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研究成果の概要（和文）：　食細胞機能異常症であるIFN-γR1およびSTAT1欠損症は、メンデル遺伝型マイコバ
クテリア易感染症（MSMD）に分類され、細胞内寄生菌に易感染性を示す原発性免疫不全症である。
　多発性骨髄炎とそれに伴う骨融解の合併は、MSMDの臨床的特徴の一つである。骨髄炎病巣に、TRAP陽性の多核
巨細胞を認めたため、骨融解像は破骨細胞の過形成によることが示唆された。
　破骨細胞は、骨吸収を行う多核の組織マクロファージで、骨髄球系/単球系細胞の分化・融合で産生される。
IFN-γは破骨細胞形成の強力な抑制因子であるが、ヒトにおける抑制の分子機序は不明である。

研究成果の概要（英文）：STAT1 plays an important role in host immune response against viral and 
intracellular pathogens by mediating IFN-α/β and IFN-γ signaling. Heterozygous loss-of-function 
mutations in IFNGR1 and STAT1 can be molecular cause of Mendelian Susceptibility to Mycobacterial 
Diseases (MSMD) in human. These pathogenic mutations exert a dominant-negative effect on IFN-γ
-STAT1 signaling, leading to host susceptibility to mycobacteria. Chronic and multifocal 
osteomyelitis is one of the representative symptoms in patients with MSMD. The histopathology of 
biopsied specimen shows noncaseating granuloma with abundant number of osteoclasts. Osteoclasts, 
bone-resorbing multinuclear cells, are derived from myeloid/monocyte lineage. IFN-γ is known to be 
a strong inhibitor of osteoclastogenesis through the IFN-γ-STAT1 signaling in mice. In this study, 
we examined the effect of IFN-γ on the formation and function of osteoclast derived from using the 
patients with AD IFNGR1 or STAT1 deficiency.

研究分野： 免疫不全

キーワード： STAT1　IFNGR1　MSMD　原発性免疫不全症　破骨細胞　iPS細胞
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１．研究開始当初の背景 
 食細胞機能異常症である IFN-γR1 および
STAT1 欠損症は、メンデル遺伝型マイコバク
テリア易感染症（Mendelian susceptibility 
to mycobacterial diseases; MSMD）に分類
され、BCG, 非結核性抗酸菌，結核菌，サル
モネラなどの細胞内寄生菌に対して易感染
性を示す原発性免疫不全症である。 
 多発性骨髄炎の合併は MSMD の 80%でみ
とめられる臨床的特徴の一つで、われわれが
経験した症例も全て骨髄炎とそれに伴った
骨融解像を認めていた。骨髄炎病巣において
破骨細胞特異的マーカーである TRAP 陽性
の多核巨細胞を認めたため、骨融解像は破骨
細胞の過形成によることが示唆された。 
 破骨細胞は骨リモデリングにおいて骨吸
収を行う多核の組織マクロファージであり、
骨髄球系/ 単球系細胞の分化・融合で産生さ
れる。IFN-γは破骨細胞形成の強力な抑制因
子であるが、ヒトにおいて抑制の分子機序は
明らかにされていない。本研究では、IFN-γ
シグナル伝達障害に伴う破骨細胞形成の抑
制障害が多発性骨髄炎を引き起こすという
仮説のもと、iPS 細胞, 骨髄細胞を用いた破
骨細胞への分化誘導実験を行い、IFN-γシグ
ナル伝達が骨リモデリングに及ぼす影響と
その分子基盤を検討した。 
 
２．研究の目的 
 MSMD 患者に認められる骨融解の機序と
して IFN-γ シグナル伝達が関与している可
能性が考えられる。本研究では、食細胞機能
異常症（常染色体優性遺伝型 IFN-γR1 およ
び STAT1 異常症）由来の骨髄および iPS 細
胞を用いて、IFN-γによる破骨細胞の形成と
機能への影響について解析し、ヒト破骨細胞
における IFN-γ-STAT1 シグナルの役割を明
らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1) ヒト由来骨髄単核球を用いた、IFN-γに
よる破骨細胞の形成および機能への影響: 骨
髄単核球を GM-SCF, IL-3, SCF 存在下メチ
ルセルロース培地で 12 日間培養し、破骨細
胞の前駆細胞の元となる CFU-GMs を形成
させた。コロニーを回収し、M-CSF, RANKL
を添加した 10%FBS 含有 MEM-α培地で破
骨細胞に分化誘導した。この際、濃度依存的
に IFN-γで刺激し、破骨細胞の形成と機能
への影響を検討した。TRAP 染色・活性およ
び破骨細胞の主要転写因子であるNFATc1の
発現動態により形成能を、象牙切片の吸収に
より機能を解析した。 
  
 健常者３名（本研究課題採択時に 1名追加）、
MSMD 発症 IFN-γR1 異常症 1 名、MSMD
発症 STAT1 異常症２名（本研究課題採択時
に 1 名追加）、および CMCD 発症 STAT1 異
常症１名（本研究課題採択時に陰性コントロ
ールとして追加）の計 7 名の骨髄単核球を用

