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【緒言】 

慢性皮膚粘膜カンジダ症（Chronic mucocutaneous candidiasis; CMC）は、

皮膚・爪，口腔外陰部などの粘膜に，反復性・持続性のカンジダ感染を呈する

一群の原発性免疫不全症である．重症複合型免疫不全症の様なT細胞の完全な機

能不全症にも併発しうるが，それほど重篤でない原発性免疫不全症に伴う事も

ある．CMCを原発性免疫不全症の唯一の臨床症状として発症する場合はCMC 

disease (CMCD)と呼ばれる1 2 3．2011年の日本原発性免疫不全症全国調査では，

1240名の原発性免疫不全症患者のうちCMCD患者は17名（1.4%）を占めていた4． 

CMCを主徴とする主な原発性免疫不全症と，その原因遺伝子を表1に示す． 

 

表1. CMCを主徴とする原発性免疫不全症 

疾患名 遺伝子 遺伝形式 文献 

APECED, APS-1 AIRE AR Nagamine et al.19975 

CD25異常症 IL-2RA AR Sharfe et al.19976 

高IgE症候群 TYK2 AR Minegishi et al.20067 

高IgE症候群 STAT3 AD Minegishi et al.20078 

高IgE症候群 DOCK8 AR Engelhardt et al 20099 

CARD9異常症 CARD9 AR Glocker et al.200910 

IL-12Rβ1異常症 IL12Rb1 AR De Beaucoudrey et al.201011 

IL-17RA異常症 IL17RA AR Puel et al.201112 

IL-17F異常症 IL17F AD Puel et al.201112 

STAT1異常症 STAT1 AD Van der Veerdonk et al. 13 

Liu et al.201114 

IL-12p40異常症 IL12B AR Prando et al.201315 

ACT1異常症 ACT1 AR Boisson et al.201316 

 

上記で CMCD と呼ばれるのは IL-17RA 異常症，IL-17F 異常症，STAT1 異常症，

ACT1 異常症であるが，STAT1 異常症では繰り返すヘルペスウイルス感染や甲状

腺疾患，自己免疫疾患の合併等 CMC 以外の症状の報告もある． 

 

これらヒトの原発性免疫不全症の解析により，ヒトにおける皮膚粘膜のカン

ジダ感染防御には以下の図 1に示すような免疫細胞とその分子が重要な役割を
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果たしている事が明らかになってきた．枠で囲ってある赤字で示した分子がヒ

ト CMC 発症の原因となる分子である． 

 

 

図 1. 皮膚粘膜のカンジダ感染防御機構とヒト CMC 発症の責任遺伝子 

 

CMCの原因は以下のように大別できる 

1.抗原提示細胞におけるカンジダ抗原の認識と，そこから放出されるサイトカ

インの異常． 

2.T細胞におけるサイトカイン受容体/シグナル伝達物質/転写因子の異常によ

るTh17への分化障害． 

3.Th17から放出されるIL-17A, IL-17F, IL-22の，それ自体もしくは中和抗体に

よる異常と，その受容体の異常 

 

我々はこのうち Th17分化に影響を与える事によって CMCを発症すると考えられ

ている STAT1 異常症についての研究を行った．第一章では CMC 患者 2 家系，3

例の患者における STAT1 の新奇 2変異とその機能解析について，第二章では
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STAT1機能獲得型(gain-of-function:GOF)変異を有するCMC患者（以後STAT1 GOF

変異 CMC 患者と記す）における Th17 関連サイトカイン産生能について，第三章

では STAT1 GOF 変異 CMC 患者血清における抗 Th17 関連サイトカイン抗体につい

て述べた． 

 

Th17 関連サイトカインに関する背景知識 

 

•主な Th17 関連サイトカインは IL-17A, IL-17F，IL-22 である 

•IL-17A：主に Th17 細胞（CD4 陽性 IL-17A 陽性細胞）より産生され，上皮細胞

やマクロファージなど様々な細胞に働き，サイトカイン(TNFαや G-CSF など)，

ケモカイン（CXCL1, 2, 3, 5, IL-8），抗菌ペプチドを産生させる 17 

•IL-17F：IL-17 ファミリーの中で最も IL-17A と相同性が高く(50%)，受容体

(IL-17RA, IL-17RC)も共有している 18．また IL-17A と IL-17F はホモダイマー，

またはヘテロダイマーとして分泌され，受容体を共有している事から似た生理

活性をきたすと考えられている．一方 IL-17F の方が炎症誘導能が低い事，また

上皮細胞など広範な細胞から産生される事などその違いも明らかになってきて

いる． 

•IL-22：Th17 細胞に高発現するが，他にもγδT細胞，NK 細胞, Th22 細胞(CD4

陽性 IL-22 陽性，IFNγ，IL-4，IL-17A 非産生細胞)などからも産生される．主

な働きは呼吸器，腸管，皮膚，肝臓の上皮細胞からの抗菌ペプチド（βdefensin, 

Lipocalin, LL-37, S100A7, 8, 9）産生である 19． 

 

カンジダ感染におけるこれら 3つのサイトカインの作用は，上皮細胞などを介

した間接的なものだと考えられている． 

 

 

STAT1 に関する背景知識 20,21 

 

・STAT1 は細胞内シグナル伝達物質兼転写因子であり，そのファミリーは STAT1, 

STAT2, STAT3, STAT4, STAT5A, STAT5B, STAT6 の 7 つから構成される．STAT1

の C端のTransactivator domainにスプライスバリアントがあり，91kDaの STAT1

αと，84kDa の STAT1βの 2つが存在するため，ウェスタンブロットでは 2本の
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バンドを検出する． 

・STAT1 を活性化する因子としては IFNα,IFNβ,IFNγ,IFNλ, 

IL-2,3,6,9,12,15,17,21,22,26,27, Epidermal Growth Factor, Vascular 

Endotherial Growth Factor, Fibroblast Growth Factor,Hepatocyte Growth 

Factor, Growth Hormone, Angiotensin, Oncostatin M などがある．IFNα,IFN

γで刺激されると核内に移行し転写活性化因子として働くが，全ての刺激で転

写活性化因子として働くわけではなく，例えば Hepatocyte Growth Factor 刺激

ではリン酸化はするが，核内に移行はしない． 

・IFNγが細胞表面の IFNγ受容体に結合すると，細胞内のチロシンキナーゼ Jak

が活性化され，STAT1 のチロシン部位がリン酸化される．リン酸化 STAT1 は 2 量

体を形成して核内へ移行し，DNAの Interferon-Gamma Activated Sequence（GAS）

domain に結合し，転写因子として標的遺伝子の転写を促す．DNA から解離した

STAT1 はホスファターゼによって脱リン酸化を受け転写活性を喪失する．また

IFNα刺激でリン酸化した STAT1 はホモダイマーのみならず，STAT2, IRF-9 とと

もに 3量体も形成し，Interferon Stimulated Response Element (ISRE) domain

に結合する．この STAT1 の細胞内での挙動についてはまだ不明な点が残されて

いる． 
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【略語表】 

Ab  Antibody 

AD  Autosomal dominant 

APC   Allophycocyanin 

APECED Autoimmune polyendocrinopathy candidiasis ectodermal 

dystrophy   

APS-1  Autoimmune polyendocrine syndrome type-1 

AR  Autosomal recessive 

CBA  Cytometric Beads Array  

CCD  Coiled-coil domain 

CMC   Chronic mucocutaneous candidiasis 

DBD   DNA-binding domain 

DDW  Distilled deionized water 

FBS  Fetal bovine serum 

GFP  Green fluorecent protein 

GOF  gain-of-function 

IFN   Interferon 

IFNα  Interferon alfa 

IFNγ  Interferon gamma 

IL  Interleukin 

IOM  Ionomycin 

IP10  Interferon gamma-induced protein 10 

PBMC  Peripheral blood mononuclear cell 

PBS  Phosphate-buffered saline 

PE  phycoerythrin 

PMA  Phorbol myristate acetate 

p/s  0.1% penicillin/streptomycin 

SNP  Single nucleotide polymorphism 

STAT1   Signal transducer and activator of transcription 1  

TBST  Tris-buffered saline, 0.1% Tween 20 

WT  Wild type 

XR  X-linked recessive 
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第一章 

慢性皮膚粘膜カンジダ症をきたすSTAT1の新奇2変異 

 

【第一章 緒言】 

2011 年, AD 遺伝形式の CMC 家系や，孤発例の CMC 症例に対する全エクソン解

析により, STAT1 のヘテロミスセンス変異が CMC を引き起こす事が報告された

13,14．この変異は STAT1 の脱リン酸化障害を生じる GOF 変異であり，APECED を除

く CMC のおよそ半数を占める事が明らかとなってきた 22．STAT1 機能喪失型変異

は，ウイルスや抗酸菌などの細胞内寄生菌に対して易感染性を来す．このよう

に同一分子がアミノ酸置換によって大きく異なる臨床像を引き起こす事は RAG1

欠損症にも認めるが 23，非常に稀な現象である． 

 

 
N-term.: N-terminal domain. Coiled-coil: Coiled-coil domain. DNA-binding: 

DNA-binding domain. Linker: Linker domain. SH2: Src homology 2 domain. Tail 

seg.: Tail segment domain. TA: Transactivation domain. CID: Combined 

immunodeficiency 

 

図2. ヒト疾患の原因となるSTAT1変異部位．上段はCMCの原因となるGOF変異．

赤字は今回我々が新たに証明したSTAT1変異を示す． 

 

当初この STAT1 変異は Coiled-coil 領域（CCD）に集中していると報告された

が，2012 年に当科の竹崎らは STAT1 の DNA 結合領域（DBD）の変異でも CMC の原

因となる事を初めて報告した 24．これまで CCD に 21 変異，DBD に 9 変異の計 30
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変異が報告されている 13 14 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36．今回我々は CMC 患者 2家系，

