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〈研究の目的と進め方〉
私どもは２０００年から２００４年までの５年間、本

領域の公募研究に参加させていただき、主として全身性
エリテマト－デス（SLE）の病因遺伝子の探索を行なっ
た。全身性エリテマトーデスは、若年女性に発症する自
己免疫疾患の代表とも言える疾患であり、多彩な自己抗
体を生じて、全身の慢性炎症を惹起する。厚生労働省の
特定疾患に指定される難病である。

本研究の目的は、我々が開発した新しい解析システム
(DNAプール)PLACE-SSCP法を用いて、自己免疫疾患の
病因遺伝子を明らかにすることにより、病態解明を行い、
最終的にはその知見を疾患特異的な治療法開発、難治病
態の効果的な制御へと応用することにある。(DNAプー
ル)PLACE-SSCP法は、数百人規模の検体について、一気
に、迅速かつ正確なアレル頻度の解析が可能であり、多
数の疾患候補遺伝子について、網羅的な疾患関連解析を
行う本研究の目的に適している。

研究の進め方として、まず候補遺伝子を選択すること
が重要であるが、後述するような多くの遺伝子について、
その遺伝子の機能、過去の関連の報告、ノックアウトマ
ウスやトランスジェニックマウスでの全身性エリテマト
ーデス様症状の出現の有無、などを参考にした。

最 終 的 に 、 TNFRSF6/Fas, TNFSF6/FasL, Fli1 ,
TNFSF10/TRAIL, TNFSF12/TWEAK, Bcl-2, PTEN,
FADD, TRADD, CDKN1A, TNFRSF1A/TNFR1 ,
TNFRSF4/OX40, TNFSF4/OX40L, TNFSF5/CD40L,
TNFSF13B/BAFF, ICOS, CTLA4, CD28, FYN, G2A, CR2,
PTPRC/CD45, CD22, CD19, Lyn, PDCD1, PTPN6, TGFB1,
TGFB2, TGFB3, TGFBR1, TGFBR2, TGFBR3, CD3Z,
DNASE1, APCS, MERTK, C3, C1QA, C1QB, C1QG, C2,
MBL2, IGHM, IL-1, IL-4, IL-10, IFNG, TNFa, MAN2A1,
TNFRSF11A/RANK, TNFRSF11B/OPG, TNFSF11/OPGL
の遺伝子を解析の対象とした。

〈研究開始時の研究計画〉
1) アポト－シス関連分子、TNF/TNF受容体関連分子、
サイトカイン、細胞増殖、リンパ球シグナル伝達、免疫
複合体除去に関与する分子について全エクソン領域、プ
ロモーター領域（転写開始点から1.5kb上流部分まで）に
ついて、特異的なプライマーを作成し、PLACE-SSCP法
によりSNPの同定を進める。

2) 全身性エリテマトーデス患者１１名、健常人コントロ
ール１名について、まずSNPの有無を検討する。

3) 得られたすべてのSNPについて、(DNAプール)PLACE-
SSCP法を用いて、全身性エリテマトーデス患者ならびに
対照群それぞれについてアレル頻度を決定し、有意差を
検討する。

4)Single locus association study とhaplotype-based
association studyをおこなう。

5) アミノ酸の変化を伴うSNPについて、完全長cDNAを
分離して、哺乳細胞に遺伝子導入して機能解析を行う。

6) 疾患に関連したSNPを有する全身性エリテマトーデス
患者について、臨床症状、検査所見、末梢血リンパ球に
ついての機能解析を行い、そのSNPと病態との関連を明
らかにする。

7) 血中濃度がSNPによって変わることが予想される分子
については、ELISAにて検討する。

8)機能解析については、RNAiを用いたIn vitroの解析、ト
ランスジェニックマウスやノックアウトマウスを用いた
in vivoの解析を進める。

9)全身性エリテマトーデス患者以外の自己免疫疾患、す
なわち、関節リウマチ、強皮症、多発性筋炎、皮膚筋炎、
混合性結合組織病、結節性多発動脈炎／ウエゲナ－肉芽
腫症／チャ－グストラウス症候群などの血管炎症候群、
ベーチェット病、成人スチル病などについても、同意を
得て検体を収集する。その後、case-control studyをおこ
なってこれらの疾患についても疾患感受性遺伝子を同定
する。

〈研究期間の成果〉
1) 合計61個の遺伝子についてその全エクソン領域ならび
にプロモーター領域について、プライマーの設定を行っ
た。全身性エリテマトーデス患者11名、健常人1名につい
てPLACE-SSCP法、塩基配列決定を行ってSNP同定を進
めた。

