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研究成果の概要（和文）： 

本研究では、抗酸菌、サルモネラなどの細胞内寄生菌に易感染性を示す Mendelian 

susceptibility to mycobacterial disease (MSMD) のわが国における臨床的特徴および遺伝的

背景を明らかにするとともに、既知の遺伝子異常を認めない症例において、関与が疑われる遺

伝子の解析を行い、MSMDのさらなる病態解明を進めることを目的とした。 

MSMD症例の集積を行い、それらの起炎菌や罹患部位などの臨床的情報の集積と既知の責任遺

伝子 (IFNGR1、IFNGR2、IL12B、IL12RB1、STAT1 および NEMO) の解析を行ったところ、6 症例

を IFN-γR1 異常症、1 症例を IL-12Rβ1 異常症そして 1 症例を NEMO 異常症と診断した。これ

らの症例では、遺伝子異常を認めなかった症例と比較して、抗酸菌の反復感染を起こし、また、

骨髄炎症例では病変が多発しているなど、有意に重症例が多かった。さらに、近年、新たに MSMD

の責任遺伝子であることが判明した顆粒球やマクロファージおよび樹状細胞の分化に関与する

IRF8 およびマクロファージによる貪食に 関連している NADPH oxidase のサブユニットである

gp91phox をコードしている CYBBの遺伝子解析も行ったが異常を認めた症例はいなかった。 

また、遺伝子異常の早期スクリーニング法として、フローサイトメトリーを用いた単球およ

び T細胞表面の受容体発現の解析や LPS刺激による単球からの TNF-α産生能解析を行った。こ

れらのスクリーニングに加えて、IFN-γレセプターおよび IL-12レセプターからのシグナル伝

達にかかわる蛋白のリン酸化を検出することによる新たな診断法も開発した。この方法により

細胞表面の分子異常だけでなく、STAT-1 のような抗酸菌排除に関与している細胞内蛋白の異常

についても詳細にスクリーニングすることが可能となった。このようなスクリーニング法によ

り既知の遺伝子異常の大部分の早期診断が可能になると考える。      

 
研究成果の概要（英文）： 

In this study, we investigated the clinical characteristics and the genetic 
backgrounds of the patients diagnosed as having Mendelian susceptibility to 
mycobacterial diseases (MSMD) in Japan. Furthermore, we performed analysis of the 
other genes suspected of association with development of MSMD in the patients 
without well-known genes. 

We performed the genetic analysis on patients diagnosed as having MSMD for the 
IFNGR1, IFNGR2, IL12B, IL12RB1, STAT1, and NEMO genes. Six patients, 1 patient, 
and 1 patient had mutations in the IFNGR1, IL12RB1 and NEMO genes, respectively. 
The proportions of the patients with recurrent mycobacterial infection or multiple 
osteomyelitis/arthritis were significantly higher in those with the genetic mutations. 
We also performed the analysis of IRF and CYBB genes newly identified as responsible 
gene of MSMD. However, none of patients had any mutations in these genes. 

Flow cytometric analysis of the expression of IFNγ receptor 1 on CD14-positive cells 
and IL12 receptor β1 on T cells and the production of TNF in response to LPS 
stimulation in CD14-positive cells were performed for the screening for this disease. In 
addition to these screening, we developed a method to detect the phosphorylation of 
proteins associated with IFNγ/IL-12 pathway. This method is able to detect the 
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abnormality of the intracellular proteins associated with the elimination of 
mycobacterium, such as STAT-1, as well as that of molecules on the surface of cells. It 
is possible that this screening can be useful to detect most of well-known genetic 
defects rapidly. 
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１．研究開始当初の背景 
抗酸菌をはじめとする細胞内寄生菌に対