3 例の患者に，STAT1 の未報告のアミノ酸置換である p.K278E, p.G384D を同

定し(図 2)，その機能解析を行った．また過去の報告では野生型(WT)STAT1 と変

異 STAT1 が共存する状況での WT STAT1 リン酸化についての報告はなかった．そ

れはこれまでの報告では STAT1 を欠損した U3C 細胞に STAT1 を transfect し評

価を行っていたためである 14,22,31．我々は WT STAT1 を有する HeLa 細胞に変異

STAT1 を transfect することにより，より実際の患者に近い細胞内状況を作り出

し内因性 WT STAT1 のリン酸化について評価した．その際，内因性 WT STAT1 と

transfect した STAT1 を区別するため，また transfection 効率を確認するため

に，transfect する STAT1 の C 端に GFP を結合させた． 

 

【患者背景】 

P1 (p.K278E) 

20歳女性．両親に近親婚なし．1歳時より反復性鵞口瘡を発症し，CMCと診断し

た．4歳から5回以上帯状疱疹に罹患し，18歳でカンジダ食道炎を発症し，19歳

時に右大腿の伝染性膿痂疹を発症し抗生剤治療で治癒した．小児期より2ヶ月に

1回程度口内炎を発症し約1週間で治癒していた．家族にCMCを疑わせるものはい

ない． 

 

P2 (p.G384D) 

35歳女性．乳児期より反復性鵞口瘡を発症し，頻回に口内炎を発症した．17歳

時に気管支拡張症を指摘された．19歳時に食道狭窄症を発症し，バルーン拡張

術を受けた．鉄欠乏性貧血を伴っていたため，当初はPlummer-Vinson症候群が

疑われたが，最終的にはカンジダ食道炎による食道狭窄と診断された．10歳，

30歳，34歳時に帯状疱疹に罹患した．口腔カンジダ症に対してイトラコナゾー

ル内服治療を継続し，頬部，体感の掻痒を伴う紅斑はアトピー性皮膚炎と診断

され，抗ヒスタミン剤の内服とステロイド外用療法を行っている． 

 

P3 (p.G384D) 

5歳男児，P2の第1子．同胞無し．父はカンジダ感染の既往なし．1歳時に反復性

鵞口瘡を発症した．4歳時に帯状疱疹に罹患した．爪カンジダ症も認めたが，イ

トラコナゾール内服で改善した．  
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CMC P1から3に，爪・歯牙の異常なく，眼瞼炎・結膜炎，甲状腺疾患，難治性の

腸炎の既往もなかった．表2に示す様に低ガンマグロブリン血症なども認めなか

った．これらの所見はSTAT1 GOF変異CMC患者に合併した報告のあるものである． 

 

P4  (p.R274Q) 

STAT1へテロp.R274Q変異によるCMCであることが既に報告されている15歳女性．

両親に近親婚なし.生後1ヶ月より鵞口瘡を発症し徐々に悪化した．生後5ヶ月よ

りカンジダ皮膚炎を認め，1歳時にカンジダ食道炎による胃食道逆流症を発症し，

いずれも抗真菌剤で治癒した．母は健康でSTAT1に変異を認めず，父はSTAT1へ

テロp.R274Q変異を有し生後21日よりCMCを発症した．7歳時に肺結核を発症し，

32歳時に脳血管炎による脳梗塞のため死亡した． 

 

P5  (p.T385M) 

竹崎ら24が報告したCMC患者で，既に機能解析にてSTAT1の脱リン酸化障害と，リ

ン酸化の増強をきたす事が報告されている．EBウイルス不死化細胞株をコント

ロールとして用いた． 
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表2. 新奇変異 P1,P2,P3の血液検査結果 

    P1 P2 P3 正常範囲 

検査時年齢 (歳) 20 35 5  

免疫グロブリン     

 IgG (g/l) 19.63 13.35 10.42 6.8-16.2 

 IgA (g/l) 3.51 2.11 0.84 0.84-4.38 

 IgM (g/l) 1.43 1.65 0.72 0.57-2.88 

 IgE (IU/ml) 2 NA NA <250.0 

補体 C3 (mg/dl) 132 80 115 86-160 

 C4 (mg/dl) 29 16 23 17-45 

 CH50 (U/ml) 22.5 41 53.3 30.0-40.0 

白血球数 (cell/μl) 5320 5400 7300  

 Neutrophils 3468 4104 4416  

 Lymphocytes 1324 918 2445  

 Monocytes 345 216 182  

リンパ球分画 (%)     

 CD3 86 87 66  

 CD4 50 59 44  

 CD8 27 28 22  

 CD45RA+CD31+/CD4+ 57 NA NA  

 CD19 3.7 2.4 26  

 CD27+/CD19+ 10.6 NA NA  

 CD16+CD3- 4.9 NA NA  

 CD56+CD3- 6 6.7 8.5  

甲状腺機能 TSH (uIU/ml) 0.341 1.74 4.76 0.746-4.118 

 FT3 (pg/ml) 2.79 2.70 4.7 2.51-3.47 

 FT4 (ng/dl) 0.92 1.12 1.37 0.68-1.26 
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【第一章 実験方法】 

遺伝子解析は国立大学法人北海道大学ヒトゲノム・遺伝子解析研究に関する規

則に則り，本人もしくは代諾者に説明の上，承諾書を得て行った．また本研究

は北海道大学医学部研究倫理審査委員会の承認を得て行った． 

 

DNAの抽出 

ヘパリン血300μlに，Lysis buffer（0.3 M NH4Cl, 8 mM NaHCO3, 1 mM EDTA）

を4 ml添加し，常温で7分間転倒混和し溶血した．4℃，1500g，5分間遠心した

後に，PBS （137 mM NaCl, 8.1 mM Na2PO4, 2.7 mM KCl, 1.5 mM KH2PO4）で2回

洗浄し，この細胞からSepaGene® （Eidia,Tokyo,Japan）を用いて，添付されて

いるプロトコールに従いDNAを抽出した． 

 

ダイレクトシークエンス解析 

STAT1のダイレクトシークエンス解析は表3のようにプライマーを設定し，KAPA 

Taq HS ReadyMix with dye®（NIPPON Genetics Co,Ltd,Japan）を用いて，添付

されているプロトコールに従ってPCR反応液を調製した．PCRの条件は

denaturation 94℃-30秒，annealing 58℃-30秒，extension 72℃-50秒，35サ

イクルとした． 

 

表3. STAT1プライマーの塩基配列 

Exon Forward Primer Reverse Primer 

3 ACAACCTGATGCTAGGAAGGC GCCATTGATGGAATTCATCTTC 

4 AAAGCAATGTCAGTTTCAAAAGAAG TGTGTGCTCAATTGTATTTGCTG 

5 GGTACCTGCACTTAGAAAGTTAAAGC TCTGATTCTCCCACTTCTTGG 

6 CATGTCAGAAGATCTGGAAGGC AAAAGACTGAACTCAGTTACGAGG 

7 CATAGAAGCAATACTCTGTTGCC GGTTATCAAGGAAGAATTCAGAGTC 

8 TTTGACCTGTCACTAGGCAGC TTTCCTCTCTTCTAAACTTTGAGTCC 

9 GCCCCAGTTGAGAATGAAATG CAGGGTAAGCAGAAGCTGGAC 

10 ATTCCCTTTAATCCAGGCTGC TGAATTAACGGTAAAATGTTCCTC 

11 TTCAGGAAAATCATTGTGATTGC TTTCCTCAAAAGCACCCTATATAAC 

12 TAAGCGGTTCCACAGCTAGG GTGGAGGAATCTGTGCTTGAG 

13-14 TCATCATTCACTTACACTCTTATGCTC ACAGGAAGACACCAGCCAC 
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15 GGTTGTGATTCCAAGAGATCC ACCAACTGACCTGTCCTTGC 

16 TGAGTCTTCAGACTTGCCACTG AATACCTCCAGAACAAACACTGAG 

17 AGGCTAAGCAGTTATCTGAAGGTG ATGCAGCAGTGAGAGCGTG 

18 CTCTTCCCCTACTGTGAAAGCA CTCATCATGTCAGGGACTTCCT 

19 CAAGAGCCATCCGTCCAAC GCCAGAGAAGAACACGCC 

20 CTGTGCTGAATGGGACAGTTC AATACTGAAGCTGGACTCAGGC 

21 ACATTCCAGCCATTTTCTTGG ATGTCCCAAACGCACTATCTG 

22 TGTCCTCTTTCATTTTGGGATG CTGCATGGGTGGAGTTTCAG 

23 GGAGGCTAAGCTGTCTAGAAACAC GTTCAGCTGTGATGGCGATAG 

24 TCTGGCTATTGCTTATCACATCC GCTCATCTGAGCACTGCACTC 

25 GACAAGCAATGTTTAATGTATGAGTC CCCACAGAAATTTACCGTTCC 

 

PCR産物を1.5%アガロースゲルに電気泳動し目的のバンドを切り出した．QIAGEN 

Extraction kit®（QIAGEN,Germantown,MD）を用いて，添付のプロトコールに従

って抽出しダイレクトシークエンス解析を行った．  

 

塩基置換・アミノ酸置換のデーターベースによる解析 

塩基配列は，Ensembl database（http://www.ensembl.org/）, Mutation@A Glance 

（http://rapid.rcai.riken.jp/mutation/）から得た．アミノ酸置換がSingle 

Nucleotide Polymorphism（SNP）かどうかを確認するため，National Center for 

Biotechnology Information Database（http://www.ncbi.nlm.nih.gov/），

Ensembl database(http://www.ensembl.org/index.html), the Human Genetic 

Variation database (http://www.genome.med.kyoto-u.ac.jp/SnpDB/)から情報

を得た．またアミノ酸置換がタンパク機能へ与える影響の予測ツールとして，

タンパク構造をもとに予測するPolyPhen-2アルゴリズム

（http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/），配列保存性をもとにタンパク

機能を予測するツールとしてSIFTアルゴリズム （http://sift.jcvi.org/）を

用いた．アミノ酸の種間の保存に関するデータはMutation@A Glance 

（http://rapid.rcai.riken.jp/mutation/）から得た． 
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EBウイルス不死化B細胞株（EBV-LCL）の樹立 

