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研究成果の概要（和文）：慢性皮膚粘膜カンジダ感染（CMC）を呈した免疫不全症患者を対象にexome配列解析を行い、
常染色体劣性遺伝を呈するRORγT機能欠損症（RORγT欠損症）を発見した。さらにRORγTが、Th17細胞の分化、IL-17
産生を介した宿主のカンジダに対する粘膜免疫と、IFN-γ産生を介した抗酸菌に対する全身応答に重要であることを発
見した（Okada S, et al. Science 349: 606-13, 2015）。網羅的アラニン変異体を用いた機能解析を行い、STAT1変異
の機能障害を予想するデータベースを作製するとともに、STAT1変異が機能障害を起こすメカニズムを解明した（投稿
作業中）

研究成果の概要（英文）：We discovered bi-allelic RORC loss-of-function mutations in seven individuals 
from three kindreds of different ethnic origins with both candidiasis and mycobacteriosis. The lack of 
functional RORγT resulted in the absence of IL-17A/F-producing T cells in these individuals, probably 
accounting for their chronic candidiasis. Unexpectedly, leukocytes from RORγT-deficient individuals also 
displayed an impaired IFN-γ response to Mycobacterium. This principally reflected profoundly defective 
IFN-γ production by circulating γδ T cells and CD4+CCR6+ CXCR3+ αβT cells. We thus discovered that 
both mucocutaneous immunity to Candida and systemic immunity to Mycobacterium require RORγT in human 
（Okada S, et al. Science 349: 606-13, 2015).
We performed functional assay based on systematic alanine-scanning mutagenesis of human STAT1, which can 
be used to estimate the gain-of-function or loss-of-function status of nonsynonymous mutations 
(manuscript in preparation).

研究分野：小児免疫学
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１．研究開始当初の背景 
慢性皮膚粘膜カンジダ症（CMCD: Chronic 
Mucocutaneous Candidiasis Disease）は、
皮膚・爪・外陰部・口腔粘膜を主病変とし、
慢性・反復性にカンジダ感染症を呈する遺伝
性の免疫不全症である。現在までに、CMCD の
責任遺伝子として、IL17F, IL17RA, CARD9
（CARD9異常症はCMCD以外に侵襲性真菌感染
症を併発）が同定されており、CARD9 異常症
はカンジダの認識機構の障害、IL17F, IL17RA
異常症はIL-17のシグナル伝達の障害を介し
て CMCD を発症する。しかしながら、これら
の責任遺伝子に変異を有した CMCD 患者はご
く稀で、大多数の患者の遺伝的背景は不明で
あった。 
2011 年に申請者らは留学先の研究施設で、
次世代シークエンサーを用いたエクソーム
配列解析により STAT1 の coiled-coid ドメイ
ンのヘテロ接合性変異を同定し、STAT1 の機
能獲得性変異が、常染色体優性遺伝を呈する
CMCD を引き起こすことを明らかとした。その
後の検討で、STAT1 変異は 1) DNA 結合ドメイ
ンにも存在すること、2) 中東、ヨーロッパ、
南アメリカを中心としたCMCD患者群の約40%
で同定されること、3) 一部の患者は CMCD の
他に甲状腺機能低下症などの自己免疫性疾
患を合併することを明らかとしている。 
STAT1変異は本邦のCMCD患者でも同定され
ており、本邦においても主要な責任遺伝子と
考えられている。さらに我々は遺伝子発現実
験の結果から、患者で認められる変異 STAT1
はリン酸化チロシンの脱リン酸化が障害さ
れており、IFN-γなどのサイトカイン刺激に
対し過剰なリン酸化が起こり、下流の GAS
（gamma activating sequence）転写活性能
が亢進することを明らかとした。しかしなが
ら、STAT1 の機能獲得型変異が CMCD 発症につ
ながる分子基盤は明らかとなっていない。 
一方で、疾患責任遺伝子 STAT1 の発見によ
り、約 40%の CMCD 患者の遺伝的背景が明らか
になったが、残りの約半数の患者では未だに
責任遺伝子が同定されておらず、今後の研究
成果を待つ状況であった。 
 
 
２．研究の目的 
 CMCD 患者の遺伝背景を明らかにすること
を目的に、候補遺伝子法による責任遺伝子の
検索、次世代シークエンサーを用いたエクソ
ーム配列解析による新規責任遺伝子の同定
を行う。同時に、CMCD 患者において、STAT1
変異がシグナル伝達に及ぼす影響とその分
子基盤ついて検討する。 
 
