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計画研究：2002～2004年度

自己免疫性甲状腺疾患の疾患感受性遺伝子の同定

●原田　晴仁　◆白澤　専二

国立国際医療センター研究所・臨床病理研究部

〈研究の目的と進め方〉
免疫システムにおける自己寛容の破綻した状態として

捉えられる自己免疫疾患は複数の遺伝要因と環境要因の
相互作用により発症する多因子疾患である。遺伝要因、
環境要因とともに免疫システムの全体的な反応性、免疫
細胞の性質に影響を与えることにより自己免疫疾患への
感受性を増大させ、さらに遺伝・環境要因はどの抗原が、
ひいてはどの臓器が免疫システムからの攻撃の対象とな
るかを制御する。臓器特異的な自己免疫疾患の代表的存
在である自己免疫性甲状腺疾患(Autoimmune Thyroid
Disease: AITD)は、自己免疫疾患の中では最も頻度の高
い疾患である。その内、甲状腺機能亢進の症状を呈する
Graves’病(GD)は、TSH receptor(TSHR)に対する自己
抗体がTSHRを刺激することにより結果的に甲状腺ホル
モンの過剰分泌が起こることにより発症し、甲状腺機能
低下症を呈する橋本病(HT)は、リンパ球の甲状腺への浸
潤、細胞障害性T細胞による甲状腺組織の破壊によるも
のである。これまでに、疾患感受性を規定している第一
の遺伝要因としては、その他の自己免疫疾患と同様に主
要組織適合抗原遺伝子(MHC；ヒトではHLA)が示唆され
てきた。しかしながら、真の病因となる遺伝子、および
遺伝子変異については、ほとんど解明されていないのが
現状である。また、Graves’病と橋本病は、①多発家系
の存在、②一卵性双生児における発端者関連一致率が、
二卵性双生児よりも有意に高い、③HLAやCTLA4といっ
た遺伝マーカーとの連鎖あるいは相関などの所見により
発症に遺伝要因の関与が強く示唆されている。

本研究では、罹患同胞対法とそれに引き続く相関解析
を利用したポジショナルクローニング法によりAITD感受
性遺伝子を同定することを目的とする（図1）。更に同定
された遺伝子と疾患発症の分子生物学的メカニズムを解
析し、AITDの病因・病態の解明を目指す。

〈研究開始時の当初計画〉
１）罹患同胞対を利用した連鎖解析によるAITD感受性遺

伝子座の同定
２）AITD疾患感受性遺伝子座8q23-q24領域の絞込み

①マイクロサテライトマーカーによる絞込み
②一塩基多型(SNPs)による絞込み
③疾患感受性遺伝子領域のシークエンス、SNPsの発見
④候補領域の遺伝子構造の決定
⑤疾患感受性遺伝子の同定
⑥AITD感受性遺伝子の変異の同定

〈研究期間の成果〉
１）罹患同胞対を利用した連鎖解析によるAITD感受性遺

伝子座の同定 (論文1)
我々はAITD 感受性遺伝子を同定するために、AITDの

罹患同胞対（兄弟・姉妹で発症している症例）を収集し、
第1段階として罹患同胞対法と呼ばれる連鎖解析を用いた
ゲノムワイド研究を行い感受性遺伝子座の同定を行った。
123組のAITD罹患同胞対を対象とした連鎖解析を行い、
14個の染色体の19領域に連鎖の可能性がある（maximum
lod score (MLS) >1） 領域を検出した（表1）。特に5番染
色体長腕の5q31-q33領域、8番染色体長腕の8q23-q24領域
ではMLS >3であり強い連鎖が示唆された。その後、白人
家系を用いた連鎖解析において8q24領域との連鎖が報告
されたことにより、8q24領域には人種を越えて共通の
AITD感受性遺伝子が存在することが示唆された。また、
5q31-q33領域は複数の免疫・アレルギー疾患における連
鎖が報告されている領域であり、今後の解析が期待され
る。
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２）ZFAT (zinc-finger gene in AITD susceptibility region)
の同定（論文2）

①8q24候補領域の絞込み
連鎖解析で同定された候補遺伝子領域8q24の約20Mb

に対して、マイクロサテライトマーカーを約100 ｋb に
一個の割合で設定し（図2）、まず“連鎖のもとでの相関”
を検出するために、罹患同胞対のうちMLSが最も高かっ
たマーカーを共有する同胞対の発端者と対照群を利用し
た相関解析を行い、感受性遺伝子座の狭小化を行った。
その結果、強い相関を示すマイクロサテライトマーカー
が２個存在する約420 kbのcontig(NT_007994:図2)が同定

された。次に、この420 kbに存在するSNP（約5 kb間隔）
を用いて、相関解析・連鎖不平衡解析を行った結果、疾
患感受性領域を連鎖不平衡を示す約60 kbに狭小化するこ
とができた（図３）。さらに、独立な集団のAITD 515例
―対照群526例を用いた相関解析により、この60 kbに存
在する複数のSNPsとの相関が確認され、この領域に感受
性遺伝子が存在することが強く示唆された。
②8q24領域の感受性遺伝子の同定