PBMCを採取し，RPMI1640 medium(Life Technologies,Carlsbad,CA)+10% Fetal 

Bovine Serum(FBS)(Thermo,Rockford,IL)+0.1% penicillin streptomycin(p/s) 

1 mLでペレットをsuspendし，EBウイルス溶液（B95-8株上清を0.45μm 

DISMIC-25AS®（ADVANTEC, Dublin, CA）で濾過したもの）を200μlと, 

Cyclosporine Aを2.5μg/mlとなるように加え，37℃，5% CO2培養器で培養した．

培養液が黄色く変化するたびにメディウムを300μl捨て，新しいメディウム300

μlを添加することを繰り返し樹立した． 

 

EBV-LCLの核内STAT1のリン酸化状態の解析 

EBV-LCLをRPMI 10% FBS+p/sで1x106 cells/mlにsuspendし，recombinant 

human(rh)IFNγ(Shionogi,Osaka,Japan)は1000 U/mlで37℃，30分間，rhIFNα

（Biosource International,Camarillo,CA）は1500 U/mlで37℃，15分間刺激し

た．対照として無刺激のものも用意した．4℃，1500g，5分間遠心して得たペレ

ットは一旦-80℃に保存し，後日後述する核内タンパク抽出法にて核内タンパク

を抽出した． 

 

Full-length STAT1-GFP fusion proteinを発現するPlasmidコンストラクトの作

成 

WT STAT1と変異STAT1を見分けるためにSTAT1のC端にGFP(EGFP)をfusionさせた．

C端にGFPを結合させると，STAT1のリン酸化とDNA結合の障害にならない事が報

告されている21．またGFPはTransfection効率の確認にも用いた．まず健常者PBMC

からTRIzol® (Life technologies,Carlsbad,CA)を用いて以下の様にtotal RNA

を抽出した．TRIzol®をPBMCペレットに1 ml加えピペッティングし室温で5分間静

置し，200μlのクロロホルムを加えて激しく15秒間混ぜ室温で2から3分間静置

した．12000g, 4℃,15分間遠心し，白濁したタンパクを含む層を吸い取らない

ように透明な上清を別のチューブに移し，500μlのイソプロピルアルコール（2-

プロパノール）を加え，室温で2分間静置した．12000g, 4℃, 10分間遠心し上

清を捨て75% エタノール1 mlを加えてvortexし，再度7500g, 4℃,5分間遠心し，

エタノールを室温で10分乾燥させた． RNase free waterを加えてvortexし, 60℃

で10分間溶解させtotal RNAを得た．cDNAを得る逆転写はPrimeScript RT reagent 

Kit®（Takara Bio Inc.Japan）を用いて添付のプロトコールに従って行った．Total 
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RNAの濃度を測定し，反応液10μlあたり500 ng以下の量になるように調整し，

37℃-15分，85℃-5秒，以後4℃で逆転写反応を行った．  

取り出したTotal cDNAからfull-length STAT1 cDNAを以下のプライマーを用い

てRT-PCRした． PCR産物は1.5%アガロースゲルに電気泳動し目的のバンドを切

り出し，QIAGEN Extraction kit®（QIAGEN,Germantown,MD）を用いて添付のプロ

トコールに従って抽出した． 

STAT1 cDNA F primer  

ATGTCTCAGTGGTACGAACTTCAGCAGCT 

 

STAT1 cDNA R primer 

GAGACATCTTAAGCTGTCATACTACTTGTGTCATATC 

 

Full-length STAT1 cDNAをpCR 2.1-TOPO® vectorにTOPO TA Cloning Kit®（Life 

Technologies,Carlsbad,CA）を用いてTA cloningを行った．方法は添付された

プロトコールに従い，コンピテントセルはDH5αを用いた．Kanamycin（20μg/ml）

とbacto agarを加えたLB培地のプレート表面にX-gal®（Promega,Madison,WI）を

塗布した後，transformation後のコンピテントセルをプレートに撒いて，37℃，

16から20時間培養した．白いコロニーをDistilled deionized water（DDW）50

μlにsuspendし，そのうち1μlを鋳型としてSTAT1 cDNA F primerとT7 primer

を用いてPCRを行い挿入を確認した．目的のcDNAが挿入されたplasmidを有する

コロニーはKanamycin（20μg/ml）を加えたLB培地で培養し，その後QIAprep Spin 

Miniprep Kit®（QIAGEN,Germantown,MD）を用いてプラスミドを精製した．精製

したプラスミドはT7 primerを用いて塩基配列を確認した． 

 

上記で作成した，full-length STAT1 cDNA が挿入された pCR™2.1-TOPO® vector

から，STAT1 cDNA を pEGFP-N1 vector の multi cloning site に BamHI で切断し

て挿入するが，そのまま挿入すると，STAT1 と GFP の間にストップコドン TAG が

存在するため，pCR2.1-STAT1 WT に Mutagenesis を行い TAG を TG に変異させ，

STAT1 cDNA と EGFP のフレームが合うようにした．STAT1 cDNA と GFP の間の TAG

を TG に変化させるプライマー（STAT1 N1 ver1, ver2 primer）を作成し，正確

性と伸張性の高い PrimeStar max DNA polymerase® (Takara Bio Inc. Japan)を

用いてPCRを行った．方法は添付のプロトコールに則り，条件は98℃-10秒, 55℃
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-30 秒, 72℃-3 分, 30 サイクルとした．  

 

STAT1 N1 ver1 primer 

CACAGTATGGGATCCAAGGGCGAATT 

 

STAT1 N1 ver2 primer 

GGATCCCATACTGTGTTCATCATAC 

 

前述の full-length WT STAT1 cDNA が挿入された pCR2.1-TOPO® vector を 5μg, 

BamHI(Takara Bio Inc.Japan) 2μl, 10x K buffer 3μl を DDW で計 30μl とし

37℃，4 時間処理した．発現 vector の pEGFP-N1® vector(Takara Bio Inc.Japan)

は Plasmid DNA 5μg, BamHI 2μl, 10x K buffer 3μl, 単一の酵素のため CIP 

2μl を加え，DDW で計 30μl とし 37℃，4時間で処理した．制限酵素処理した

サンプルは1.5 %アガロースゲルに電気泳動し，目的のバンドを切り出し，QIAGEN 

Extraction kit®を用いて，添付のプロトコールに従って抽出した．インサート

(full-length WT STAT1 cDNA)と切断した発現 vector(pEGFP-N1®)を，両方とも

50 ng 以上で，モル比が 10:1 となるように混ぜ，DNA Ligation kit<Mighty mix>® 

(Takara Bio Inc.Japan)を等量加えて 16℃，30 分で ligation し， full-length 

WT STAT1 の C 端に GFP が融合したタンパクを作り出すコンストラクトを得た．

さらにこの STAT1 に患者で検出された変異を持たせるため,プライマーとして

K278E-1，K278E-2，G384D-1，G384D-2 を用意し，前述の方法で Mutagenesis を

行った．DH5αで増やした Plasmid は，MiraCLEAN Endotoxin Removal Kit® 

(Mirus,Madison,WI)を用いて添付のプロトコールに従って，2回エンドトキシン

除去を行った． 

  

K278E-1 

CAGCTTGAAAAGTTGGAGGAATTGGAA 

 

K278E-2 

CAACTTTTCAAGCTGCTGCCGAACTTG 

 

G384D-1 
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ATTTTGGACACGCACACAAAAGTGATG 

 

G384D-2 

GTGCGTGTCCAAAATGTTGAACTTCCT 

 

 

図3. Full-length STAT1-GFP fusion proteinを発現するPlasmidコンストラク

トの構造 

 

HeLa細胞へのTransfection 

HeLa 細胞は 1950 年に亡くなった 30 代黒人女性の子宮頸癌細胞から分離された

接着系細胞株である．この細胞株に TranIT-LT1 Reagent® (Mirus,Madison,WI)

を用いてリポソーム法で Full-length STAT1-GFP fusion protein を発現する

Plasmid コンストラクトを Transfect した．HeLa 細胞を

DMEM(SIGMA,St.Louis,MO)10% FBS+p/s で 2.5x105/ml に suspend し，6 well plate

に 2.5 ml ずつ分注した．6から 8時間後，細胞がコンフルエントとなる前に

Transfectionを行った．1 wellあたり 250μlの Opti-MEM Reduced serum medium®
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（Life technologies,Auckland,NZ）に Plasmid DNA 2.5μg を suspend し，あ

らかじめ室温に戻したTranIT-LT1 Reagent®を5μl加え，室温で30分間静置し，

それを1 wellあたり 250μlを均一に滴下し加え，37℃の CO2 培養器で培養した．

36から48時間後に1000 U/mlのrhIFNγで30分刺激を行い，0.25% Trypsin-EDTA® 

(Life Technologies,Auckland,NZ) 300μl を加えて，剥がれたところで DMEM 10% 

FBS p/s を 700μl 加えて回収した．細胞は 1回遠心し上清を捨てた後，再度ト

リプシンを除くため PBS で 1 回洗浄した． 

 

Transfection効率の確認 

回収したHeLa細胞の一部は，FACSCaliburTMを用いて，GFP陽性細胞率をもとに

Transfection効率を調べた． 

 