する免疫応答には、主にマクロファージや樹

状細胞が関与している。抗酸菌が侵入すると、

これらの細胞より interleukin(IL)-12が分

泌され、T細胞などに発現している IL-12 受

容体に結合する。続いて、IL-12 受容体を介

したシグナルと提示された抗原による T細胞

受容体からのシグナルにより

interferon(IFN)-γが分泌され、マクロファ

ージ上の IFN-γ受容体に結合する。その結果、

細胞内の signal transducer and activator 

of transcription(STAT)-1 がリン酸化され、

核内に移行し、tumor necrosis factor(TNF)-

α、IL-12などの遺伝子が発現し、貪食細胞

が活性化され、抗酸菌排除が誘導される。 

この IFN-γ/IL-12経路の免疫異常により、

細胞内寄生菌に対し易感染性を示すが、現在

までに、IFN-γreceptor 1 (IFN-γR1)、IFN-

γR2、IL-12p40、IL-12 receptor β1 (IL-12R

β1)および STAT-1 の 5分子の遺伝子異常が

報告されている。また、CD40を介した nuclear 

factor(NF)-κB 経路の活性化に関与してい

る分子である NF-κB-essential Modulator 

(NEMO) の遺伝子異常でも、細胞内寄生菌に

対し易感染性を示す。さらに、近年、顆粒球

やマクロファージおよび樹状細胞の分化に

関与する IRF8およびマクロファージによる

貪食に 関連している NADPH oxidase のサブ

ユニットである gp91phoxをコードしている

CYBBの遺伝子異常でも細胞内寄生菌に対し

て易感染性を示すことが判明した。 

上述のような遺伝子異常を認める症例を

含め、細胞内寄生菌に対して選択的に易感染

性を示す症候群は、Mendelian 

susceptibility to mycobacterial disease 

(MSMD, MIM209950)と総称され、BCG菌をはじ

めとする非結核性抗酸菌による難治性、再発

性の感染症が臨床的特徴である。 

我々は、これまでに、BCG菌をはじめとし

た非結核性抗酸菌感染症例について前述し

た 6遺伝子の解析を行い、上表のように 6 症

例を IFN-γR1異常症と診断し、1症例を NEMO

異常症と診断した。 

 また、これらの症例を診断する過程で、

IFN-γR1 異常症においては、単球/マクロフ

ァージ表面の IFN-γR1の高発現を認めるこ

と、NEMO 異常症においては、

lipopolysaccaride 刺激後の単球/マクロフ

ァージからの TNF-α産生能が低下している

ことをフローサイトメトリーを用いて確認

しており、これらの遺伝子異常のスクリーニ

ングが可能であると考えられた。 
 
２．研究の目的 
MSMD のわが国における臨床的特徴および

遺伝的背景についての系統的な解析は行わ

れていない。また、これまで報告されている

遺伝子異常を認める症例は、MSMD 全体の中で

は比較的まれであり、その他の症例の原因は

いまだに解明されていない。 

 本研究では、わが国における MSMD の臨床



的特徴および遺伝的背景を明らかにすると

ともに、既知の遺伝子異常を認めない症例に

おいて、関与が疑われる遺伝子の解析を行い、

MSMD のさらなる病態解明を進めることを目

的とする。 

 また、フローサイトメトリーを用いたスク

リーニングにより、遺伝子異常の有無を推測

することが可能であることから、このシステ

ムを用いた早期の遺伝子異常診断法の確立

に努める。 
 
３．研究の方法 
① MSMD症例の集積と遺伝子解析 

インフォームドコンセントの得られ

た MSMD症例の血液を収集し、DNAおよび

RNAを抽出した。RNAから cDNAを合成し、 

DNA および cDNA をテンプレートとし

て PCR法を用いて IFNGR1、IFNGR2、IL12B、

IL12RB1、STAT1、NEMO、IRF8、CYBB 遺伝

子の coding 領域全域を増幅し、それぞ

れの PCR産物をダイレクトシークエンシ

ングにて塩基配列を決定した。以上のス

クリーニング結果をもとに、遺伝子変異

の存在の有無を PCRフラグメント毎に検

討した。 

上記の解析結果から、遺伝子異常を認

めた症例と認めなかった症例の 2群に分

け、2 群間の臨床的特徴の比較を行った。 

② フローサイトメトリーを用いた遺伝子

異常症（IFN-γR1、NEMO、IL-12Rβ1 異

常症）のスクリーニング 

    MSMD 症例および健常者の血液を採取

し、IFN-γR1 異常症のスクリーニングと

して PE標識 CD119抗体(IFN-γR1に結合

する抗体)と PC5 標識 CD14 抗体(単球に

結合する抗体)を添加して細胞表面を染

色し、フローサイトメトリーを用いて解

析を行い、患者検体と健常者検体におい

て CD14 陽性細胞中の CD119 陽性細胞の

割合を比較した。 

NEMO 異常症のスクリーニングとして

は、血液に LPSを添加して 4時間培養し、

PC5 標識 CD14 抗体を加えて細胞表面を

染 色 し た 。 細 胞 表 面 染 色 後 に

permeabilize を行い、PE 標識 TNF-α抗

体を添付し、細胞内染色を行い、フロー

サイトメトリーを用いて解析を行った。

患者検体と健常者検体において CD14 陽

性細胞中の TNF-α陽性細胞の割合を比

較した。 

IL-12Rβ1 異常症のスクリーニングと

しては、PE 標識 CD212 抗体(IL-12Rβ1

に結合する抗体)と PC5 標識 CD3 抗体(T

細胞に結合する抗体)を添加して細胞表

面を染色し、フローサイトメトリーを用

いて解析を行う。患者検体と健常者検体

において CD3陽性細胞中の CD212陽性細

胞の割合を比較した。 

 
４．研究成果 
MSMD症例の集積を行い、それらの起炎菌や

罹患部位などの臨床的情報の集積と既知の
責任遺伝子 (IFNGR1、IFNGR2、IL12B、IL12RB1、
STAT1、NEMO、IRF8、CYBB) の解析を行った
ところ、6症例を IFN-γR1異常症、1症例を
IL-12Rβ1異常症そして 1症例を NEMO異常症
と診断した。これらの症例では、遺伝子異常
を認めなかった症例と比較して、抗酸菌の反
復感染を起こし、また、骨髄炎症例では病変
が多発しているなど、有意に重症例が多かっ
た。 
また、遺伝子異常の早期スクリーニング法

として、フローサイトメトリーを用いた単球
および T 細胞表面の受容体発現の解析や LPS
刺激による単球からの TNF-α産生能解析を
行った。遺伝子異常を認めた症例では、フロ
ーサイトメトリーでも健常者とは異なるパ
ターンを示しており、遺伝子異常の一部は、
この手法により、早期診断が可能であること
が考えられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 CD14陽性細胞表面における IFNGR1の発現 
   IFNGR1異常症例では、リサイクリングに

かかわる領域を欠いた変異レセプター
が発現しており、細胞表面に過剰に発現
し、ドミナントネガティブに作用する。 

 
これらのスクリーニングに加えて、IFN-γ

レセプターおよび IL-12レセプターからのシ
グナル伝達にかかわる蛋白のリン酸化を検
出することによる新たな診断法も開発した。
この方法により細胞表面の分子異常だけで
なく、STAT-1 のような抗酸菌排除に関与して
いる細胞内蛋白の異常についても詳細にス
クリーニングすることが可能となった。この
ようなスクリーニング法により既知の遺伝
子異常の大部分の早期診断が可能になると

 



考えられた。 
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