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A. 研究目的 
 STAT1 は、IFN-α/β, -γ のシグナル伝達に必

須の転写因子で、宿主の病原体に対する感染

防御に重要な分子である。IFN-α/β はウイル

スの排除に、IFN-γ は抗酸菌（結核菌など）

の排除に重要であることから、STAT1 の機能

異常を持つ患者は様々な感染症を発症する。

実臨床において、STAT1 遺伝子の LOF 変異

を持つ患者はメンデル遺伝型マイコバクテ

リア易感染症（MSMD）を発症する。一方で、

STAT1 遺伝子の機能獲得型（GOF）変異は、

症候性の慢性皮膚粘膜カンジダ感染

（CMCD）の発症に関与する。過去の検討で、

GOF 変異は STAT1 の coiled-coil ドメイン

（CCD）、DNA 結合ドメイン（DBD）に集中

して認められることが知られている。一方で、

LOF 変異は CCD、DBD を含む STAT1 の全長

にわたって分布する。MSMD と CMCD は全

く異なった原発性免疫不全症であるが、両疾

患は稀に類似した臨床症状を示す。そのため、

患者で認めた STAT1 遺伝子変異の病的意義

を判断するためには、個々の変異の機能解析

が必要であった。 
 このような問題点を解決するために、我々

は STAT1 の CCD と DBD（CCD/DBD）にア

ラニン置換体を網羅的に作製し、個々の機能

解析を行うことで STAT1 遺伝子変異の参照

データベースを確立し、その評価を行った。 
 
B. 研究方法 

STAT1 の CCD/DBD に合計 342 のアラニ

ン置換体を作製し、個々のアラニン置換体に

対して IFN-γ刺激に伴う転写活性化能の測定

を行った（網羅的アラニンスキャニング解

析）。並行して、CMCD 患者、MSMD 患者を

対象に次世代シークエンサーを用いた網羅

的な遺伝子解析を行った。網羅的遺伝子解析

で同定した STAT1 の機能解析を、ウエスタ

ンブロット、免疫染色、レポーターアッセイ、

ゲルシフトアッセイで行ったほか、MOE を

用いた in silico 解析も行った。 
 

（倫理面への配慮） 
 本研究はヒトの遺伝子解析, エクソーム配
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列解析を含んでおり , 広島大学のヒトゲノ

ム・遺伝子解析研究倫理審査委員会により承認

を受けて研究を遂行した。文部科学省組み換え

DNA 実験指針に従って実験しており, 「広島

大学組み換え DNA 実験安全管理規定」で実験

計画の承認を受けて研究を遂行した。 
 
C. 研究結果 

網羅的アラニンスキャニング解析の結果、

111 のアラニン置換体が GOF 変異、30 のア

ラニン置換体が LOF 変異と判断された。過

去に STAT1 遺伝子の CCD/DBD には 2 つの

LOF 変異、74 の GOF 変異が認められていた

ため、アラニン置換体により、それらの既知

変異が正確に評価できているか検討した。そ

の結果、既知のLOF変異との一致率は100%、

GOF 変異との一致率は 78.1%という良好な

結果が得られた。さらに、CCD/DBD に存在

する 39 の正常多型（variants）を対象にして、

アラニン置換体が正確に機能を評価できて

いるか検討したところ、71.1%という高い一

致率が得られた。これらの結果は、アミノ酸

置換の機能変化を予測する既存のコンピュ

ーターアルゴリズムであるMSC-CADD法と

比較しても、格段に精度が高い一致率であっ

た。 
 STAT1 は通常状態で二量体（antiparallel 
dimer）を形成しており、IFN-γ 刺激により活

性化された二量体（parallel dimer）に構造変

化することが知られている。網羅的アラニン

スキャニングで得られた結果を、antiparallel 
dimer、parallel dimer に反映させた結果、一

定の法則性が認められた。図 1 に示すように、

GOF変異は antiparallel dimer における二分子

間接合面に集中していた。一方で、LOF 変異

は parallel dimer における DNA 結合部位に多

く認められた。これらの結果から、GOF 変

異は不活性型である antiparallel dimer の形成

を障害することで機能亢進にいたることが

明らかとなった。 
さらに、antiparallel dimer の二分子間接合

面に存在する特殊な LOF 変異（E157K 変異）

を持つ MSMD 家系例を同定し、in vitro 解析

と in silico 解析を組み合わせることで、

E157K 変異が antiparallel dimer を安定化させ、

その結果として LOF 変異になることを証明

した。 

 
（図 1）LOF, GOF STAT1 アラニン置換体の分布 

STAT1 遺伝子の GOF 変異（オレンジ）は、antiparallel 

dimerの二分子間接合面（白とピンクで示された STAT1

の接合部位）に集中して認められる。一方で、LOF 変

異（青）は、parallel dimer の DNA 結合部位に多く認め

られる。 

 
D. 考察 

STAT1 は IFN-γ 刺激により Tyr701（Y701）
の部位がリン酸化を受け活性化され、不活性

型である antiparallel dimer から活性型である

parallel dimer に構造変化する。今回の研究成

果で、antiparallel dimer を不安定化するアミ

ノ酸置換は GOF 変異、安定化させるアミノ

酸置換は LOF 変異になるという図 2 に示す

モデルが提唱された。 
 
 

 
（図 2）遺伝子変異と機能変化の関係 

Antiparallel dimer を不安定化するアミノ酸置換は

GOF 変異、安定化させるアミノ酸置換は LOF 変異に

なる。 

 
E. 結論 
 原発性免疫不全症を引き起こす代表的な

責任遺伝子である STAT1 遺伝子を対象とし

て、網羅的アラニンスキャニングを用いた参

照データベースの作製を行い、STAT1 遺伝子

変異の質的評価を可能にするシステムを確

立した。次世代シークエンサーを用いた網羅

的遺伝子解析手法の導入により、遺伝子レベ
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ルでの変化が先天性疾患や腫瘍の原因とな

ることが明らかとなってきた。一方で、網羅

的解析により同定される多数のアミノ酸置

換をどのように評価するかが、今後の大きな

課題となっている。今回作製したような参照

データベースが他の遺伝子でも確立されれ

ば、網羅的遺伝子解析の副産物である病的意

義不明のアミノ酸置換の評価が容易となり、

疾患発症に関与する有害変異の同定に役立

つことが期待される。 
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