IFNγ刺激によるEBV-LCLのIP10産生の測定  

STAT1の機能をみるために，IFNγ刺激によってSTAT1を介して産生される

IP10(IFNγ-induced protein 10: CXCL10)を測定した．上述の方法で樹立した

EBV-LCL（1x106 cells/ml）に対して1000 U/mlのrhIFNγを添加したサンプルと

添加しないサンプルに分け，それぞれtriplicateとし，37℃のCO2培養器で6時間

刺激した．その後培養上清中のIP10濃度を，後述するCytometric Bead Array®

で測定した． 

 

Cytometric Bead Array® (CBA)を用いた培養上清中のサイトカインの測定 

培養上清中のIP10の測定はCytometric Bead Array®（BD,San Diego,CA）を使用

した．以下の試薬類はBD CBA Human Soluble Protein Master Buffer Kit®（BD,San 

Diego,CA）に含まれている．CBAはビーズに捕捉されたサイトカインをPE標識し

たDetection抗体によりサンドイッチ状に挟む事で，サイトカインの濃度に応じ

てビーズのPEシグナルが強くなることを利用している． Standardサイトカイン

で検量線を引き，ビーズのPEのシグナル強度をもとに，サイトカインの濃度を

測定する．それぞれ培養上清50μlをサンプルとし，kitに含まれるstandardサ

イトカインをAssay diluent 200μlで希釈し，2500 pg/mlのstandardを得た．

Assay diluent®で希釈列（2500, 1250, 625, 312.5, 156, 80, 40, 20, 10 pg/ml）

を作り，BlankはAssay Diluent®そのものとした．サイトカインCapture Beads®

をCapture Beads Diluent®で50倍希釈したもののうち50μlをサンプルもしくは
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standard 50μlと混合し，室温遮光下で1時間反応させた．さらにそれぞれのサ

イトカインのPE Detection Reagent®をDetection Reagent Diluent®で50倍希釈

したものを50μl添加し，室温遮光下で2時間反応させた．Assay Diluent®で洗浄

の後にFACSCaliburTMとFCAP Array Software®を用いて解析を行った． 

 

Staurosporine処理によるSTAT1のリン酸化状態の解析 

STAT1の脱リン酸化状態をチロシンキナーゼ阻害剤であるStaurosporine

（Almone Labs,Jerusalem,Israel）を使用して評価した．Staurosporine を加

えるとリン酸化が抑えられるため,フォスファターゼによるSTAT1の脱リン酸化

を評価する事ができる．難水溶性のStaurosporineを，DMSOで200μMとなるよう

に溶解し，使用直前にメディウムで倍に希釈し100μM液を準備し，それを1/100 

v/vとなるように加え，DMSOの最終濃度を0.5%とした． 

HeLa 細胞への full-length STAT1-GFP fusion protein を発現する Plasmid の

Transfection は前述の通りに行った．Transfection の 36 時間後に rhIFNγは

1000 U/ml を加え 30 分間 37℃の CO2 培養器で培養し，rhIFNαは 1500 U/ml を加

え 37℃，15 分間 37℃の CO2 培養器で培養しトリプシンを加え回収した．

Staurosporine は IFNγ，IFNα刺激後，メディウムは交換せず 1μMの濃度とな

るように加え，さらに 15 分培養した．それぞれトリプシン処理後の細胞の一部

を Transfection 効率確認のため使用した．回収した細胞は 1回遠心し上清を捨

てた後，再度トリプシンを除くため PBS で 1 回洗浄した後，後述する方法で核

内蛋白を抽出し，STAT1 のリン酸化状態の解析を行った． 

 

核内蛋白の抽出 

核内蛋白を抽出するため，細胞をPBSで洗浄し，4℃，1500g，5分間遠心し上清

を除去しペレットを得た．ペレットの5倍量の低浸透圧のCytoplasmic extract 

buffer; CE buffer（10 mM HEPES [pH 7.9], 10 mM KCl, 0.1 mM EDTA, 0.1 mM 

EGTA, 1 mM DTT, 1 mM Na3VO4, 1 mM NaF [pH 8], 4% Complete [Roche, Mannheim, 

Germany]）でsuspendし，15分間on iceで静置した後に，1/16量の10 % Nonidet 

P-40®（Nacalai Tesque, Kyoto, Japan）を添加した．Vortexした後に4℃，1500 

g，5分間遠心し，上清を吸引した後に100μl CE bufferでsuspendし，4℃, 1500g, 

5分間遠心した．上清を十分に除去した後，ペレットの2倍量の高浸透圧の

Nuclear extract buffer（20 mM HEPES [pH 7.9], 400 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 
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mM EGTA, 1 mM DTT, 1 mM Na3VO4, 1 mM NaF [pH 8]，4% complete）を，泡をた

てないように加え，4℃，60分間培養した．4℃，20000g，5分間遠心し，上清を

核内蛋白のサンプルとして得た．核内蛋白の濃度はProtein assay®

（Bio-RAD,Hercules,CA）を用いて，添付のプロトコールに従ってタンパク濃度

を計測した． 

 

ウェスタンブロット法によるリン酸化STAT1の解析 

核内蛋白のsampleに4xSDS sample buffer（200 mM Tris-HCl, 8% Sodium Dodecyl 

Sulfate, 20% Glycerol）と，最終濃度が5%となるように2-mercaptoethanol

を添加した．4分間boilした後に4℃，20000 g，5分間遠心し，上清をウエスタ

ンブロット解析のサンプルとした．1 wellあたり10μgの蛋白をloadし，10% 

SDS-PAGEで展開したのちに，Immobilon-P Transfer PVDF  Membranes® 

（Millipore,Billerica,MA）に15V, 1時間電気泳動法で転写した． 

リン酸化STAT1を評価するウェスタンブロット解析では吸引式免疫反応システ

ムであるSNAP i.d.®2.0 Protein Detection System(Millipore,Billerica,MA)

を使用した．ブロッキングはTBSTに0.5%スキムミルク

(Yukijirushi,Sapporo,Japan)を溶解したものを使用した． 

一次抗体としてTBSTで2500倍希釈したAnti-lamin A Antibody（BioLegend,San 

Diego,CA）, purified mouse anti-STAT1 Ab，purified mouse anti-STAT1 pY701 

Antibody（いずれもBD,San Diego,CA）を用いた．2次抗体としてはLamin Aに対

してはTBSTで2500倍希釈したHorseradish Peroxidase(HRP) Goat anti-rabbit 

IgG Antibody（GE Healthcare,Buckinghamshire,U.K）を使用し，STAT1, STAT1 

pY701に対してはECLTM Anti-mouse IgG,HRP linked whole antibody from sheep(GE 

health care UK Limited)を使用した．蛍光はLuminataTM Forte Western HRP 

Substrate®(Millipore,Billerica,MA)を用いて，添付されたプロトコールに従っ

て発光したバンドをLAS-1000UV® （Fujifilm,Tokyo,Japan）で検出した． 
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【第一章 結果】 

STAT1 p.K278E, p.G384Dは新奇変異の可能性がある 

3症例の患者のSTAT1ダイレクトシークエンスを行った結果，P1ではSTAT1 exon10

にc.832A>Gの塩基置換によるp.K278Eのヘテロアミノ酸置換を認め，P2,P3では

STAT1 exon14にc.1150G>Aの塩基置換によるp.G384Dのヘテロアミノ酸置換を認

めた（図4A）．P1の両親にSTAT1の変異は認めなかった（図4A）．STAT1 K278,G384

は種間を超えてよく保存されていた（図4B）．またこれらアミノ酸置換はヒト

STAT1異常症の原因遺伝子としてまだ報告されておらず，National Center for 

Biotechnology Information DatabaseやEnsembl database, 1208名の日本人の

SNP情報を掲載したHuman Genetic Variation databaseにもSNPとしての報告は

なかった．また当科で追加で施行した100例の正常対照でも同塩基置換は認めな

かった． 

The Sort Intolerant from Tolerant algorithm (SIFT)は同じタンパクファミ

リーのアミノ酸の配列保存性から，あるアミノ酸置換がタンパク機能に影響を

与えるかどうかを予測するツールであり，The Polymorphism Phenotype-2 

algotithm (PolyPhen-2)は他の生物種との配列保存性や，化学的な特徴，タン

パク質構造やドメイン情報を元に，タンパク機能への影響を予測するツールで

ある．これらはあくまでも予測ツールであり，機能解析にて疾患原因と証明さ

れた変異でも，それぞれtolerated，benignの結果となってしまうものもある．

SIFTではP1のp.K278Eはscore 0.16でtoleratedの結果で，P2,P3のp.G384Dも

score 0.15でtoleratedの結果だった．またPolyPhen-2では，p.K278Eはscore 

0.011 (sensitivity: 0.96; specificity: 0.78)でbenignで，p.G384Dはscore 

1.000(sensitivity: 0.00; specificity: 1.00)でprobably damagingの結果だ

った． 
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図4. STAT1シークエンス解析結果と，種間のアミノ酸保存状況．A)P1のSTAT1 

exon10にc.832A>G, p.K278Eのヘテロアミノ酸置換を認め，P2,P3のSTAT1 exon14

にc.1150G>A, p.G384Dのヘテロアミノ酸置換を認めた．B)これらのアミノ酸は

種間を超えてよく保存されていた. 