いて検討を行った。 
 
＊＊ MSMD 発症 STAT1 異常症および IFN-
γR1 異常症で認めるヘテロ接合型遺伝子変
異は、機能喪失性変異であり、IFN-γの刺激
に対し GAS（gamma-activated sequence）
転写活性を優性阻害することで低下させる。
一方、CMCD（慢性皮膚粘膜カンジダ症）発
症 STAT1 異常症で認める遺伝子変異は、
MSMD と同様にヘテロ接合型変異だが、
IFN-γの刺激に対し GAS 転写活性を増強さ
せる機能獲得型変異である。 
 
(2) ヒト骨髄単核球を用いた、IFN-γにより
制御を受ける破骨細胞内分子機構の解析:  
① TRAF6 蛋白質発現動態の検討; 破骨細胞
形成培養 0, 1, 3 日目の細胞を抽出し、ウエス
タンブロットにて TRAF6 の蛋白発現を解析
した。 
 
② c-Fms, RANK 遺伝子発現の検討; 破骨細
胞形成培養3日目の細胞よりRNAを抽出し、
c-Fms および RANK の遺伝子発現をリアル
タイム PCR で解析した。 
 
③ 破骨細胞における IFN-γで誘導される遺
伝子の発現変動; INF-γ誘導性遺伝子に着目
し、リアルタイム PCR で遺伝子発現変動を
検討する事で、破骨細胞形成への関与を検討
した。 
 
(3) ヒト由来 iPS 細胞を用いた、破骨細胞へ
の分化誘導:  
① オンフィーダー培養系による破骨細胞の
分化誘導; VEGF を添加した 10% FBS 含有
IMDM 培地でマウス AGM-3S フィーダー細
胞上の iPS 細胞を造血系へと分化した。培養
12日目にCD34陽性細胞を採取し、GM-SCF, 
IL-3, SCF存在下メチルセルロース培地で14
日間培養し、CFU-GMs, CFU-Ms を形成さ
せた。コロニーを回収し、M-CSF, RANKL
を添加した 10%FBS 含有 MEM-α培地で破
骨細胞に分化誘導した。 
 
② フィーダーレス培養系による破骨細胞の
分化誘導; PLoS One., 8(4):e59243., 2013 を
参考に、マトリゲルコーティング上で iPS 細
胞を誘導させた。BMP4 を添加した mTeSR1
培地で 4 日間培養し、原始線条様細胞に分化
誘導させ、その後２日間 VEGF, basic FGF, 
SCF を添加した StemPro-34 培地で培養し、
KDR, CD34 陽性ヘマンジオブラスト様の細
胞に誘導した。SCF, IL-3, TPO, M-CSF, 
Flt-3L添加StemPro-34培地にて一週間培養
し、Flt-3L, GM-CSF 添加 StemPro-34 培地
で約 5 日間培養後、各種細胞表面マーカーを
用いて、単球系細胞を採取し、M-CSF, 
RANKL 存在下破骨細胞へ分化誘導させた。 
 
４．研究成果 



 (1) TRAP 染色および培養上清中の分泌
TRAP 活性の検討から IFN-γによる破骨細
胞形成への影響を調べた。健常者由来の破骨
細胞は低濃度の IFN-γで破骨細胞形成が抑
制された。一方で MSMD 発症 IFN-γR1, 
STAT1 異常症ともに破骨細胞形成の抑制が
障害されており、抑制にはより高濃度の IFN-
γが必要であった。また、GAS 転写活性が亢
進型する CMCD 発症 STAT1 異常症では、健
常者より低濃度の IFN-γで破骨細胞形成が
抑制された。 
 破骨細胞の形成には主要転写因子である
NFATc1 の発現上昇が不可欠であり、IFN-
γによりその発現は低下することが知られ
ている。破骨細胞形成 3 日目の細胞で検討し
たところ、患者では IFN-γによる NFATc1
の発現低下が著名に障害されており、より高
濃度の IFN-γを添加しないと NFATc1 の活
性は低下しなかった。象牙切片の骨吸収によ
り破骨細胞の機能を評価したところ、患者由
来破骨細胞は健常者と比べて高濃度の IFN-
γでも吸収促進がみとめられた。In vitro 実
験系の結果からMSMD患者では IFN-γに対
して破骨細胞形成抑制とともにその機能抑
制も低下していることが明らかとなった。一
方、CMCD 発症 STAT1 異常症では、健常者
に比べより低濃度の IFN-γで NFATc1 遺伝
子の発現低下および骨吸収能の低下するこ
とがわかった。 
 
(2) IFN-γにより制御を受ける破骨細胞内分
子メカニズムを明らかにするため、過去の報
告を参考に検討した。 
① 破骨前駆細胞に RANKL の刺激が入ると
アダプター分子である TRAF6 を介して下流
にシグナルが伝達され破骨細胞形成が促進
する。Stat1 ノックアウトマウスの検討から、
IFN-γ刺激による Stat1 を介した TRAF6 蛋
白の急速な分解により破骨細胞形成を抑制
することが報告されている（ Nature., 
408:600-605., 2000）。 
 ヒトでも同様の所見がみとめられるか健
常者および患者由来の破骨細胞を用い、経時
的・IFN-γ濃度依存的な TRAF6 蛋白発現量
の変化を検討した。健常者、患者ともに IFN-
γ刺激による TRAF6 蛋白発現の低下は認め
られなかった。 
 従ってヒトにおいては IFN-γ刺激による
破骨細胞分化と機能の抑制に TRAF6 の関与
するシグナル伝達系以外の抑制機構が存在
している可能性が考えられた。 
 