この60 kbの領域を詳細に解析した結果、ゲノム上に約
200 kbに渡って存在し、19個のエクソンより成る遺伝子
ZFATをAITD感受性遺伝子の候補として同定した。ZFAT
は最長1243アミノ酸からなる18個のC２H２タイプのZn-
fingerモチーフを有し、N末側にAT-hook（AT-richなDNA
に結合する）を持つ転写制御因子であると推定される。
ZFATには複数のスプライシングバリアントが存在する
が、この内、truncated form (TR-ZFAT)はZFATとは異な
るエクソンを利用し、11個のZn-fingerモチーフを有し846

アミノ酸からなる蛋白をコードする。興味深いことに、
ZFAT遺伝子の相補鎖上には最長でもopen reading frame
がわずか39アミノ酸しかないnon-coding転写産物と思わ
れる939bpのsmall antisense transcript of ZFAT (SAS-
ZFAT)が存在した。すなわち、遺伝統計学的解析の結果
から同定されたこの感受性領域にはZFAT、TR-ZFAT、
SAS-ZFATの3つのZFAT関連転写物が存在することが明ら
かになった（図３）。
③ZFAT,TR-ZFAT,SAS-ZFATのmRNA発現と感受性SNP

RT-PCRによる発現解析では、ZFATは胎盤、腎臓、脾
臓、精巣と末梢血リンパ球に、TR-ZFATは胎盤、卵巣、
扁桃と末梢血の CD19＋B細胞、CD14＋細胞に、SAS-ZFAT
は胎盤と末梢血リンパ球のCD19＋B細胞に強く発現して
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いた。疾患と強い相関を示したEx9b-SNP10はZFATのイ
ントロン９、TR-ZFATの3'-UTR、SAS-ZFATのプロモータ
ー領域に存在した（図３）ことから、このSNPの３種類
のZFAT発現に対する影響を検討した。健常者末梢血リン
パ球のB細胞を採取し、３種類のZFATの発現をEx9b-
SNP10の遺伝子型別で比較すると、ZFAT mRNAの発現
は遺伝子型間で差は認められなかったが、疾患相関アリ
ルを有するとTR-ZFAT mRNAの発現は高く、逆にSAS-
ZFAT mRNAは低い傾向があった（図４）。このことから、
このSNPの遺伝子型の違いがTR-ZFATおよびSAS-ZFATの
mRNA発現量に影響することが示唆された。Ex9b-SNP10
を含むオリゴヌクレオチドを用いたゲルシフト解析によ
り疾患相関アリルに特異的に結合する核内蛋白質の存在
が示唆された。さらに、Ex9b-SNP10はSAS-ZFATのプロ
モーター領域に存在するわけであるが、レポーター解析
により疾患対立アリルでは疾患相関アリルの約３倍の転
写活性を認めた。これらのことより、Ex9b-SNP10の疾患
相関アリルには何らかの転写抑制因子がより強く結合す
ることにより、SAS-ZFAT mRNAの転写が抑制されるこ
とが示唆された。

④アンチセンスRNAによる発現制御
ZFAT mRNA、TR-ZFAT mRNAに対するSAS-ZFAT

mRNAの作用を細胞レベルで解析した結果、SAS-ZFAT
mRNA によりTR-ZFAT mRNAの発現が特異的に減少する
ことが示された。また、TR-ZFAT mRNAの安定性には疾
患相関アリルは影響を与えなかったことより、なんらか
のRNA干渉様作用を通じてSAS-ZFAT mRNAはTR-ZFAT
mRNAの発現制御に関与していることが示唆された。要
約すると、疾患相関アリルを有すると、B細胞において
SAS-ZFAT mRNAの発現が抑制され、その結果TR-ZFAT

mRNAの発現上昇が起こり、TR-ZFAT蛋白がより多く産
出され、そのTR-ZFAT蛋白が独自の機能、あるいはZFAT
の機能をdominant-negative的に抑制するという機構、を
通じて疾患感受性を規定していることが推定された（図
５）。

