症という新規疾患概念を確立させたい。 
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