 

 

K278E, G384DはSTAT1の機能亢進をきたす 

IP10はIFNγ刺激によって産生されるが，そのシグナルにはSTAT1が関与するた

めSTAT1の機能とIP10産生にはある程度の相関があると考えられる．P1

（K278E/WT）とP3（G384D/WT）のEBV-LCLのIFNγ刺激によるIP10産生量は，健

常者のEB-LCL（WT1, WT2）に比べて有意に増加していた（図5）．この結果はK278E

とG384Dのアミノ酸置換がSTAT1の機能を亢進する事を示唆する． 

 

 

図5. IFNγ刺激によるEBV-LCLのIP10産生量の測定．P1（K278E/WT）とP3（G384D/WT）

のEBV-LCLのIFNγ刺激によるIP10産生量は，WT1, WT2に比べて有意に増加して

いた．エラーバーは独立した3検体の標準偏差を示す． 
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K278E,G384DはSTAT1の強いリン酸化を生じる 

P1（K278E/WT）とP3（G384D/WT）のEBV-LCLをIFNγ, またはIFNαで刺激した際

の核内STAT1は，同様に刺激したWTのEBV-LCLに比べて，強いリン酸化を示した

（図6A,B）．またGFPをSTAT1のC端に結合させた発現ベクターをHeLa細胞に一過

性にTransfectし，IFNγで刺激した場合も同様にK278E, G384Dを有する変異

STAT1の強いリン酸化を認めた（図6C）．Transfection効率は，HeLa細胞のGFP陽

性率で評価し(図7)，ウェスタンブロットのレーン下部に記載した．すでにリン

酸化の亢進が証明されているT385M24は比較のために使用した(図6C)．いずれの

結果においても，DBDの変異であるG384Dは，CCDの変異であるK278Eよりもリン

酸化がやや強い傾向にあった．  

 

 

図6. 核内STAT1のリン酸化状態の解析．A,B)P1（K278E/WT）とP3（G384D/WT）

のEBV-LCLをIFNγ, またはIFNαで刺激して得た核内STAT1は， WTに比べて強い

リン酸化を示した．P5は既にSTAT1のリン酸化増強が示されている患者のEBウイ

ルス不死化細胞株で，コントロールとして用いた．C)GFPをSTAT1のC端に結合さ

せた発現ベクターをHeLa細胞に一過性にTransfectし，IFNγで刺激したところ
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K278E, G384D変異STAT1の強いリン酸化を認めた．またHeLaの内因性

(endogenous) WT STAT1は変異STAT1をtransfectした場合，リン酸化が強くなっ

た． 

 

 

図7. HeLa細胞へのTransfection効率．それぞれのサンプルのTransfection効率

をGFP陽性細胞率(%)で評価した．この結果は図6Cの対応するレーン下部に示し

た． 

 

 

K278E,G384D変異STAT1は脱リン酸化障害をきたす 

CMCの原因となるSTAT1変異のリン酸化の増強は，脱リン酸化障害によるもので

ある事が既に示されている14,24．K278E,G384Dを有するSTAT1の強いリン酸化も，

脱リン酸化障害による可能性が考えられたため，チロシンキナーゼ阻害剤であ

るStaurosporineを用いて，脱リン酸化障害の有無について検討した(図8)．

STAT1のC端にGFPを結合させた発現vectorをHeLa細胞に一過性にTransfectし

IFNγで30分間(A)，IFNαで15分間(B)刺激した細胞と，それぞれを

Staurosporineでさらに15分処理した細胞の，核内リン酸化STAT1は，WTを

transfectした場合と比べてK278E,G384Dのアミノ酸置換を有するSTAT1で

Staurosporine処理15分後の脱リン酸化の遅延を認めた（図8）．ウェスタンブロ

ットのそれぞれのバンドの濃度をimagej (http://imagej.nih.gov/ij/)で測定

し，核内蛋白のローディングコントロールであるLamin Aの濃度で除した値を，

Staurosporine投与前後のバンドで比較し，STAT1脱リン酸化率を算出した．

Transfectした変異STAT1の脱リン酸化率はWTに比べて低下していた（図8C,D）．

IFNγ刺激，IFNα刺激いずれにおいてもG384Dの方がK278Eよりも脱リン酸化率

http://imagej.nih.gov/ij/%29%82%C5%91%AA%92%E8%82%B5
http://imagej.nih.gov/ij/%29%82%C5%91%AA%92%E8%82%B5


25 
 

が低かった．HeLaの内因性STAT1も変異STAT1をtransfectする事で脱リン酸化率

の低下を認めたが，こちらもG384Dの方がK278Eをtransfectした場合よりも脱リ

ン酸化率が低かった． 
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図8. Staurosporine処理による核内STAT1のリン酸化状態の解析．核内における

STAT1のリン酸化は，WTをtransfectした場合と比べて，K278E,G384D変異STAT1

で強く，チロシンキナーゼを加えた15分後の脱リン酸化の遅延も認めた(A,B).A

は3回の独立した実験の代表的データ，Bは2回の独立した実験の代表的データを

示した．C,DはA,Bのバンドの濃度から脱リン酸化率を算出した結果で，

Transfectした変異STAT1の脱リン酸化率はWTに比べて低下していた．IFNγ刺激，

IFNα刺激いずれにおいてもG384Dの方がK278Eよりも脱リン酸化率が低かった．

HeLaの内因性STAT1も変異STAT1をtransfectする事で脱リン酸化率の低下を認

めたが，こちらもG384Dの方がK278Eをtransfectした場合よりも脱リン酸化率が

低かった． 
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図 9. Staurosporine 処理実験における HeLa 細胞への Transfection 効率．それ

ぞれのサンプルの Transfection 効率は GFP 陽性細胞率(%)で評価した．この結

果は図 8の各レーン下部にも示している． 
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変異 STAT1 のみならず，内因性 WT STAT1 も脱リン酸化障害によるリン酸化の増

強をきたす 

変異STAT1をtransfectする事によって，HeLa細胞の内因性 WT STAT1のリン酸化

増強と，脱リン酸化障害を認めた(図8)．我々の検討では変異STAT1がWT STAT1

に具体的にどのような影響を与えたかまでは明らかにはなっていない． 

 

 

【第一章 考察】 

本研究ではSTAT1のGOF変異として未報告の2つのミスセンス変異 

（p.K278E,p.G384D）を同定し，さらにこれらの変異が従来報告されている変異

と同様に，脱リン酸化障害をきたすことを明らかにした．G384はG340, L383, 

T385, H406, L407, Q408とともにポケット構造を作り，2量体形成時にもう一方

のCCDのF172がはまり込むことが示唆されている37．このSTAT1が反対向きに結合

した2量体構造は，anti-parallel型と呼ばれ，リン酸化されたチロシン残基が

露出するため，脱リン酸化を受け易い構造だと考えられている38．2006年，

Mertensらはin vitroでSTAT1をG384A, G384W変異にすることにより，STAT1の脱

リン酸化障害とそれに伴うリン酸化の持続をきたす事を報告している39．この報

告はG384のアミノ酸置換がSTAT1脱リン酸化障害を来す事を示唆し，我々の報告

したG384Dが脱リン酸化障害をきたす変異である可能性をさらに支持する． 

 

我々の報告した新奇変異を有する3症例のうち2例は帯状疱疹を繰り返し，1例は

5歳時と早期に帯状疱疹を発症した．STAT1のGOF変異ではウイルス感染防御に働

くIFNα刺激のシグナルが増強するが，これは帯状疱疹を繰り返す事と一見矛盾

している．この理由は明らかではないが，MitsdoerfferらはTh17細胞がB細胞の

増殖と抗体産生を促進・誘導すること40，またIL-17を阻害すると胚中心の数と

大きさが有意に減少することを報告している．またTh17細胞の減少をきたす

STAT3機能喪失型変異による高IgE症候群患者では，central memory T cellsの

発生障害を来たし，これがヘルペスウイルスの易感染性と関連しているかもし

れないと報告されている41．STAT1 GOF変異CMC患者においてはTh17への分化障害

が指摘されており，同様の機序でウイルス感染への易感染性を来す可能性があ

る． 
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STAT1のリン酸化をウェスタンブロットで検討した実験において，EBV-LCLを用

いた実験（図6A）でも，HeLa細胞にTransfectした実験（図6C,図8）においても，

DBDのG384Dは，CCDのK278Eよりも強いリン酸化を認めた．過去に報告された

STAT1 GOF変異CMC患者の臨床像をまとめたところ13,14,22,24-35,42（表4），DBDのT385M

は，竹崎ら24の報告した1名は反復性の肺炎とDICを繰り返し14歳時に血球貪食症

候群と肺高血圧症で死亡しており，またNigelら42の報告のうち1名が7歳時に重

篤なCMV感染で死亡しており，1名は8歳時に重篤なEBV感染で死亡と，重篤な経

過が目立った．しかし同じ変異でも臨床像に大きな違いがあり，過去の報告の

まとめではDBD変異の方がCCD変異より臨床像が重篤である，または変異により

臨床像に軽重があるとの結論を出す事は出来なかった． 

 

STAT1はIFNγ刺激ではホモダイマーを形成するが，変異STAT1とWT STAT1がヘテ

ロで存在する状態における，WT STAT1のリン酸化状態についての報告はこれま

でのところない．それは過去の報告ではSTAT1を欠損したU3C細胞が用いられ，

WT STAT1の存在しない変異STAT1のみの状況での検討だったからである14,22,31．

我々の実験ではWT STAT1を有するHeLa細胞を用い，その内因性 WT STAT1と

transfectしたSTAT1を分けて評価するためにGFPを結合したSTAT1を用いた．図

6CではHeLa細胞に変異STAT1をTransfectすると内因性 WT STAT1のリン酸化も強

くなった．また図8では変異STAT1をTransfectすると内因性 WT STAT1も脱リン

酸化障害をきたした．我々の実験では詳細なメカニズムについては明らかにな

らないが，WTと変異STAT1がヘテロで存在する状況で，変異STAT1のホモダイマ

ーのみならず，WTと変異STAT1のヘテロダイマーが形成され，そのヘテロダイマ

ーが脱リン酸化障害をきたしている可能性が推測される． 
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表4. STAT1 GOF変異CMC患者の変異部位とCMC以外の臨床症状のまとめ 
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第二章 

STAT1 GOF 変異 CMC 患者における Th17 関連サイトカイン産生能 

 

