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研究成果の概要（和文）：父由来Xaと母由来Xbの複合ヘテロ変異を持つ患児と両親のIFNγ刺激後の細胞内STAT1
リン酸化は、不死化B細胞では父、患児で増強した。末梢血単核球におけるI型IFN応答遺伝子の発現はqRT-PCRで
患児と父で高値であった。皮疹の免疫組織学的検討では、患児、父ともにpSTAT1の発現は陽性であった。野生型
XとXa、Xb変異遺伝子を導入した293T細胞でのXの発現、293T細胞およびX欠損HAP1細胞におけるIFNγ刺激後の
ISREとGASのレポーターアッセイでは変異による差を見出だせなかった。TRIFおよびIRF3の過剰発現によるIfna4
プロモーターの活性化も変異による差はなかった。

研究成果の概要（英文）：Intracellular STAT1 phosphorylation after IFNγ stimulation of cells from 
affected children and parents with a compound heterozygous mutation of paternal Xa and maternal Xb 
was enhanced in immortalized B cells in the father and affected children. Expression of type I IFN 
response genes in peripheral blood mononuclear cells was higher in affected children and father by 
qRT-PCR. Immunohistological examination of the skin rash showed positive expression of pSTAT1 in 
both the affected child and the father. Expression of X in wild-type X and Xa and Xb mutant 293T 
cells, and reporter assays for ISRE and GAS after IFNγ stimulation in 293T cells and X-deficient 
HAP1 cells showed no difference due to mutation.
Activation of the Ifna4 promoter in 293T cells overexpressing TRIF and IRF3 also did not differ by 
mutation.

研究分野：自己炎症性疾患

キーワード： 凍瘡様皮疹　インターフェロン制御異常症　新規遺伝子変異　自己炎症性疾患

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
患者由来不死化B細胞などで観察された、IFN刺激後のSTAT1リン酸化の亢進が、293T細胞やHAP1細胞に遺伝子を
過剰発現させた系では再現できず、X変異の機能的意義を示すことができなかったため、変異マウスの作成やタ
ンパク質の作成ができていない。しかし、XaとXb変異はマウスでもよく保存されていることから、それらの生体
内での意義を明らかにし、X欠損マウスと異なるI型IFN異常症モデルを得ることを目標に、CRSPAR/Cas9システム
を用いて Xa変異マウスとXb変異マウスを作成し、かけあわせて複合ヘテロ変異マウスを得るよう進めていく。

※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、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
NNSは本邦において戦前から主に皮膚科と内科領域から断続的に報告されてきた疾患であり、
乳幼児期発症の周期的な発熱、凍瘡様・結節性紅斑様皮疹、筋炎などの炎症とともに進行性のや
せ、萎縮、拘縮などの消耗をきたす。近年になって海外から報告された joint contractures, 
muscular atrophy, microcytic anemia and panniculitis-induced lipodystrophy（JMP）症候群
と chronic atypical neutrophilic dermatosis with lipodystrophy and elevated temperature
（CANDLE）症候群とともに、PSMB8 遺伝子変異による免疫プロテアソーム機能不全を原因
とすることから、PRAASsと呼ばれる。インフラマソーム／IL-1異常を来す従来の自己炎症性
疾患と異なり、全身性エリテマトーデスや皮膚筋炎などの全身性自己免疫疾患の特徴でもある I
型 IFN 異常を示し、核酸の代謝や認識に関わる遺伝子に変異を持つエカルディ・グティエール
症候群（AGS）や STING-associated vasculopathy with onset in infancy（SAVI）などととも
に、自己免疫疾患との接点に位置する第二の自己炎症性疾患として注目されている。 
 以前から、和歌山県立医科大学皮膚科では、臨床的に NNSが疑われる症例について全国から
症例を集め遺伝子解析を行ってきたが、PSMB8遺伝子変異が見いだされないものについて次世
代シーケンサーを用いたエキソーム解析を行ったところ、その中の１例にこれまでに疾患関連
変異の報告のない IFN制御遺伝子である Xに複合ヘテロ変異を見出した。この症例は凍瘡様皮
疹と周期性発熱を示すものの脂肪萎縮がなく、またヘテロ変異の一方をもつ父親も同様のエピ
ソードをもち、現在も診断未確定の炎症性皮疹を伴うことから同症あるいは類症と考えられる
など、NNSと異なる特徴をもつ。また、X欠損マウスは自然発症する表現型はないが、IFNに
対する応答異常を認めることから、Xの生体内での重要性は明らかである。そこで本研究では、
「NNS様症例に見いだされた２つの X変異に病的意義はあるのか？」、さらに「この症例にと
って I 型 IFN 異常症が本当に病態形成に重要なのか？」という問いに対する答えを明らか
にするため、検証を行う。 
 
