
    博士（医学）  竹崎俊一郎

学位論文題名

機能獲得型のde novo新奇変異をSTA T1のDNA-binding

  domainに認めた慢性皮膚粘膜カンジダ症の病態解析

学位論文内容の要旨

【背景と目的】慢性皮膚粘膜カンジダ症(Chronic mucocutaneous candidiasis; CMC)は皮膚・

粘膜に反復性のカンジダ感染 症を呈する一群の原発性免疫不全症である。CMCは遺伝形式

が単ーでなぃことから複数の 原因によって構成されている疾患と考えられてきたが、CMC

の原因と病態についてはほと んど解明されていなかった。最近Th17細胞や自然免疫系のパ

ターン認識レセプターの発見 を契機に、皮膚粘膜の真菌感染防御機構が飛躍的に解明され

てきた。さらに網羅的な遺伝 子解析方法の開発も加わり、CMCの原因と病態が徐々に明ら

かになってきた。2011年、常 染色体優性遺伝形式をとるCMCや孤発例のCMCがCoiled-coil

domain (CCD)に 限局 した 機能 獲得 型STAT1変異に よることが報告され、現在ではこれが

CMC全 体の 70-80％程 度を 占め ると 考え られている。今回我々はCMCの責任遺伝子が特定

されていなぃ3患者の解析を行い、責任遺伝子の特定とそ の発症メカニズムを解明するこ

とを目的とした。【対象】そ れぞれ血縁のなぃ別家系の3患者を対象とした。（患者1）12

歳 男性 。2歳時 にCMCと診 断さ れた 。3歳時より肺 炎球菌による反復性の肺炎・中耳炎を

発症し、5歳時に気管支拡張症を認めた。（患者2） 14歳男性。6歳時にCMCと診断された。

7歳時に気管支拡張症、肺炎球菌による反復性の肺炎を認 めた。13歳時血球貪食症候群を

発症し、14歳原因不明の肺高 血圧症で死亡した。（患者3） 15歳女性。出生1か月時にCMC

と診断された。反復性の細菌感染症や気管支拡張症は発症していない。父も出生後よりCMC

を 発症 し、 20歳過ぎよりIDDM． CVID． MRSA膿胸 を発症した。31歳時に脳血管炎による

脳梗塞で死亡した。患者2は解析を始めて間もなく死亡したため遺伝子解析のみ施行した。

【 方法 】CMCの 既知 の責 任遺 伝 子の ダイレクトシ ークエンス解析を行った。CARD9に1塩

基 置換 を認 めた患者1については、家族のシークエンス解析とDectinl-CARD9シグナル系

を 介し たIL6産生をELISAで確認した。．STAT1に未報告のへテロの1塩基置換を認めた患

者1、2については、同部位の クローニングによる確認、患者家族と健常者108名の解析を

行 った 。STAT1の機能 をみるために、IFNy刺激による単球由来マクロファージ 、不死化B

細 胞株 (EBV-LCL)のIP10産生をCytometric Bead Array~で測定した。STAT1のりン酸化状
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態 の 解析 はEBV-LCLを IFNy、IFNa、IL27のいずれかで刺激した後に、核内蛋 白を抽出し