【第二章 緒言】 

STAT1 GOF 変異 CMC 患者における Th17 への分化障害は過去に示されているが

14,24,28,30,33,35，末梢血 Th17 細胞率(CD4 陽性 IL-17A 陽性細胞)が健常者と変わらな

い症例も報告されている 29．第一章に示した新奇変異を有する 3例の STAT1 GOF

変異 CMC 患者の末梢血 Th17 細胞の割合を調べたところ，2例は健常者より Th17

細胞率が低かったが，1例で Th17 細胞が健常者と変わらない事を見いだした（後

掲図 10）．Th17 細胞は IL-17A，IL-17F，IL-22 を産生するが，CMC を伴う APECED

患者においては PBMC の刺激結果から IL-17F と IL-22 の低下が CMC 発症に重要

な役割を果たしているのではないかと報告されている 43．STAT1 GOF 変異 CMC 患

者において同じ条件でこの３つのサイトカイン産生を評価した報告がなく，ど

のサイトカインがCMCの病態に重要な役割を果たしているかについて検討した．

また代表的な Th1 サイトカインである IFNγ，Th2 サイトカインである IL-4 に

ついても検討を行った． 

 

 

【第二章 実験方法】 

PBMCとCD4陽性細胞の分離 

患者と健常者のヘパリン血を生理食塩水で 2倍に希釈し，Histopaque®- 1077 

(SIGMA,St.Louis,MO)に重層し，20℃，1500 g，30 分間遠心し比重遠心法で分離

した．CD4 陽性細胞は CD4 MicroBeads, human® (Miltenyi Biotec,Auburn,CA)

を用い添付のプロトコールに従い分離した．具体的には PBMC の一部に 20μl の

上記ビーズと MACS buffer(PBS, pH 7.2, 0.5% BSA, 2 mM EDTA) 80μl を加え，

暗所で 4℃，15 分反応させた．MACS MS column® (Miltenyi Biotec,Auburn,CA)

に 500μl の MACS buffer を 3 回加え下準備し，ビーズを反応させた細胞に 2 ml

の MACS buffer を加え 4℃, 2000 rpm, 5 分間遠心し上清を捨て，1 ml の MACS 

buffer を加えて，メッシュを 2回通した. それをマグネットにセットした下準

備後の MACS MS column®にアプライし磁力でカラムに吸着させた．3回 500μl

の MACS buffer で洗い，マグネットから外して MACS buffer で勢い良く押し流
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し CD4 陽性細胞を得た．CD4 陽性細胞の purity は CD4 PECy5 抗体(BioLegend,San 

Diego,CA)を用いて FACSCaliburTMで確認した． 

 

CD4陽性IL-17A産生細胞のFlow cytometryを用いた解析 

PBMCをRPMI 10%FBS+p/sで1x106 cells/ml にsuspendし96 well plateに200μl

ずつ分注した．そこにPhorbol myristate acetate(PMA) 500 ng/ml, 

Ionomycin(IOM) 5μg/mlとなるように加え，37℃で4時間培養した．その後2時

間，IL-17Aが細胞外に放出されるのを抑制するため細胞内輸送タンパク阻害剤

のBrefeldin Aを10μg/mlとなるように加え培養しPBSで洗浄した．APC 

anti-human CD4抗体 (BioLegend)を加え，4℃の暗所で25分反応させ，2回PBSで

洗浄した．Foxp3 Staining Buffer Set®(eBioscience,Inc.San Diego,CA)に含ま

れているFixation/Permeabilization Concentrate®を同梱の

Fixation/Permeabilization Diluent®で希釈し，100μlずつ加えて20分，4℃の

暗所で反応させた．PBSで洗浄後，DDWで10倍に希釈した10x Permeabilization 

Buffer®を100μl加え，冷暗所で15分洗浄した．PBSで洗浄し，PE anti-human 

IL-17A抗体(Biolegend,San Diego,CA)を加え，4℃の暗所で20分反応させ，2回

PBSで洗い，BD LSRFortessaTMにて解析した． 

 

CD3/28, Candida, PMA+IOM刺激 

CD3/28刺激は，Dynabeads Human T-Activator CD3/28® (Life 

Technologies,AS,Norway)を用いて，PBMC, CD4陽性細胞それぞれ1x106 cells/ml

に対して，同ビーズ25μlを使用した．PBMCは48 well plateに300μlずつ，CD4

は96 well plateに100μlずつtriplicateで分注し，37℃のCO2 培養器で72時間

培養した後-80℃に一旦保存した．カンジダは1x106 cells/mlのPBMCに，PBSで溶

解したカンジダ粉末（Torii Pharmaceutical co.,limited,Tokyo,Japan）を100

μg/mlとなるように加え，48 well plateに300μlずつtriplicateで分注し，37℃

のCO2 培養器で72時間培養した後，-80℃に一旦保存した．PMA+IOM刺激は，最終

濃度がPMA 400 ng/ml, IOM 10 μg/mlとなるように1x106 cells/mlのCD4陽性細

胞に加え，96 well plateに100μlずつtriplicateで分注し，37℃のCO2 培養器

で6時間培養した後，-80℃に一旦保存した．それぞれ無刺激も同様にtriplicate

で用意した．サンプルは後日，IL-17A, IL-17F, IFNγ, IL-4はCytometric Bead 

Array® （CBA）を用いて，IL-22はELISAにて後述の方法で測定した． 
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Cytometric Bead Array®を用いた培養上清中のサイトカインの測定 

培養上清中のIL-17A, IL-17F, IFNγ, IL-4の測定は，前述のIP10と 

同様にCBAを用いて行った．BD CBA Human Soluble Protein Master Buffer Kit®

（BD,San Diego,CA）に含まれる試薬を用いた．それぞれ培養上清50μlをサン

プルとし，kitに含まれるstandardサイトカインをAssay diluent 200μlで希釈

し，2500 pg/mlのstandardを得た．Assay diluent®で希釈列（2500, 1250, 625, 

312.5, 156, 80, 40, 20, 10 pg/ml）を作り，BlankはAssay Diluent®そのもの

とした．それぞれのサイトカインCapture Beads®をCapture Beads Diluent®で50

倍希釈したもののうち50μlをサンプルもしくはstandard 50μlと混合し，室温

遮光下で1時間反応させた．さらにそれぞれのサイトカインのPE Detection 

Reagent®をDetection Reagent Diluent®で50倍希釈し，それを50μl添加し室温

遮光下で2時間反応させた．Assay Diluent®で洗浄の後にFACSCaliburTMとFCAP 

Array Software®を用いて解析を行った． 

 

ELISA法を用いた培養上清中のサイトカイン測定 

培養上清中のIL-22の測定はHuman IL-22 Quantikine® ELISA kit（R&D 

systems,Minneapolis,MN）を使用し添付のプロトコールに従って行った．以下

の試薬類は，すべてHuman IL-22 Quantikine® ELISA kitに含まれている．培養

上清50μlをAssay Diluent 50μlで2倍希釈しサンプルとした．standardは

Calibrator Diluent RD6-10®で希釈列（2500, 1250, 625, 312.5, 156, 80, 40, 

20, 10 pg/ml）を作り，BlankはCalibrator Diluent RD6-10®そのものとした．

サンプルとstandardそれぞれ100μlをIL-22抗体でコートされた96 well plate

に入れ，室温で2時間反応させた．4回洗浄した後に，200μlのIL-22 Conjugate

を添加し，室温で2時間反応させた．4回洗浄した後に200μlのSubstration 

Solution®を添加し，室温・遮光下で30分反応させた．その後50μlのStop 

Solution®を添加し速やかに解析を行った．解析はMULTISKAN JX®

（Thermo,Rockford,IL）を用いた． 
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【第二章 結果】 

新奇変異患者3名のIL-17A陽性細胞率 

STAT1 GOF変異CMC患者ではTh17細胞が減少し疾患発症に関連していると指摘さ

れている14,24,28,30,33,35．そこで患者，コントロールのPBMCをPMA+IOMで刺激し，CD4

陽性IL-17A陽性細胞をFlow cytometryを用いて測定した．CD4陽性細胞における

IL-17A陽性細胞の割合はP1:0.28%, P2:0.58%, P3:0.25%で，正常コントロール

では0.49%,0.93%,1.16%であり(図10)，P2では健常者と変わらない程度の割合だ

った． 

 

 

図10. CD4陽性細胞における，IL-17A陽性細胞の割合． 

 

STAT1 GOF変異CMC患者のサイトカイン産生能の解析 

STAT1 GOF変異CMC患者におけるTh17関連サイトカイン産生能について，PBMC，

CD4陽性細胞に分けてIL-17A,IL-17F,IL-22,IFNγ,IL-4産生能を検討した

(図11)．いずれの条件においても，無刺激のサンプルはほとんどサイトカイ

ンを産生しなかったため示さなかった．IL-17A，IL-22はPBMCのCD3/28刺激，

カンジダ刺激，CD4陽性細胞のCD3/28刺激で有意にSTAT1変異患者で低下して
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いた．IL-17FはPBMCのカンジダ刺激でSTAT1変異患者において有意な低下を

認めたが，PBMC，CD4陽性細胞のCD3/28刺激では有意差を認めなかった．こ

れらの結果はSTAT1 GOF変異CMC患者の病態において，IL-17Fよりも，IL-17A，

IL-22の方がより重要な役割を果たしている可能性を示す．CD4陽性細胞の

PMA+IOM刺激は全てのサイトカイン産生に関して有意差を認めなかった．IFN

γ，IL-4に関しては，いずれの刺激においても有意差は認めなかったが，IFN

γはカンジダ刺激とCD4陽性細胞のPMA+IOM刺激で，STAT1 GOF変異CMC患者で

産生が低い傾向があり，IL-4はCD4陽性細胞のCD3/28刺激，PMA+IOM刺激にお

いてSTAT1 GOF変異CMC患者で高い傾向があった．IFNγとIL-4はTh17に抑制

的に働くと言われているが44，IFNγ産生の多い患者でのIL-17A，

IL-17F,IL-22の産生量，IL-4産生の多い患者でのIL-17A，IL-17F,IL-22の産

生量に明らかな負の関連は認めなかった． 
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図11. STAT1 GOF変異CMC患者のサイトカイン産生能の解析．PBMCのCD3/28刺激

