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研究成果の概要（和文）：　高IgE症候群はSTAT3の片アレルの１塩基置換により発症する疾患であるため、その治療に
は、STAT3の変異アレルを特異的に切断し、野生型アレルを切断しないCRISPR/Cas9を発見する必要がある。そこで、２
重鎖切断によりGFPの発現が誘導されるレポーターアッセイを開発し、野生型のStat3を持つレポーターに対してはGFP
の発現を誘導せず、変異型を持つレポーターではGFPを発現するCRISPRを探索した。このレポーターアッセイによりSta
t3変異体遺伝子を特異的に切断し、Stat3野生型遺伝子は切断しないCRISPRを見出すことに成功した。

研究成果の概要（英文）：Hyper-IgE syndrome is characterized by the extremely high serum IgE levels, 
severe atopic dermatitis, and recurrent staphylococcal infections to the skin and lung. This disorder is 
caused by a substitution of a single nucleotide of a single allele of STAT3 gene. To treat this disorder 
with genome editing, we need to establish a CRISPER/Cas9, which could discriminate a difference of the 
single nucleotide. To this end, we established a reporter assay, specifically detect double strand break 
by CRISPER/Cas9. With this model system, we successfully identified a CRISPR/Cas9, which specifically 
cleave mutant STAT3 allele, but not cleave wild-type STAT3 allele.

研究分野： 小児科学

キーワード： 免疫学　ゲノム編集
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１．研究開始当初の背景 

高 IgE 症候群は、1966 年に最初に報告され

た原発性免疫不全症であるが、その病因は長

らく不明であった。2007 年に我々が、その主

要な原因がStat3遺伝子のドミナントネガテ

ィブ(dominant negative; DN)変異であるこ

と を 世 界 に 先 駆 け て 明 ら か に し た

（Minegishi et al., Nature, 2007）。しか

し、原因遺伝子が同定された後も、その病態

形成機構は不明で根治療法は存在しない。そ

こで、本研究計画では STAT3 の変異により発

症する高IgE症候群の新規治療法を開発する

目的で、Stat3-DN を発現する高 IgE 症候群の

モデルマウスを樹立し、この疾患モデルマウ

ス よ り iPS 細 胞 を 作 成 、 こ れ を

CRISPR(clustered regularly interspased 

short palindromic repeats)/Cas9 によるゲ

ノム修復を利用した遺伝子修復型の遺伝子

治療法を開発することにより、高 IgE 症候群

を根治する治療法を開発する。CRISPR/Cas9

によるゲノム編集は、これまでに試みられた

多くの哺乳類細胞への２重鎖切断技術と比

較して、作成の容易さと効率性で上回る最先

端のゲノム編集技術である。これらの再生医

療とゲノム編集の技術を結集し、高 IgE 症候

群の新規治療法開発へと繋げていく。 

 

２．研究の目的 

 我々は、40年間以上原因が不明であった原

発性免疫不全症、高IgE症候群の原因がSTAT3

のドミナントネガティブ(DN)変異であるこ

とを世界で初めて明らかにした。その新規治

療法を確立するために Stat3-DN を発現する

高 IgE 症候群のモデルマウスを樹立し、この

マウスを用いてゲノム編集を利用した高 IgE

症候群の新規治療法の開発を行う。このモデ

ルマウスの線維芽細胞に山中４因子を導入

し induced pluripotent cell (iPS)細胞を樹

立し、ゲノム編集により遺伝子修復型の遺伝

子治療を施行、分化誘導後の細胞を個体に戻

し、生体モデルで新規遺伝子治療の効果を検

討する。 

 

３．研究の方法 

 我々は、40年以上に渡ってその原因が不明

であった原発性免疫不全症、高 IgE 症候群の

原因がSTAT3のドミナントネガティブ(DN)変

異であることを世界で初めて明らかにした。

その新規治療法を確立するために Stat3-DN

を発現する高IgE症候群のモデルマウスを樹

立し、このマウスを用いてゲノム編集を利用

した高IgE症候群の新規治療法の開発を行う。

このモデルマウスの線維芽細胞に山中４因

子を導入し iPS 細胞を樹立、ゲノム編集によ

り遺伝子修復型の遺伝子治療を実施、分化誘

導後の細胞を個体に戻し、生体モデルで新規

遺伝子治療法の効果を検討する。 

４．研究成果 

本研究計画においては、高 IgE 症候群の新

規治療法を開発するため、高 IgE 症候群のモ

デルマウスを樹立した。正常の STAT3 遺伝子

を利用して、ES 細胞のおける STAT3-DN の発

現を防ぎ、コンディショナルに Stat3-DN を

発現するマウス系統を樹立、これを全身に

Cre recombinase を発現するマウスと交配す

ることにより、ヒトと同様に全身組織に

STAT3-DN を発現する疾患モデルマウスを樹

立した。 

このマウスの線維芽細胞に Oct4, Sox2, 

Klf4, cMyc の山中４因子を Dr. Rudolf 

Jaenisch に 供 与 さ れ た FUW-OSKM 

Dox-inducible lentiviral vector にて導入、

4 週 間 フ ィ ー ダ ー 細 胞 と  leukemia 

inhibitory factor (LIF)、doxicycline (DOX) 

存在下で培養した。3 週間経過後より、マウ

スiPS細胞に特徴的な形態の細胞集団を認め

た。この細胞集団は、DOX 添加時から Nanog

タンパクを発現し、Nanog タンパクの発現は

DOX を培地から除去した後も持続した（図１）。 



（図１）FACS による Nanog 発現の検討

（Anti-Nanog■と isotype control□による

染色） 

 

この iPS 細胞に対して CRISPR/Cas9 による

DNA２重鎖切断を誘導した。この状況では

STAT3-DN アレルを切断し、野生型(WT)の

STAT3 アレルは切断しない CRISPR/Cas9 を使

用することが必要である。そこで、まず２重

鎖切断によりGFPの発現が誘導されるレポー

ターアッセイを行った。このレポーターは

GFP を２つに分割し 482bp のオーバーラップ

領域を導入、その間に野生型または、変異体

の STAT3 アレルを導入している。２重鎖切断

が誘導されると、分割され蛍光を発しない

GFP が single strand annealing によりオー

バーラップ領域を介して活性を持つGFPとな

り蛍光を発する。このため、野生型の Stat3

を持つレポーター(Stat3-WT)に対しては GFP

の発現を誘導せず、変異体（Stat3-DN）を持

つレポーターでは GFP を発現する CRISPR を

スクリーニングする。このレポーターアッセ

イによりCRISPR-V463-1は Stat3-DN変異体

遺伝子座を特異的に切断し、Stat3-WT 遺伝子

座は切断しないが、 CRISPR-V463-2 は

Stat3-DN 変異体遺伝子座を切断するが、

Stat3-WT 遺伝子座に対しても切断活性を持

つことが明らかになった。そこで、今後の iPS

細胞における修復型の遺伝子治療には

V463-1 のガイドシークエンスが有用である

ことが明らかにされた。 
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