２．研究の目的 
本研究においては、NNS 様新規症例における X 変異とそれによる IFN シグナル異常の病的意
義を明らかにすることを目的とする。Xは 1998年にクローニングされた分子で、ノックアウト
マウスも作成されているが明らかな表現型はなく、またこれまでヒトの疾患での疾患関連変異
の報告はない。 
 I型 IFN異常症（type I interferonopathy）とは核酸の認識から I型 IFN産生、さらに IFN
受容体から転写応答に至る一連のシグナル異常により I型 IFN応答が亢進することを指すが、
AGS や SAVI などその最上流の変異による疾患に対し、X は最下流の転写を制御する分子であ
り、その変異による疾患は、I型 IFN異常症の中でも特異な存在となる。最下流の新たな作用点
による I 型 IFN 異常症の存在が明らかになれば、IFN 受容体からのシグナルを抑える JAK 阻
害薬以上に、全ての I型 IFN異常症に有効な新たな創薬ターゲットが見いだされる可能性があ
る。 
 
３．研究の方法 
X 変異による IFN 応答の亢進を確認するため、Xaと Xb の複合ヘテロ変異を持つ患児とその両親
（Xaヘテロ変異を持つ父親と Xb ヘテロ変異を持つ母親）の末梢血単核球あるいは不死化 B細胞
を用い、IFNγ添加後の細胞内 STAT1 リン酸化の程度を FACS で解析した。 
さらに、皮膚炎の生検組織における STAT1 と p-STAT1 の発現を検討し、炎症局所における I 型
IFN 応答亢進の有無について病理組織学的に検討した。 
野生型 X、Xa、Xb 変異遺伝子の組み込まれたレンチウイルスベクターを作成し、293T 細胞(野生
型では Xの発現を認めない）に導入し Xの発現をウェスタンブロットにて検討した。 
293T 細胞と X欠損 HAP1 細胞（CML 由来一倍体細胞）に変異遺伝子を強制発現させる系を用い、
IFNγ刺激後の IFN 刺激応答因子（ISRE:pSTAT1 と pSTAT2 のヘテロダイマーが結合）とγ活性化
配列（GAS:pSTAT1 のホモダイマーが結合）のレポーターアッセイによって変異による差異を検
討した。 
 
Xa と Xb 変異はマウスでもよく保存されていることから、それらの生体内での意義を明らかに
し、X欠損マウスと異なる I型 IFN 異常症モデルを得ることを目標に、CRSPAR/Cas9 システムを
用いて Xa 変異マウスと Xb 変異マウスを作成し、かけあわせて複合ヘテロ変異マウスを得る。
これらのマウスは自己炎症あるいは免疫不全の表現型を示す可能性があるため、生存率、体重変
化を確認すると共に、脾臓、胸腺、骨髄における血球産生・分布に異常がないか、FACS あるいは
病理組織学的に検討する。さらに、寒冷刺激やウイルス感染を模した CpG-DNA 刺激後の各種サイ
トカイン産生、遺伝子発現の変化、皮疹の出現の有無などを検討する。 
 



４．研究成果 
 まず病的意義が疑われる父親由来の Xa と意義はないと思われる母親由来の Xb の複合ヘテロ
変異を持つ患児と両親の末梢血単核球および不死化 B 細胞を用い、IFNγ刺激後の細胞内 STAT1
リン酸化の程度を FACS で経時的に解析した結果、末梢血単核球においては、患児と父親で無刺
激で陽性であり、IFNγ刺激後は特に患児で大きく増強した。不死化 B細胞においては、父親で
無刺激で陽性となり、IFNγ刺激後は患児と父親とも同程度に増強した。母親ではいずれも陰性
であった。以上の結果から、Xb 変異は単独では機能的な意義はないが、Xa 変異と共存するとそ
の機能を修飾する可能性が考えられた。また、末梢血単核球における I型 IFN 応答遺伝子の発現
について qRT-PCR にて検討した結果、患児と父親では 6 遺伝子のいずれも健常者コントロール
より高値であり、患児と父親で発現量に大きな違いはなかった。 
 
さらに、患児と父親の皮疹の生検組織について免疫組織学的に検討した結果、患児では MPO 陽性
好中球と CD68 陽性マクロファージが主に浸潤するのに対して父親では CD68 陽性マクロファー
ジと CD4、CD8 陽性 T 細胞が主に浸潤し、p-STAT1 の発現は両者の浸潤細胞ともに陽性で、父親
でより強く発現が見られた。 
 次に、野生型 Xと Xa、Xb 変異遺伝子をそれぞれ発現ベクターに組み込んだプラスミドを作成
して 293T 細胞に導入し Xの発現をウェスタンブロットにて検討したが、分子量や発現量に明ら
かな差は見られなかった。そこで、これらのプラスミドを X欠損 HAP1 細胞に導入し、IFNγ刺激
後の細胞内 STAT1 リン酸化をウェスタンブロットにて検討したが、Xa、Xb 変異ともに野生型と
明らかな差を認めなかった。 
 