とカンジダ刺激，CD4陽性細胞のCD3/28刺激は72時間行い，CD4陽性細胞の
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PMA+IOM刺激は6時間行った．有意差検定はMann-WhitneyのU testを用いた．エ

ラーバーは独立した3検体の標準偏差を示す．0.05未満のp値は赤字で示した． 

 

 

表5. CD4陽性細胞のリンパ球またはソーティング後全血球における純度(%) 

 C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 P1 P2 P3 P4 

/lymph 99.4 99.4 99.6 99.0 99.7 99.5 99.3 99.4 99.6 99.7 97.5 99.4 

/total 98.9 99.2 98.0 98.5 99.5 99.3 99.0 96.2 95.2 92.0 93.8 99.2 

 

 

 

 

【第二章 考察】 

我々はSTAT1 GOF変異CMC患者のPBMC，CD4陽性細胞のCD3/28刺激によるサイトカ

イン産生量から，IL-17AのほうがIL-17FよりCMC発症に重要な役割を果たしてい

ると考えた．しかしIL-17AとIL-17F産生の偏りについては以下のような報告も

ある．2013年Meltonら45は，T細胞-B細胞共培養系において，144の薬理学的修飾

物質で刺激した場合の，CD4陽性細胞のIL-17AとIL-17Fの産生の偏りについて調

べ，TLR2 ligandであるHKLM (heat-killed Listeria monocytogenes)がIL-17A

よりもIL-17Fの産生を強く誘導する事を示した．TLR2は細菌のペプチドグリカ

ンだけでなくCandidaの細胞壁に存在するザイモザンによっても刺激を受ける．

これらの事から慢性的なカンジダ感染は持続的なTLR2刺激のため，CD4陽性細胞

がIL-17F産生に傾いた状態にあると推測される．そのためSTAT1 GOF変異CMC患

者ではTh17細胞は減少しているが，健常者に近い量のIL-17Fを産生した可能性

もある． 

 

我々の実験ではIFNγの産生量はSTAT1 GOF変異CMC患者と健常者の間に有意差は

なかった．過去の報告ではIFNγ産生量に関しては，健常者よりも有意に低下し

ているとする報告，または健常者と有意差はないとする報告の２つに分かれる．

有意に低下するとしている報告は，Van de Veerdonkら13のPBMCのカンジダ48時

間刺激，Horiら27のPBMCのβ-glucan 72時間刺激，Leeら28のPBMCのCandida 

albicansまたはPenicillium marneffei conidia 48時間刺激の報告である．一
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方IFNγ産生が健常者と変わらないとするものは前述のHoriらのPBMCのPHA 72時

間刺激，Soltezら33のPBMCのカンジダ48時間刺激，Sampaioら31のPBMCのPMA+IOM 6

時間刺激である．IFNγ受容体欠損症などIFNγシグナルの低下を伴う原発性免

疫不全症がCMCを発症しない事から，IFNγ産生量の多寡はCMC発症に直接的な影

響はないと考えられる．しかし一方IFNγはウイルス感染や抗酸菌感染防御には

重要な役割を果たしている事が知られており，STAT1 GOF変異CMC患者における

肺結核(当科 P4の父)やMycobacterium avium 気管支炎35，Mycobacterium 

fortuitum 頸部膿瘍31を来した報告は，IFNγシグナルの低下を示唆するもので

ある．我々の実験においてもPBMCのカンジダ刺激とCD4陽性細胞のPMA+IOM刺

激でSTAT1 GOF変異CMC患者でIFNγ産生が低い傾向があり更なる症例の蓄積と

検討が必要である． 
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第三章 

STAT1 GOF変異CMC患者血清における抗IL-17F抗体 

 

【第三章 緒言】 

CMCを主徴とする原発性免疫不全症の原因遺伝子(表1)の中で，最初に同定され

たのはAutoimmune polyendocrinopathy candidiasis ectodermal dystrophy

（APECED）またはAutoimmune polyendocrine syndrome type 1 (APS-1)と呼

ばれる疾患の責任遺伝子AIREである．AIREは，胸腺髄質上皮細胞において，

末梢組織特異的抗原の発現を制御することで，自己反応性T細胞の選択除去

に関与している46 47 48. また樹状細胞，二次リンパ器官にも発現し末梢性免

疫寛容にも関与していることが示唆されている49-51．この疾患では，胸腺で

のNegative selectionに異常が生じ，さまざまな自己免疫疾患を発症する．

頻度の高いものから，副甲状腺機能低下症(80%), アジソン病(80%), 性腺機

能低下症（50%），禿瘡（46%），甲状腺機能低下症（40%）などがある52．また

同疾患はCMCを93%もの高頻度に認める．しかし他の病原体には易感染性を示

さず，CMCのみ高頻度に伴う原因は長らく不明であった． Meagerらにより

APECED患者の多くは抗IFNα自己抗体を有する事は知られていたが53，2010年

にKisandら, Puelらにより，IL-17A, IL-17F, IL-22に対する中和活性をも

つ自己抗体がAPECED患者におけるCMC発症の原因であると示された43,54． 

Kisandらの報告では，APECED患者162名の血清におけるこれらのIgG型自己抗

体の陽性率は，IL-17A:41%，IL-17F:75%, IL-22:87%であった．一方51名の

健常者でははっきりと低い，もしくは検出不能であった．Puelらの報告では，

33名のAPECED患者の血漿におけるこれら自己抗体の陽性率は，IL-17A:67%, 

IL-17F:94%, IL-22:91%であった．37名の健常者にはこれらの自己抗体を認

めなかった．さらにKisandらはIL-17F，IL-22自己抗体のそれぞれの中和活

性力価と，末梢血単核球(PBMC)をStaphylococcus enterotoxin Bで刺激した

時のそれぞれのサイトカイン産生との間に負の相関がある事を示した（図

12）．活性化したTh17細胞の表面にIL-17A，IL-17Fが存在する事が知られて

おり55，自己抗体を介した細胞障害活性が影響しているのではないかと推測

されているが，まだ不明な点は多い． 
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STAT1 GOF変異CMC患者については，2012年，Horiら27が1名の慢性活動性肝炎を

伴う患者血清に抗IL-17F抗体が検出されたと報告した．これまでこの1例の報告

しかなく，また中和活性についての検討もされていなかったため，我々は計17

例のSTAT1 GOF変異CMC患者の血清において，APECEDで見られたTh17関連サイト

カイン抗体とAPECED患者に高率にみられる抗IFNα抗体の有無を調べた． 

 

 

図12. 抗IL-17F，IL-22抗体の中和活性力価と，それぞれのサイトカイン産

生量．Kisandらは抗IL-17F，IL-22抗体の中和活性力価と，末梢血単核球

(PBMC)をStaphylococcus enterotoxin Bで刺激した時の各サイトカイン産生

との間に負の相関があることを示した43． 

 

 

 

【第三章 実験方法】 

抗サイトカイン抗体の検出には，第一章の4名の患者に加え，13名のSTAT1 GOF

変異CMC患者にご協力いただいた．最終的に患者血清は17検体，男性9名，女性8

名だった．2名のAPECED患者と，2名のCMCを伴うSTAT3異常による高IgE症候群

(HIES)患者，CMCを伴わない健常者として計22名(男性14名，女性8名)にご協力

いただいた．本研究は北海道大学医学部研究倫理審査委員会の承認を得て行っ

た． 

 

ウエスタンブロット法による抗サイトカイン抗体の検出 

rhIL-17A, rhIL-17F, rhIL-22, rhIL-23（R&D systems, Minneapolis, MN），

rhIFNα（Biosource International,Camarillo,CA）を 2x SDS sample buffer
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（100 mM Tris-HCl, 4% Sodium Dodecyl Sulfate, 1.8M 2-mercaptoethanol, 

10% Glycerol）と等量で混和し，4 分間 boil した．20000g，5 分間遠心し上

清をとり，1 well あたりの蛋白量を 500 ng としてウエスタンブロット解析

を行った．15% SDS-PAGE で展開したのちに，Immobilon-P Transfer PVDF 

Membranes®（Millipore, Billerica, MA）に 15V, 1 時間で電気泳動法で転写し，

5%スキムミルクを含む TBST で 1 時間ブロッキングを行った．1次抗体として患

者もしくは健常者の血清を5% スキムミルクを含むTBSTで1500倍希釈し，4℃，

overnight で反応させた．TBST で 3 回洗浄の後に HRP-Goat Anti-Human IgG®

（Invitrogen,Frederick,MD）を TBST で 150000 倍希釈し，4℃，1時間反応させ

た．TBST で４回洗浄後に，AmershamTM ECL SelectTM Western Blotting Detection 

Reagent®（GE Healthcare UK Limited）を用いて，添付されたプロトコールに従

って発光したバンドを LAS-1000 UV mini®（Fujifilm,Tokyo,Japan）で検出した．

検出後，メンブレンは再利用するために Stripping buffer(2-ME 0.7 ml, SDS 2g, 

1M Tris (pH 6.8) 6.25 ml, DDW 93ml)を加えてラッピングし，65℃，30 分湯煎

し，TBST で 3 回洗った後，再度 5% スキムミルクを含む TBST で 1 時間ブロッキ

ングした．1メンブレンあたり 4回程度使用した． 

 