 
３．研究の方法 
 CMCD 患者において、直接シークエンスによ
る STAT1 遺伝子解析を行った。さらに STAT1
正常の CMCD 患者を対象にエクソーム配列解
析を行い、原因検索を行った。同定した RORC

遺伝子変異（RORγTの責任遺伝子）の機能解
析は、immunoblot, EMSA, reporter assay な
どで行った。さらに患者末梢血を用いた
IL-17, IFN-γ産生能の検討、Th17 細胞への
分化能の検討を行った。ヒトで認めた表現系
を、Rorc 欠損マウスを用いて検証した。 
 STAT1遺伝子のcoiled-coidドメイン（CCD）、
DNA 結合ドメイン（DBD)に存在する 342 のア
ミノ酸をアラニンに置換した変異体を個々
に作成した。それぞれの変異体を GAS 
reporter assayにより機能解析を行うことで、
STAT1 変異ライブラリーを作製した。 
 
 
４．研究成果 
1) STAT1 正常の CMCD 患者を対象に exome 配
列解析を行い、常染色体劣性遺伝を呈する
RORγT 機能欠損症（RORγT 欠損症）を発見
した。興味深いことに、RORγT欠損症の患者
は、カンジダに易感染性を呈するのみならず、
抗酸菌による重症感染症を発症した。詳細な
機能解析の結果、患者では Th17 分化障害に
基づく IL-17 産生障害があり、CMC 発症に至
ることが明らかとなった。さらに患者由来末
梢血 T 細胞では、抗酸菌感染で誘導される
IFN-γの産生能が障害されており、抗原特異
的な IFN-γ産生障害が抗酸菌に対する易感
染性の背景に存在することを発見した。抗酸
菌に対する易感染性は Rorγt 欠損マウスで
も確認され、ヒトのみならずマウスにおいて
も RORγT が抗酸菌排除に必須であることが
明らかとなり、RORγTが持つ新たな機能が今
回の研究で示された。これら一連の研究成果
は高く評価され、Science 誌に掲載された
（Okada S, et al. Science 349: 606-13, 
2015）。 
図：RORγT欠損症の家系例 
3家系7症例のRORγT欠損症患者が同定さ

れた。全ての家系で近親婚を認め、患者は



RORC 遺伝子のホモ接合性変異を有していた。 
 
2) RORγT 欠損症の機能解析と並行して、
STAT1 変異により引き起こされる原発性免疫
不全症の分子基盤の解明に勤めた。これまで
の検討で、ヘテロ接合性の STAT1 機能喪失型
変異（LOF 変異）は、メンデル遺伝性マイコ
バクテリア易感染症（MSMD)を発症し、ヘテ
ロ接合性の STAT1 機能獲得型変異（GOF 変異）
は、慢性皮膚粘膜カンジダ症（CMCD)を引き
起こすことが知られている。STAT1 の CCD、
DBD には、GOF 変異、LOF 変異が混在すること
が知られており、患者で認めた個々の変異の
病的意義の検証には機能解析が必須であっ
た。そこで我々は、STAT1 の CCD、DBD に存在
するアミノ酸を網羅的にアラニンに置換し、
それらアラニン置換体の網羅的な機能解析
（アラニンスキャニング）を行い、STAT1 変
異のライブラリー作製行った。さらに作製し
た変異ライブラリーの有用性を検討するた
めに、既知の GOF 変異、LOF 変異が適切に評
価されているか検証した。その結果、既知の
GOF 変異の 75%、LOF 変異の 100%がアラニン
スキャニングで適切に評価されていること
が明らかとなり、変異ライブラリーの作製が、
患者で同定された新規STAT1変異の質的評価
に有用と考えられた。STAT1 は通常、ホモ二
量体を形成して存在しており、リン酸化を受
けていない定常状態ではanitparallel dimer
を、刺激によりリン酸化を受けると parallel 
dimer を形成する。興味深いことに、アラニ
ンスキャニングでGOF変異と判断された変異
は、antiparallel dimer の接合面に集中して
おり、GOF 変異は antiparallel dimer の形成
を阻害することが明らかとなった。以上の研
究成果は、現在投稿作業中である。 
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