患者由来細胞や皮膚炎組織において、pSTAT1 の発現に差を認めたが、Xが STAT1 のリン酸化を直
接抑制するという報告はないことから、確率した 293T 細胞と X欠損 HAP1 細胞（CML 由来一倍体
細胞）に変異遺伝子を強制発現させる系を用い、IFNγ刺激後の IFN 刺激応答因子（ISRE:pSTAT1
と pSTAT2 のヘテロダイマーが結合）とγ活性化配列（GAS:pSTAT1 のホモダイマーが結合）のレ
ポーターアッセイによって変異による差異の検出を試みた。 
 293T 細胞を用いた IFNγ刺激 16 時間後の IRSE-Luc アッセイにて、野生型 X が容量依存性に
Luc 活性を低下させたが、父親由来 Xa、母親由来 Xb変異のいずれもその程度に変化なく、また
インターナルコントロールとして用いた HSV-Tk 活性は Xの容量依存性に増加していた。そこで
IFNγ刺激 16 時間後の GAS-Luc アッセイと IRSELuc アッセイを行なったが、いずれも同様の結
果で、Xa、Xb 変異いずれも活性変化の程度は野生型 Xと差はなかった。ただ、293T は X を欠損
するわけではないので、同様の実験を X欠損 HAP1 細胞にて行った。 
 まず、IFNγ刺激 16 時間後の GAS-Luc アッセイと IFNα刺激 16時間後の IRSE-Luc アッセイを
行ったが、いずれも野生型 X、Xa、Xb 変異ともに単独での Luc 活性の低下は明らかでなく、イン
ターナルコントロールの HSV-Tk 活性が Xの容量依存性に増加するため、対比として見かけ上低
下するように見えるという結果であった。 
そこで、インターナルコントロールを SV40 に変更したところ、活性の X容量依存性増加は消失
し、Luc 活性の X容量依存性低下がはっきり見えるようになったが、変異による差を見出だすこ
とはできなかった。 
 
引き続き遺伝子過剰発現系を用いた検証を進めた。 
293T 細胞および Xを欠損する HAP1 細胞において、IFNγ刺激による ISRE の活性化 IFNγ刺激に
よる ISRE および GAS の活性化が誘導されることを確認し、野生型 Xと Xa あるいは Xbの過剰発
現した場合の活性化の変化を比較したが、いずれも同様の抑制効果が観察された。さらに、Xが
IRF3 の活性化を抑制するとの報告があることから、293T 細胞における TRIF および IRF3 の過剰
発現による Ifna4 プロモーターの活性化を確認し、野生型 X と Xa あるいは Xb の過剰発現した
場合の活性化の変化を比較したが、やはりいずれも同様の抑制効果が観察され、変異による差を
とらえることはできなかった。 
末梢血に UBA1 遺伝子のヘテロ変異を見出した 64 歳発症の VEXAS 症候群患者について、さらに
唾液や皮疹、筋病変から抽出した遺伝子の解析を行い、それぞれ変異なし、ヘテロ、変異なしと
いう結果から、体細胞モザイクと証明した。さらに、診断不能な好中球性紅斑としてすでに論文
報告されていた 84 歳の症例についても、同じ UBA1 変異を血液でほぼヘテロに見出すも、唾液で
は変異なく、体細胞モザイクによる VEXAS 症候群と確定診断した。 
 
患者由来不死化 B 細胞などで観察された、IFN 刺激後の STAT1 リン酸化の亢進が、293T 細胞や
HAP1 細胞に遺伝子を過剰発現させた系では再現できず、X 変異の機能的意義を示すことができ
ないため、当初行う予定だった変異マウスの作成やタンパク質の作成に踏み出せないでいる。し
かし、Xaと Xb 変異はマウスでもよく保存されていることから、それらの生体内での意義を明ら
かにし、X欠損マウスと異なる I型 IFN 異常症モデルを得ることを目標に、CRSPAR/Cas9 システ
ムを用いて Xa 変異マウスと Xb 変異マウスを作成し、かけあわせて複合ヘテロ変異マウスを得
るように今後は実験を進めていく。これらのマウスは自己炎症あるいは免疫不全の表現型を示
す可能性があるため、生存率、体重変化を確認すると共に、脾臓、胸腺、骨髄における血球産生・



分布に異常がないか、FACS あるいは病理組織学的に検討する。さらに、寒冷刺激やウイルス感
染を模した CpG-DNA 刺激後の各種サイトカイン産生、遺伝子発現の変化、皮疹の出現の有無など
を検討する。 
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乳児期から発熱と凍瘡様皮疹を反復し、新規のインターフェロン調節遺伝子異常が疑われた親子例
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