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緒　言

　近年，重症の慢性真菌感染症を呈する原発性免疫不全症候群の中に STAT1 遺伝子変異を有する患者が少なからず存
在することが明らかになった．しかし，STAT1 遺伝子変異による免疫能低下の機序は不明である．そのため，本疾患
に対する治療は対症療法のみで，根治的な治癒治療はない．サイトカインは複数の STATs を同時に活性化することが
知られている．しかし，活性化された複数の STATs がサイトカインの多様な生理機能を制御する機構について，網羅
的な解析は未だになされていない．私は，“サイトカインによって活性化される複数の STATs の機能的バランス破綻
が，STAT1 遺伝子変異による免疫能低下の原因として重要である”との仮説を立てた．本研究では，複数の STATs
がサイトカインの多様な生理作用をもたらす機序を解明し，この機序の破綻が，原発性免疫不全症候群に及ぼすインパ
クトを明らかにする目的で行った．

方法および結果

１．IL-6，IL-27 により誘導される遺伝子発現変動の定量的評価
　相反する生理作用を有する IL-6 と IL-271)をモデルサイトカインとし，同サイトカインの受容体を発現しているヘル
パー T 細胞をモデル細胞として用いた．サイトカインの生理作用を標的細胞の遺伝子発現変化を指標にして RNA-
Seq 法を用いて解析した．IL-6，IL-27 刺激にそれぞれ特異的に反応する遺伝子群，共通に反応する遺伝子群をゲノム
ワイドに定量化した（図 1A）2)．
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図 1． IL-6，IL-27 によって誘導される遺伝子群の定量化．
RNA-Seq 法により，IL-6，IL-27 で誘導されるトランスクリプトームを定量化した．

　これらの遺伝子群（1,193 個）のうち，わずか 22 個の遺伝子群が正反対に制御されていた（図 1B）．一つ一つの遺伝
子を見ていくと，Ifng や Ccl5，Rorc といった免疫応答に重要な遺伝子がこれらのグループには含まれていた（図 1B）．
　引き続いて，IL-6，IL-27 によりサイトカイン特異的な STAT1，STAT3 の二量体形成（ホモ二量体･ヘテロ二量体）
の時系列的変化を EMSA 法を用いて解析した（図 2A, 2B）．その結果，サイトカイン刺激後 24 時間では，IL-6 は
STAT3-STAT3 のホモダイマーを強く誘導する一方，IL-27 刺激によっては STAT1-STAT1 のホモダイマーが誘導さ
れることが明らかになった．さらに，これらの二量体は刺激後 48 時間の時点で消失することが示された（図 2A，
2B）．
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図 2． IL-6，IL-27 によって誘導される STAT1-STAT3 二量体の定量化．
EMSA 法により IL-6，IL-27 によって誘導される STAT1-STAT3 二量体の定量化を行った．

２．STAT1，STAT3 協働による遺伝子発現調節機構の解析
　続いて我々は，経時的な遺伝子発現変化における STAT1，STAT3 の役割を解析する目的で，サイトカイン刺激後
72 時間における STAT1 欠損マウス，STAT3 欠損マウス由来のヘルパー T 細胞を用いたサンプルの RNA-Seq 解析を
行った．STAT1 欠損によって，IL-6，IL-27 刺激で誘導される遺伝子群間の特異性が失われた．一方，STAT3 欠損に
よって，両サイトカインにより誘導される遺伝子発現が著しく損なわれることが明かとなった（図 3A，3B）．これは，
相同性のあるシグナル伝達物質が非対称的機能を有することを明解に示した世界初の所見である．さらに我々は，経時
的な遺伝子発現変化における STAT1，STAT3 の役割を解析する目的で，サイトカイン刺激後，６時間，24 時間，72
時間のタイムポイントにおける STAT1 欠損マウス，STAT3 欠損マウス由来のヘルパー T 細胞を用いたサンプルの
RNA-Seq 解析を行った（図 3C）．サイトカイン刺激後６時間の時点では，STAT1 欠損は，IL-27 特異的遺伝子の発現
低下の原因となる一方，STAT3 欠損は，IL-6 特異的遺伝子の発現低下を引き起こした．STAT 欠損の影響は，刺激直
後はサイトカイン特異的であったが，経時的にもう一方のサイトカインへ影響することが明らかになった（図 3C）．
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図 3． STAT1，STAT3 の非対称的関与．
IL-6，IL-27 で誘導されるトランスクリプトーム形成における STAT1，STAT3 の非対称的関与をサーコス，モ
ザイクプロットを用いて表した．