SDSーPAGEで展開し、リン酸化 STAT1特異抗体でウエスタン ブロット解析を行った。STATl

の 過剰リン酸化のメカニズムを特定するために、リン酸化を阻害するプロテインキナーゼ

阻害剤（staurosponne）と脱リン酸化を阻害するフオスファターゼ阻害剤（pervanadate）を

用いてウエスタンブロット解析を行った。Th17、Thl分画については、末梢血単核球をPMA、

ionomycinで刺激した後に、CD4十IL17A゙ 細胞、CD4゙ IFNr細胞で評価した。【結果】ダイレ

ク ト シークエンス解 析では患者1のの虹え卩りに 未報告のヘテロの1塩基置換 を認めた。

（ 〕ARD9欠損症は常染色体劣性遺伝であること、健常である患者1の父に同一の塩基置換を

認 め るこ と、 また 患者 1の Dectin1． CARD9シグ ナル 系を 介し たIL6産生は正 常であるこ

と か ら 疾患 関連 性は 否定 され た。 次に 患者 1、2のS烈 nの DNA‐ Bindingdomain（DBD）

にへテロの1塩基置換を認めた（c．l153C冫T，p．T385M）。患者1の家族や健常者l08人には

同 一の塩基置換は確認されず、さらにT385は種を超えて保 存されていた。以上よりT385M

が 出 門DvDの新奇ミスセンス変異であることが強 く示唆された。一方患者3で はS挧nに既

報 の機能獲得型ミスセンス変異（c．821G冫A，p．R274Q）をCCDに認めた。IFNy刺激による

患 者 ・健常者由来の 単球由来マクロファージ、EBV‐LCLのIP10産生は、患者 1と患者3で

は 健常者に比べてともに亢進しており、SW汀1の機能が亢進していることが示唆された。

ま たST́ 汀1のりン酸化は、IFNy、IFNa、lL27いずれの刺激でも患者1、3ともに亢進して

いることが確認された。staum．sporine，perVanadate処理した検体を用いたウエスタンブロット

解 析によって、その原因が脱リン酸化障害であることが明らかになった。また患者1、3の

Thl細胞は健常者と有意差が認められなかった（p‘0．76）のに対し、Th17細胞は健常者に

比べ有意に減少していた（p印．039）。患者3（0．7％）に比べ患者1（0．2％）の方がよりTh17

細 胞 が減 少し てい た。 【考 察】 S励門 T385M変 異は 、R274Q変 異と同様にSTAT1の脱リン

酸 化 障害 によ って 機能 獲得 をき たす こと が示 され た。 立体 構造解析から、 CCDとDBDの

T385を含む特定のアミノ酸が結合することによってparallelからantiparanel構造へ変化し、

こ れ によ って 脱リ ン酸 化が おき やすくなること が示唆されている。実際DBDのG384に変

異 を作成した解析では、STATlの脱リン酸化障害を生じることが示されている。新奇変異

T385Mを 有す るSTAT1は 、G384の 場合 と同 様に この 構造 変化 がとれないため に脱リン酸

化 障 害を生じる可能 性がある。IFNY、IFNa、IL27はSTAT1を介して11117分化 を抑制する

こ とが報告されており、STAT1の機能獲得によって、Th17分化が障害される可能性が考え

ら れる。しかし、Th17分化障害を来す詳細なメカニズムは 不明である。T385M変異患者は

CCD変異患者には報告のない反 復性の細菌感染症、気管支拡張症、血球貪食症候群を発症

し 、臨床像がより重症な印象を受けた。リン酸化状態やTh17分化障害の程度と臨床像が相

関 している可能性がある。しかし患者数が少なく、変異例が増えれぱ今後明らかにできる

可 能 性が ある 。【 結論 】今 まで 機能 獲得 型変 異と して 未報 告であった跚nのDBDに世界

で 初めて新奇のミスセンス変異を特定し、CCDの変異と同様にSロ汀1の脱リン酸化障害に

よる機能獲得をきたすことを明らかにした。
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学位論文審査の要旨

学 位 論 文 題 名

機能獲得型のde novo新奇変異をSTA T1のDNA-binding

  domainに認めた慢性皮膚粘膜カンジダ症の病態解析

  最初に発表者は慢性皮膚粘膜カンジダ症(chronic mucocutaneous candidiasis; CMC)の定
義、特徴、また近年明らかになってきたCMCの原因について説明した。目的は独立した別

家系のCMC3患者を対象とし、責任遺伝子の特定と発症メカニズムを解明することである。
患者1、2は慢性皮膚粘膜カンジダ感染のみならず、肺炎球菌による反復感染症、気管支拡
張症を合併し、患者3に比ベ重症であった。解析の結果、既知の7 CMC責任遺伝子のダイ

レクトシークエンス解析によって患者1、2のSTAT1のDNA-binding domain(DBD)にへ
テロの1塩基置換T385M、患者3のSTATIのcoiled-coil domain (CCD)に既報の機能獲得
型変異R274Qを検出した。患者1の家族や健常者108人には同一の塩基置換は確認されず、