中和活性を評価するrhIL-17F至適濃度の決定  

まず Primary fibroblast を刺激する rhIL-17F（R&D systems, Minneapolis, MN）

の適正濃度を調べた．Primary fibroblast を 2.5x104 cells/ml の濃度で 96 well 

plate に 200μl ずつ分注し 37℃の CO2培養器にて 24 時間培養した．上清をサク

ションし rhIL-17F を DMEM 10%FBS で 400, 200, 100, 50, 25, 12.5, 6.25 ng/ml

の濃度として加え 37℃の CO2培養器にて 24 時間刺激した．上清の IL-6 濃度は

後述する CBA で測定した．その上清の IL-6 濃度を表したものが図 13 である．

図13の結果を元に中和活性を評価するrhIL-17Fの濃度を50 ng/mlと設定した． 
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図13. IL-17F至適濃度決定のための準備実験．Primary fiboblastからのIL-6産

生量．中和活性に使用するIL-17Fの濃度を50 ng/mlとした． 

 

Cytometric Bead Array®を用いたIL-6の測定 

培養上清中のIL-6の測定は，前述のIP10やTh17関連サイトカインなどと同様に

CBAを用いて行った．BD CBA Human Soluble Protein Master Buffer Kit®（BD,San 

Diego,CA）に含まれる試薬を用い，それぞれ培養上清50μlをサンプルとした．  

 

抗IL-17F抗体の中和活性 

Primary fibroblast を DMEM 10%FBS で 2.5x104 cells/ml の濃度とし，96 well 

plate に 200μl ずつ分注して 24 時間 37℃の CO2培養器で培養した． 10% v/v

の健常者，患者の血清と,無刺激としてメディウムを，rhIL-17F の DMEM 10%FBS

溶液に rhIL-17F 最終濃度が 50 ng/ml となるように加え，37℃，CO2培養器にて

2時間反応させた．Primary fibroblast のメディウムを一旦除去し，2時間反応

させたものを 200μl ずつ，それぞれ duplicate とし分注した．24 時間後に上清

の IL-6 濃度を Cytometric Bead Array®にて測定した． 
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【第三章 実験結果】 

STAT1 GOF変異CMC患者ではIL-17Fに対する自己抗体を認める 

第一章で示した3名の新奇STAT1ミスセンス変異患者を含む，計17名のSTAT1 GOF

変異CMC患者の血清を調べたところ，17名中11名（64.7%）にIL-17Fに対するIgG

自己抗体を検出した(図14)．一方IL-17A，IL-22，IL-23，IFNαに対する抗体は

認めなかった．2名のAPECED患者のうち1名はIL-22と抗IFNα抗体を認め，もう1

名は抗IL-17F抗体と抗IL-17A，IL-22，IFNα抗体を認めた．HIES患者は2名とも

抗IL-17F抗体のみ検出した．血清を反応させず2次抗体のみ反応させた場合には

バンドは出現せず，2次抗体によるアーチファクトは否定的だった．22名のCMC

を伴わない健常者では，1名にIFNαに対する自己抗体を認め，1名に抗IL-17F抗

体を認めた．健常者では抗IL-17F抗体を22名中1名(4.5%)に認めたのみであるの

に対し，STAT1 GOF変異CMC患者では64.7%，HIES患者は2名のみだが両者に抗

IL-17F抗体を検出した事から，ウェスタンブロットによる抗IL-17F抗体の検出

はCMCの疾患マーカー(感度：64.7%，特異度：95.5%)として有用な可能性がある．

それぞれのバンドは2枚以上の別のメンブレンで確認した． 
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図14. 血清中のIL-17A, IL-17F, IL-22, IL-23, IFNαに対する自己抗体の検出．  

 

 

抗IL-17F抗体の中和活性は認めなかった 

APECED患者において抗IL-17F抗体が検出されたとの報告は，Kisandら43, Puelら

54，Wolffら56の3編があるが，抗IL-17F抗体の中和活性を実際に示したのはKisand

らの報告のみである43．我々はSTAT1 GOF変異CMC患者に検出された抗IL-17F抗体

の中和活性について検討した．あらかじめ抗IL-17F抗体を有するCMC患者血清，

または抗IL-17F抗体を持たない健常者の血清と，rhIL-17Fを2時間反応させ，そ
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れぞれを健常者のfibroblastに24時間反応させ上清のIL-6を測定した（図15）．

fibroblastはrhIL-17F刺激にてIL-6を産生するため，抗IL-17F抗体に中和活性

があれば，IL-6の産生量が低下すると予想されるが，抗IL-17F抗体を有するCMC

患者の血清を加えた場合，健常者よりもIL-6の産生がむしろ高い結果となり中

和活性は認めなかった． 

 

 

図15. IL-6産生量の測定による抗IL-17F抗体の中和活性解析．エラーバーは独

立した2検体の標準偏差を示す． 

 

 

【第三章 考察】 

2011年のLiuらの報告には，未発表データとしてSTAT1 GOF変異CMC患者47名にお

いてIL-17A, IL-17F, IL-22に対する自己抗体は認めなかったとしているが14実

験方法の記載がなかった．一方2012年HoriらはSTAT1 GOF変異CMC患者1名に抗

IL-17F抗体が存在する事を報告している27．STAT1 GOF変異CMC患者の抗IL-17F抗

体の存在に関しては，これまでのところHoriらの1例の報告27のみである．我々
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の実験もHoriらの実験も，ウェスタンブロットで抗IL-17F抗体を検出しており，

Liuらの報告との違いは実験系の違いによるものかもしれない． 

 

我々の実験では抗IL-17F抗体の中和活性を認めなかったが，中和活性がないと

いう事の証明は非常に困難である．まず血清を用いた実験であるため，血清中

のIL-6産生に影響を与えうる分子の影響は否定できない．また例えば補体や，

好中球などIgGのFc部分により活性化される因子，つまり直接的なTh17細胞障害

活性等の影響は十分反映されておらず，生体内での環境を反映しているとは言

えないからである．APECED患者ではTh17関連サイトカインに対する中和活性を

有する自己抗体がCMC発症に関わっていると考えられているが，APECED患者と今

回解析したSTAT1 GOF変異CMC患者には以下の相違点がみられる．  

 

1．APECED患者ではIL-17A, IL-17F, IL-22に対する高い自己抗体保有率を認め

たが，STAT1 GOF変異CMC患者ではIL-17Fに対する抗体のみで，また約65%のみに

しか検出しなかった． 

2．図12に示したようにAPECED患者では自己抗体の中和活性力価とそのサイトカ

イン産生に負の相関がみられたが，STAT1 GOF変異CMC患者では自己抗体を持た

ないIL-17AやIL-22の産生が低下している一方，自己抗体のあるIL-17Fの産生は

CD3/28刺激において健常者と有意差のない産生を認め負の相関はみられなかっ

た． 

3．APECED患者のCMC発症年齢の平均は3.7歳54，中央値は3歳57から4.3歳58で， 

STAT1 GOF変異CMC患者のCMC発症中央値はおよそ1歳と早かった． 

 

以上からSTAT1 GOF変異CMC患者におけるCMC発症は，APECED患者で報告されてい

る自己免疫を介したものとは別のメカニズムによると考えた． 

 

 

STAT1 GOF変異CMC患者が自己免疫疾患を併発する事は稀ではない．実際にSTAT1 

GOF変異CMC患者で抗甲状腺抗体陽性の甲状腺炎は約6%13,14,22,24-35,42に認め，また

抗LKM1抗体陽性，抗平滑筋抗体陽性自己免疫性肝炎27や抗GAD抗体陽性インスリ

ン依存性糖尿病35，自己免疫性溶血性貧血24,35などの自己免疫疾患を併発した患

者の報告がある．STAT1 GOF変異CMC患者では，図6Bに示すようにIFNα刺激によ
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るシグナル伝達が増強する．IFNαは治療薬としてC型慢性肝炎，B型慢性活動性

肝炎，慢性骨髄性白血病，腎癌，多発性骨髄腫などの患者に用いられる事があ

るが，その重大な副作用として自己免疫肝炎，溶血性貧血，インスリン依存性

糖尿病，SLE，関節リウマチ，重症筋無力症などの自己免疫現象を来す事が知ら

れている．そのためIFNα刺激シグナルが増強するSTAT1 GOF変異CMC患者は自己

免疫を発症し易い素因を有すると推測される．ではなぜ抗IL-17F抗体のみ出現

するのか．APECED患者での自己抗体保有率では，Kisandらの報告43ではIL-22が

最も高く87%で，次いでIL-17Fが75%であったが，Puelらの報告54ではIL-17Fが94%

と最も高い保有率であった．これはIL-17Fの抗原性の高さを示唆する．また我々

の実験では，IL-17Fの絶対的な産生量はIL-17A，IL-22よりも非常に多かった．

図14で示す様に健常者1名にIFNαに対する自己抗体を認めたが，抗IFNα抗体は

健常者でも認めることがあることが報告されている59,60．またIFNαは抗ウイル

ス作用を持つサイトカインでありウイルス感染によって誘導され，ウイルス感

染後に健常者で抗IFNα抗体が産生される事も報告されている61．これは抗原性

を有するサイトカインが感染などにより多量に産生されると，そのサイトカイ

ンに対する自己抗体が誘導されうる事を示唆する．前述したSTAT1 GOF変異CMC

患者の自己免疫を発症し易い素因と，IL-17Fの抗原性の高さ，産生量の多さが

抗IL-17F抗体出現につながったのではないかと推測した． 
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【総括及び結論】 

○CMCの原因となる新奇STAT1変異2例(K278E，G384D)を報告し，機能解析により

過去の報告と同様に脱リン酸化障害によるGOF変異であることを証明した． 

 

○変異STAT1がWT STAT1にも影響を与え，WT STAT1も脱リン酸化障害をきたすこ

とを初めて示した． 

 

○ STAT1 GOF変異CMC患者ではIL-17Fよりも，IL-17A,IL-22の産生が特に低下し

ており，2つのサイトカインの病態へのより強い関与が示唆された． 

 

○STAT1 GOF変異CMC患者血清の約65%に抗IL-17F抗体を認めた．中和活性は認め

なかったがCMCの疾患マーカーとして有用かもしれない． 
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