３．STAT1，STAT3 の直接結合による遺伝子発現調節機構の解析
　上記結果をふまえ，我々は，次に IL-6，IL-27 刺激によって誘導される STAT1，STAT3 の機能的二量体が遺伝子発
現誘導を調節する機構を解析する目的で，STAT1，STAT3 の DNA への直接結合を ChIP-Seq 法を用いて解析した．
　まず，我々は，全ゲノム上における STAT1，STAT3 の結合変化のダイナミクスについて解析を行った．その結果，
サイトカイン刺激で誘導される STAT1，STAT3 結合変化は，その 60％がサイトカイン刺激で出現する一方，20％は
サイトカイン刺激で消失し，残りの 20％はサイトカイン刺激で変化がないという知見を得た（図 4A）．また我々は，
STAT3 の結合ピーク数は，STAT1 の結合ピーク数と比較すると２倍以上存在することを見出だした（図 4B）．これ
は，IL-6，IL-27 で誘導される遺伝子発現の変化の大部分が STAT3 によって制御されているという（2）の結果を反映
している．さらに，我々は，遺伝子発現調節における STAT1，STAT3 の役割を解析する目的で，（1）で分類したそ
れぞれの遺伝子群（IL-6 特異的遺伝子群，共通遺伝子群，IL-27 特異的遺伝子群）における STAT1，STAT3 の結合を
定量化した．興味深いことに，IL-6 刺激で発現低下する遺伝子群において，STAT1 結合が STAT3 結合に比較し増強
していることが見出だされた（図 4C）．このことは，STAT1 がこれらの遺伝子群について抑制的に作用している可能
性を示唆している．さらに，STAT1，STAT3 の結合様式が他方の STAT がなくなることでどのように変化するかに
ついて，それぞれの STAT 欠損 T 細胞を用いて検証した．その結果，IL-6 特異的遺伝子群では，STAT1 欠損状況下
においては，STAT3 の結合は増加したのに対して，STAT3 欠損状況下においては，STAT1 の結合は著明に減少した

（図 4C）．一方，IL-27 特異的遺伝子群では，STAT3 欠損状況下において，STAT1 の結合は比較的保たれていた（図
4C）．このことは，IL-27 特異的遺伝子群の遺伝子発現調節は，STAT1-STAT1 の二量体で行われている可能性を示唆
している．
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図 4． ゲノムワイドな STAT1，STAT3 の DNA 結合パターンの評価．
STAT1 の DNA 結合の大部分は，STAT3 に依存している．

４．ヒトにおける“STAT の機能的均衡モデル”破綻による重症の慢性真菌感染症の機序解明
　最後に我々は，STAT1 機能獲得変異（以下 STAT1 GOF）患者における STAT1 の過剰な活性化が，サイトカイン
に対する反応をどのように変化させ慢性真菌感染症の重症化の原因となるかについて，“サイトカイン生理作用誘導に
おける STAT の協働機構破綻”という観点から遺伝子発現の網羅的解析を行った．STAT1 GOF 患者５例および健常
人４例の末梢血から単離した CD45RA+CD4+ T 細胞に IL-6，IL-27 刺激を 72 時間加えた後，回収し RNA-Seq で網羅
的遺伝子発現変化を解析した．二群間の遺伝子発現を比較した結果，STAT1 GOF 患者群において，3,458 個の遺伝子
が，新たにそれぞれのサイトカインでの発現変動を呈した（発現変動獲得遺伝子群）一方，573 個の遺伝子群でその発
現変化が認められなくなった（発現変動喪失遺伝子群）．それぞれの遺伝子群について，どのような特徴を有する遺伝
子が多く認められるかについてネットワーク解析を行った．大変興味深いことに，発現変動獲得遺伝子群（表 1）およ
び発現変動喪失遺伝子群（表 2）の両群において，免疫疾患関連遺伝子群が有意に多数存在することが明らかになっ
た．
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表 1． STAT1 機能獲得変異患者における発現変動獲得遺伝子群のネットワーク解析結果一覧

表 2． STAT1 機能獲得変異患者における発現変動喪失遺伝子群のネットワーク解析結果一覧

考　察

　サイトカインは生体内で多様な生理作用を有するが，それぞれのサイトカインにおける生理作用の特異性に関する分
子機構は不明な点が多い．今回我々は，炎症性サイトカインと知られる IL-6 と抗炎症性サイトカインである IL-27 を
用いて，シグナル伝達物質 STAT によって規定される生理作用の分子機構の解析を行った．IL-6 と IL-27 は共に
STAT1，STAT3 を活性化するが，それらの STATs がどのように協調して働いているかは不明であった．今回の我々
の研究の結果，IL-6，IL-27 で誘導される遺伝子発現変化はその大部分が STAT3 により制御されている一方，STAT1
は IL-6，IL-27 で誘導される遺伝子群間の特異性を制御していることが明らかになった．つまり，サイトカインの生理
機能を規定する上で，STAT1，STAT3 はそれぞれ非対称的機能を有する．さらに，STAT1 の過剰活性化がおこる
STAT1 機能獲得変異患者検体の解析の結果から，STAT1 機能獲得変異患者では免疫疾患関連遺伝子群の発現変動が
認められるを発見した．このことは，非対称的機能を有する STATs が機能的均衡を保つことで免疫恒常性が維持され
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ていることを示唆する．今後は STAT1GOF 患者で発現変動している遺伝子群から様々な機能遺伝子の同定を行い，
新たな治療戦略の提案を行えるよう研究を進める．
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