さらにT385は種を超えて保存されていたため、T3 85Mがぬnovoの新奇変異であることが
強く示唆された。従来報告されていたヒトのSTAT1変異は、ウイルスや細胞内寄生菌に易
感染性を示す機能喪失型変異であったが、2011年に複数家系のCMCでCCDに限局した機
能獲得型STAT1変異が発見された。機能獲得は脱リン酸化障害が原因と報告されている。
，発表者はこれまで報告のないDBDに位置するT385Mが、STAT1の機能にどのような影響
を及ばすかをCCDに位置するR274Qと比較検討した。まず機能解析とウエスタンブロット

解析によって、患者1、3ではSTAT1のりン酸化が亢進し、機能獲得を示していた。さらに
staurosporine，pervanadate処理を加えたウエスタンブロット解析によって、T385Mに変異を
有するSTAT1のりン酸化亢進は脱リン酸化障害が原因であることを示した。最後に患者1、
3のThl細胞数は健常者と有意差がなかったが、11117細胞数が有意に減少しており、また
患者3に比ベ患者1における減少が著明であった。考察として、まずDBD変異がCCD変
異と同様に脱リン酸化障害を生じる原因については、既報の立体構造解析と変異解析から、
CCDとDBDのT385を含む特定のアミノ酸が結合することによってSTAT12量体が構造変
化し、脱リン酸化がおきやすくなることが推測されており、T385を有するSTAT1はこの構
造変化が障害されるために脱リン酸化障害を生じる可能性を挙げた。次にT385M変異が

Th17分化障害を引き起こす原因については、T385M変異を有するSTAT1の機能獲得によっ
てTh17分化を抑制するサイトカインの作用が増強する可能性を挙げた。第3にT385M変
異患者はCCD変異患者に比ベ、臨床像がより重症である点については、リン酸化状態や
Th17分化障害の程度と臨床像が相関している可能性を考えた。症例の蓄積による解析が今
後の課題である。
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  本発表 に対し、清野教授より使用したタンパク機能予測ツール について質問があり、

Polyphen-2とSIFTの概要を説明した 。IP10以外のSTAT1機能解析 について質問があり、未

実施と回答した。豊嶋教授よりTh17分化障害状況での自己免疫疾患発症の機序について質

問があり、IFNaシグナルの増強と自 己免疫疾患発症の関与を説明した。またカンジダに対

するレセ プター異常の可能性の質問があり、患者ではカンジダや curdlan刺激によるIL6

産生が正常者並みあり、その可能性 は否定的であると説明した。笠原教授より、今回解析

した別家 系の2患者が全く同じ変異で あり、T385Mが好発変異であ る可能性についての質

問が あっ た。 CMCの STAT1変異 の報 告で は、 複数 家系 ／民 族の 解析 で変 異 部位 はCCDに

限局していたので、今回の新奇変異が患者1、2で一致していたのは偶然であると回答した。

次にS1、AT12量体の構造変化障害を 証明する方法について質問があった。2量体の構造変

化は立体解析によって推測されてい るモデルであり、実際確認されたものではないと説明

した。有賀教授よりTh17分化障害の 原因はT細胞そのものかそれ 以外かの質問があった。

血I施ヤ でヒトのTh17分化させる実験が確立されておらず、現時 点では不明と回答した。

ま た T385M変 異 の 方 が CCD変異 より も臨 床像 が重 症な 点に つい て意 見 を求 めら れた 。

T385が DNAと の 結 合 に 何 ら か の 影 響 が あ る 可 能 性 、 ま た T385Mで は 核 内 の s1Wnの 発

現が過剰であることが、複数回確認 されており、核外輸送にも障害が起きている可能性を

挙げた。

  本論文 は，今まで機能獲得型変異として未報告であったS励門のDBDに世界で初めて新

奇の ぬnDvDミ ス セン ス変 異を 検出 し、 CCDの 変異 と同 様にSTAT1の脱リン酸化障害によ

る機能獲得をきたすことを明らかに した点で高く評価され，今後のCMCの病態解明が、適

切な根治療法の確立に結びっくことが期待される。

  審査員一同は、これらの成果を高 く評価し、大学院課程における研鑽や取得単位なども

併せ 申請 者が 博 士（ 医学 ）の 学位 を受 ける のに 充分 な資格を有 するものと判定した。
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