2) 61遺伝子のうち8遺伝子は、SSCPパターンなどから、
SNPの同定、解析が困難であった。

3) 残りの53遺伝子を列記する。
TNFRSF6/Fas, TNFSF6/FasL, Fli1, TNFSF10/TRAIL,
TNFSF12/TWEAK, Bcl-2, PTEN, FADD, TRADD,
CDKN1A, TNFRSF1A/TNFR1, TNFRSF4/OX40 ,
TNFSF4/OX40L, TNFSF5/CD40L, TNFSF13B/BAFF,
ICOS, CTLA4, CD28, FYN, G2A, CR2, PTPRC/CD45,
CD22, CD19, Lyn, PDCD1, PTPN6, TGFB1, TGFB2,
TGFB3, TGFBR1, TGFBR2, TGFBR3, CD3Z, DNASE1,
APCS, MERTK, C3, C1QA, C1QB, C1QG, C2, MBL2,
IGHM, IL-1, IL-4, IL-10 , IFNG, TNFa, MAN2A1,
T N F R S F 1 1 A / R A N K , T N F R S F 1 1 B / O P G ,
TNFSF11/OPGL。
これら遺伝子について1056 STSを作成し、その解析をす
べて終了した。

解析した遺伝子領域の長さは、全部で200kbの長さで
あった。これらの遺伝子の全エクソン、プロモーター領
域を解析した結果、合計314のポリモルフィズムを同定し
た。ほとんどが、SNPであったが、うち15はins/delであ
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った。エクソンの解析に際しては、隣接するイントロン
部にプライマーを設定しているため、一部イントロンも
解析している。

4) TNFRSF6/Fas, TNFSF6/FasL, Fli1, TNFSF10/TRAIL,
TNFSF12/TWEAK, Bcl-2, PTEN, FADD, TRADD,
CDKN1A, TNFRSF1A/TNFR1, TNFRSF4/OX40 ,
TNFSF4/OX40L, TNFSF5/CD40L, TNFSF13B/BAFF,
ICOS, CTLA4, CD28, FYN, G2A, CR2, PTPRC/CD45,
CD22, CD19, Lyn, PDCD1, PTPN6, TGFB1, TGFB2,
TGFB3, TGFBR1, TGFBR2, TGFBR3, CD3Z, DNASE1,
APCS, MERTK, C3, C1QA, C1QB, C1QG, C2, MBL2,
IGHM, IL-1, IL-4, IL-10 , IFNG, TNFa, MAN2A1,
TNFRSF11A/RANK, TNFRSF11B/OPG, TNFSF11/OPGL
の各遺伝子に同定したSNP（ごく一部ins/delを含む）は、
プロモーター領域に103個、5'UTRに19個、翻訳領域に72

個、3'UTRに54個、イントロンに66個で合計314個であっ
た。

このうちの約半数が、dbSNPに登録のない新規のSNP
であった。翻訳領域の72個のSNPのうち28個はアミノ酸
の変化をともなうnon-synonymousなものであった。

5)各遺伝子別のSNP数の内訳は、アルファベット順で表
記する。

APCSは6SNP、Bcl2は7SNP、C1QAは12SNP、C1QB
は2SNP、C1QGは4SNP、C2は5SNP、C3は21SNP、
CD19は5SNP、CD22は2SNP、CD28は9SNP、CD3zは
12SNP、CDKN1Aは8SNP、CR2は7SNP、CTLA4は1SNP、
DNASE1は5SNP、FADDは1SNP、Fli-1は9SNP、FYNは
6SNP、G2Aは4SNP、ICOSは7SNP、IFNGは0SNP、
IGHMは6SNP、IL10は5SNP、IL2は2SNP、IL4は3SNP、
LYNは3SNP、MAN2Aは8SNP、MBL2は20SNP、
MERTKは7SNP、PDCD1は6SNP、PTENは2SNP、
PTPN6は8SNP、PTPRCは11SNP、TRADDは1SNP、
TGFB1は2SNP、TGFB2は4SNP、TGFB3は4SNP、
TGFBR1は3SNP、TGFBR2は8SNP、TGFBR3は5SNP、
TNFは1SNP、TNFRSF11Aは5SNP、TNFRSF11Bは3SNP、
TNFRSF1Aは11SNP、TNFRSF4は3SNP、TNFRSF6は
9SNP、TNFSF10は12SNP、TNFSF11は11SNP、
TNFSF12は4SNP、TNFSF13Bは4SNP、TNFSF4は8SNP、
TNFSF5は2SNP、TNFSF6は1SNPであった。IFNGには、
minor allele frequency>0.1のSNPを見出さなかった。補体
関連の分子はSNPを多く認めた。

6)Non-synonymousのSNPを有していた遺伝子は、C1QA,
CIQB, CIQG, C2, CD19, CDKN1A, CR2, CTLA4, DNASEI,
IGHM, LYN, MAN2A, MBL2, MERTK, PDCD1, PTPRC,
TGFB1, TGFBR2, TGFBR3, TNFRSF11A, TNFRSF11BSで
あり、MAN2A, MERTKは最多の3個ずつ有していた。