② 健常者末梢血 CD14 陽性細胞を用いた検
討から、破骨細胞誘導に必須の M-CSF, 
RANKL のレセプターである c-Fms, RANK
の遺伝子発現が IFN-γにより低下すること
で破骨細胞形成が抑制されることが報告さ
れている（ J Immunol., 183:7223-7233., 
2009）。 
 同様の実験を行ったところ、IFN-γによる

c-Fms, RANK 発現低下は健常者, MSMD お
よび CMCD 患者で同程度であり、有意差は
認めなかった。このことから、IFN-γR1 や
STAT1 を介する別の破骨細胞抑制分子機構
の存在が推測された。 
 
③ 破骨細胞形成において、MSMD 患者では
同濃度 IFN-γによる抑制が健常者に比べて
弱く、逆に CMCD 患者では健常者より強い
抑制が見られた。これまでのヒトにおける
IFN-γによる破骨細胞形成抑制の分子メカ
ニズムは明らかにされていない。そこで、
IFN-γ誘導性の遺伝子に着目し、破骨細胞形
成に関与しそうな遺伝子を探索した。その結
果、遺伝子 X を同定することができた。遺伝
子 X は、文献的にも破骨細胞形成時に重要な
分子であった。 
 
(3) 研究期間内に、技術的な問題で、凍結保
存された患者由来骨髄単核球より iPS細胞を
樹立できなかった。本研究では、健常人から
樹立した iPS 細胞を用いて、破骨細胞への分
化誘導系の確立を試みた。 
① 当研究室では、iPS 細胞から好中球への分
化誘導に成功しているため、同様の方法でマ
ウス AGM-3S 上で iPS 細胞を誘導させ、
CD34 陽性細胞を採取した。CFU-GMs の培
養までは形態学的に成功しているようだっ
たが、破骨細胞への分化誘導時に細胞内に巨
大な空胞をみとめ、破骨細胞の特徴である細
胞融合が生じなかった。 
 
② フィーダーレス培養系では、KDR, CD34
陽性ヘマンジオブラスト様の細胞が約 20%
の割合で採取できたが、骨髄を用いたときの
ように、GM-SCF, IL-3, SCF 含有メチルセル
ロ ー ス 培 地 で の 培 養 か ら は ほ と ん ど
CUF-GMs コロニーは形成されなかった。 
 よって、CD34 陽性細胞を採取するのでは
なく、単球の細胞を採取すべくそのまま分化
培養をすることにした。メイ・ギムザ染色の
結果から、好中球系の細胞が多く存在してい
たため、CD14 陽性単球系細胞をソーティン
グし、破骨細胞の誘導を試みたが、オンフィ
ーダーの時と同様に細胞内に空胞をみとめ
る巨大な単核細胞に分化していた。いずれも、
破骨細胞というよりはマクロファージ様の
細胞であった。 
 これまでのヒト骨髄あるいはヒト末梢血
からの in vitro 分化系を考察すると、骨髄単
核球を用いた実験系で、CFU-GMs から効率
よく破骨細胞が形成できること、また、末梢
血CD14陽性細胞からは数％しか破骨細胞へ
誘導できない。従って、iPS 細胞からの誘導
系においてもCD14陽性細胞からでは破骨細
胞を効率よく分化できないのではと考えた。
より未熟な単球系細胞から培養すれば破骨
細胞への誘導率があがるのではないかと考
え、CD14 弱陽性あるいは CD14 陰性/c-fms
陽性/CD11b 陽性の細胞群を採取し、破骨細



胞を形成させた。その結果、CD14 強陽性細
胞群からよりも効率よく破骨細胞へ分化誘
導できることがわかった。今後は、サイトカ
インの選択や培養期間、細胞の採取時期等を
工夫し、より効率よく iPS 細胞から破骨細胞
を誘導する分化系の確立に取り組みたい。 
  
 本研究の結果から IFN-γシグナル伝達障
害をもつ MSMD 患者では、IFN-γによる破
骨細胞の抑制機構の破綻により骨病変を呈
することが推測された。一方、CMCD 患者で
は IFN-γによる破骨細胞形成の抑制は障害
されないことがわかった。IFN-γ誘導性の遺
伝子に着目したところ、破骨細胞形成に関わ
る重要な分子を同定することができた。 
 ヒト末梢血単核球からの破骨細胞形成率
は数%未満であり、十分な検討はできない。
一方、本課題で行った骨髄単核球からはより
純度の高い破骨細胞形成ができるが、患者へ
の負担を考慮せねばならない。今後、より詳
細に検討をするためには、安定した細胞の確
保が必須であるため、iPS 細胞からの分化誘
導を確立しなければならない。 
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