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研究要旨 

慢性皮膚粘膜カンジダ症（CMCD）は、皮膚・爪・口腔粘膜・外性器を主病変とした、反復性または持続

性の C. albicans感染を臨床的特徴とする。2011年に、STAT1の機能獲得性変異により CMCDが発症する

ことが発見された。さらに後の検討で CMCD 患者の約 40-50%で同変異が同定されることが明らかとなると

ともに、本邦でも多数の STAT1機能獲得性変異による CMCD患者が同定されている。 

我々は本研究で、患者細胞を用いて迅速かつ鋭敏に STAT1の機能解析を行う手法を開発した。具体的には、

i) IFN-γ刺激後の STAT1リン酸化（pSTAT1）の解析、ii) IFN-γ刺激で pSTAT1を誘導、その後 staurosporine

（protein kinase inhibitor）処理下で STAT1脱リン酸化を解析、上記 2点をフローサイトメトリーで解析す

ることで、STAT1脱リン酸化障害を検討した。その結果、STAT1機能解析に基づいた CMCD患者の迅速診

断法を確立した。 

 

A. 研究目的 

 慢性皮膚粘膜カンジダ症（CMCD）は、皮膚・爪・

口腔粘膜・外性器を主病変とした、反復性または持

続性の C. albicans 感染を臨床的特徴とする。2011

年に、STAT1の機能獲得性変異により CMCDが発

症することが明らかとされ、その後の検討により欧

米では CMCD患者の約 40-50%で同変異が同定され

ることが明らかとなった。本邦においても、20例以

上の STAT1機能獲得性変異を有するCMCD患者が

同定されている。 

今回我々は、これらの患者の診断を容易にするた

め、フローサイトメトリーを用いた STAT1機能獲得

性変異の迅速診断法の確立を試みた。 

 

 

B. 研究方法 

 STAT1 機能獲得性変異を有する CMCD 患者、

STAT1変異を持たない CMCD患者、健常者を対象

に、フローサイトメトリーによる解析を行った。こ

れまでの検討で、STAT1 機能獲得性変異では、

STAT1の脱リン酸化が障害されており、その結果と

して STAT1 の過剰なリン酸化に至ることが明らか

となっていたため、STAT1の脱リン酸化障害に着目

して検討を行った。 

 具体的には、末梢血単核球細胞を比重遠心法によ

り分離した後に IFN-γで刺激し、STAT1のリン酸化

を促した。その後、staurosporine（protein kinase 

inhibitor） 処理を行い、STAT1 の新たなリン酸化

を阻害した状況下で、脱リン酸化を検討した（詳細

は Fig. 1）。 



 

C. 研究結果 

１）STAT1 機能獲得性変異を有する患者の同定

（Figure 2） 

 

 本邦の CMCD患者（15症例, 10家系）を対象に

STAT1 全エクソンシークエンスによる遺伝子解析

を行い、STAT1 変異を有する 10 症例（6 家系）の

同定を行った。同定した STAT1変異のうち、そのう

ち、P329L, L354M, M390Tは新規遺伝子変異であ

った。 

 

２）同定した変異の機能解析 

STAT1 null fiblosarcoma cells（U3C）に、野生

型ないしは変異型 STAT1 を一過性に強制発現させ

機能解析を行った。機能解析は IFN-γ 刺激（1000 

U/ml, 8 hour）による GAS転写活性を、レポーター

アッセイにより測定した（Figure 3）。その結果

M390Tを除く全ての変異は、機能獲得性変異であっ

た。M390T変異は、低濃度の IFN-γ刺激（10 U/ml）

で GAS転写活性能亢進を顕著に認め、他の変異と同

様に機能獲得性変異であった（data not shown）。 

 

 

３）フローサイトメトリーによる STAT1機能解析 

 患者の末梢血単核球を分離し、Figure 1の方法に

従い IFN-γ, staurosporineで処理したのち、フロー

サイトメトリーで STAT1のリン酸化（pSTAT1）状

態を検討した。検討は、pSTAT1 を特に強く認める

単球（CD14陽性細胞）に注目して行った。 



 Figure 4に示すように、STAT1機能獲得性変異を

有する患者では、IFN-γ刺激後の pSTAT1の増強が

認められた。 STAT1 のリン酸化の増強は

staurosporine処理を行うことで強調され、この条件

下で患者と対象との間に pSTAT1の重複を認めなか

った。 

 

 

D. 考察 

 本邦における CMCD患者 15症例（10家系）の解

析で、10 症例（6 家系）において STAT1 機能獲得

性変異を同定した。欧米において、CMCD 患者の

40-50%で STAT1 機能獲得性変異が同定されるが、

本邦においても STAT1異常はCMCDの重要な分子

基盤になると考えられた。 

 STAT1機能獲得性変異は、主に STAT1の coiled 

coil domain （CCD）, DNA-binding domain （DBD）

に同定されるが、その他の機能ドメインでも、少数

ながら変異が認められる。新規変異を認めた場合、

確実な診断を行うためには機能解析を行うことが望

ましく、特に変異好発部位以外で変異が同定された

場合は機能解析が必須となる。機能解析は、GAS転

写活性を検討するレポーター解析が最も鋭敏かつ信

頼性が高いが、遺伝子改変ベクターを用いた発現実

験を行う必要があり非常に煩雑である。今回の検討

で我々は、患者細胞を用いて迅速かつ鋭敏に機能解

析を行う方法を開発した。さらに本解析手法は、同

定した STAT1 変異の機能解析に使用可能なだけで

なく、CMCD患者における STAT1変異の有無のス

クリーニングを目的とした迅速診断に使用可能であ

った（Mizoguch Y, et al. J Leukoc Biol. 2013）。 

 

E. 結論 

 IFN-γ, staurosporine処理下で pSTAT1をフロー

サイトメトリーで観察することで、STAT1の機能解

析が可能であった。本解析手法は、STAT1の機能解

析のみならず、STAT1 機能獲得性変異を有する

CMCD患者のスクリーニングに有用と考えられた。 
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