３）Cytotoxic T lymphocyte antigen-４(CTLA-４)（論文３）：
抗原提示細上のHLA分子により提示された抗原ペプチ

ドをTCRが認識しT細胞反応が惹起されるわけであるが、
そのシグナルだけでは不十分であり、第２のシグナルと
して抗原提示細胞のcos t imu l a t o r y分子とT細胞の
coreceptor分子の相互作用が必要となる。最も強力な補
助刺激分子であるCD80/CD86 (B７) はT細胞のCD28と相
互作用してT細胞活性化に関与する。一方、活性化され
たT細胞はCTLA -４を細胞表面上に発現し、その
CD80/CD86に対するavidityがCD28より遙かに高いため
にCD80/CD86はcoreceptor分子であるCTLA-４と相互作
用しT細胞活性化を抑制する。CTLA4はT細胞におけるこ
のような抑制性のシグナルに関与するのであるが、機能
的に異なる二つの転写産物（膜結合型と分泌型ペプチド）
が存在することが知られていた。１型糖尿病, AITDと
CTLA4との関連は連鎖解析、相関解析のいずれにおいて
も複数の報告がなされていたが、その原因となる１塩基
多型（single nucleotide polymorphism; SNP）の同定には
至っていなかった。最近、白人集団を用いた解析により、
原因となるSNPがCTLA4の３’UTRに存在し、その感受
性アリルを持つと、膜貫通領域を持たない放出型の
CTLA-4の産生が減少するという報告がなされた２）。そ
こで、我々は日本人集団において解析した結果、その
SNPは健常者の白人集団と日本人集団においてアリル頻
度に大きな差は認めるものの、日本人AITDにおいても相
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関が認められた３）。一方、CTLA多型は全身性エリテマ
トーデス（systemic lupus erythematosus; SLE）, 関節リ
ウマチ（rheumatoid arthritis; RA）を含むその他の自己免
疫疾患においても相関が報告されていることからも、自
己免疫疾患に広く共通の感受性遺伝子であることが示唆
される。

４）AITD, SLE, 関節リウマチに共通の感受性遺伝子
FCRL３の同定（論文５）：

AITD, SLE, 関節リウマチの３つの自己免疫疾患に共通
の感受性遺伝子としてFCRL３ (Fc receptor-like ３) を同
定した。FCRL３の転写開始点より上流に存在するSNP:-
169C/Tの-169Cは-169Tに比較し、免疫応答の重要な転写
因子であるNF・Bがより強く結合すること、さらに、
SLE患者の抗DNA抗体価はC/C遺伝子型でC/T+T/T遺伝
子型より有意に高い事を明らかにした。これらの結果か
らFCRL３はAITD, SLEに共通の自己免疫疾患感受性遺伝
子であること、および、自己抗体産生に関与することが
示唆された。

〈国内外での成果の位置づけ〉
AITDの疾患感受性遺伝子同定のために、日本人罹患同

胞対を収集し、それらを用いたゲノムワイド連鎖解析を
独自に行うことで、疾患感受性候補領域を同定できた。
更に最有力な候補領域の一つである8q24については、疾
患感受性SNPの同定・機能解析を行い、AITD疾患感受性
遺伝子としてZFATを同定するまでに至った。これら一連
の解析をやり遂げたことは、国内はもとより国際的にも
高く評価されている（2006年３月には国際学会（６th
Human Genome Organization Pacific Meeting）にて招待
講演の予定）。更にはZFAT・TR-ZFATの細胞・個体レベ
ルでの機能解析、およびZFAT・TR-ZFATが直接的に制御
する標的遺伝子群の同定にむけての準備を着々と進行さ
せており、今後の成果に対する国内外からの期待は高い。

CTLA-４遺伝子のAITD感受性ＳＮＰが白人集団だけで
なく、日本人集団でもAITDと相関することを示したこと
は、臨床疫学的にも疾患遺伝学的にも高く評価されてい
る。更に、AITD,SLEに共通の感受性遺伝子としてFCRL
３を同定したことは、国際的にとても高く評価されてい
る。

〈達成できなかったこと、予想外の困難、その理由〉
研究開始時当初計画における研究目的は十分に達成で

きたと考える。

〈今後の課題〉
AITD感受性遺伝子の候補として8q24領域よりZFAT遺

伝子を同定したが、今後、ZFAT、TR-ZFATがどのような
遺伝子を制御しているかを明らかにし自己免疫疾患との
関係を明らかにしていく必要がある。そのために、ZFAT
およびTR-ZFATトランスジェニックマウス由来の細胞や
Ba/F3-ZFAT安定発現クローンを用いた発現アレイ解析に
着手している。また、ZFAT・TR-ZFATが直接的に制御す
る遺伝子群を同定するには、転写制御にあたりZFAT・
TR-ZFATが相互作用するゲノム部位をクロマチン免疫沈
降法などの方法で決定する必要がある。その準備段階と
してZFAT・TR-ZFATに対するポリクローナルおよびモノ
クローナル抗体の作製に着手している。

遺伝統計学的解析で疾患感受性遺伝子を同定したとし
ても、その遺伝子変異が単独で表現型（発症）に結びつ
くことは起こらないと考えられる（これが多因子疾患の

概念でもある）。将来的には複数の遺伝要因が同定される
ことが期待されるが、これらの感受性遺伝子間の相互作
用や、どの様な環境要因がそれらの遺伝要因を持ってい
る個人において発症に関与するのかを総合的に解析し、
病因の解明とその理解に立脚した治療法の開発を行って
いく必要があると考えられる。5q31-q33領域は複数の免
疫・アレルギー疾患における連鎖が報告されている領域
であり、今後の解析が期待される。

疾患関連遺伝子を同定するためには、ゲノム解析に利
用するサンプルサイズと同定された遺伝子の機能を解明
し疾患に関連することを示すことの二つが最も大切な条
件であると考えられる。サンプルサイズに関しては現在
までに合計でAITDとして1200例を超える症例の収集を行
い当初の目標は達成しているが、引き続き検体収集に努
めている。
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