7) 全身性エリテマトーデス患者264名(女性95%)、対照
269名（女性100%）について、それぞれDNAをプールし
てPLACE-SSCP法で解析し、314 SNPすべてのアレル頻度
を決定して、疾患との関連を検討した。またさらに別の
対照426名についてもアレル頻度を各SNPについて決定
し、全身性エリテマトーデス患者と比較した。

8)いくつかのSNPについて有意な全身性エリテマトーデ
スとの関連を見い出した。結果的には３種類の遺伝子に
ついて、全身性エリテマトーデスとの関連を見い出した。

9)single locus association studyとhaplotype-based
association study を３遺伝子について行ない、全身性エ
リテマトーデスと有意に関連するhaplotypeを見い出し
た。

10)見い出された３つの遺伝子について、機能解析を行な
った。

11)九州、山口、広島の大学、基幹病院、ならびに韓国、
台 湾 の 複 数 の 大 学 と East Asian Study Group for
Autoimmune diseases (EASTAD)を作り、全身性エリテマ
トーデス患者について、遺伝子解析を行なうネットワーク
を構築した（EASTAD home page: http://www.med.kyushu-
u.ac.jp/weil/index.html）。日本人検体については、各施設
の倫理委員会を経た上で採取を行ない、合計600名の患者
DNAと性別をあわせた同数の健常人コントロールを収集
することを完了した。

韓国、台湾においても倫理委員会の承認を得て全身性
エリテマトーデス患者の検体の集積が進んでいる。

12) 解析結果は、われわれのSNPデータベース(dbQSNP)
において公開している。

〈国内外での成果の位置づけ〉
１）解析方法に先進性かつ独自性がある。 (DNAプー
ル)PLACE-SSCP法は、PCR産物を蛍光標識し、キャピラ
リー電気泳動装置で分離する（PCR products are post-
labeled and are analyzed by an automated capillary
electrophoresis (PLACE) using single-strand conformation
polymorphism (SSCP) conditions）。分離された一本鎖の
DNAを蛍光の強度として定量的に検出し、配列の変化を
蛍光のピークのリテンションタイムの変化として検出す
る高度に自動化されたものであり、極めて効率良くSNP
頻度を決定できる点で他に類をみない特徴を有する。

この方法がMinor allele frequencyが0.1以上であれば極
めて正確にアレル頻度を決定することができることは既
に報告している(Am J Hum Genet 2001)。

２）疾患遺伝子の同定についても世界的な水準にあると
思われる。すでにDNaseI(Nat Genet 2001)をはじめ、い
くつかの全身性エリテマトーデス関連の遺伝子を同定し
ている。

３）全身性エリテマトーデスは、自己免疫疾患の代表と
も言える疾患であるが、患者数は全国で５万人と推定さ
れる。我々はすでに600名の遺伝子を有しており、さらに
その数を増やしている状況である。本邦はもちろんのこ
と、世界的に見ても、我々のグループは屈指の患者検体
数を有している。

〈達成できなかったこと、予想外の困難、その理由〉
1)全身性エリテマトーデス患者以外の自己免疫疾患患者
の検体を集めることがほとんどでできなかった。

関節リウマチについてはある程度の患者数を確保する
ことが出来、また遺伝子解析結果を報告することが出来
た。関節リウマチの患者さんは全国で70万人程度いると
考えられ、比較的困難は少ないと考えられた。

しかしながら、強皮症、多発性筋炎、皮膚筋炎、混合
性結合組織病、結節性多発動脈炎／ウエゲナ－肉芽腫
症／チャ－グストラウス症候群などの血管炎症候群、ベ
ーチェット病、成人スチル病などについては、ほとんど
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検体を集めることができなかった。各疾患の患者数が全
身性エリテマトーデスと比べても、さらに少ないこと

（たとえば強皮症は全国で5000名程度と考えられる。
その他の疾患についても強皮症と同数かそれ以下と考

えられる）、各疾患について、それぞれ各施設で倫理委員
会を通す必要があり、手続きが煩雑であったことなどが
挙げられると思われる。

2)解析結果を創薬まで発展させることができなかった。
最終目的は、患者特異的な治療法の開発であり、得ら

れた結果を創薬まで発展させるきっかけを作りたかった
が、検体の収集、遺伝子解析と機能解析までで終わって
しまい、マウスを含めたin vivoの解析まで進むことがで
きなかった。

〈今後の課題〉
１）疾患関連解析の精度をあげるためにも、できるだけ
多くのSLE患者検体を集める必要がある。現在のネット
ワークは九州、西中国を中心にしたものであるが、今後、
四国、西日本にネットワークを拡大することが必要であ
ると思われる。

２）さらに候補遺伝子の解析を進める。場合によっては
染色体の全領域を網羅的に解析する方法も行なう必要が
ある。
３）全身性エリテマトーデスの多発家系を集積して、
linkage analysisへと展開していくことも必要と考えられ
る。また、sib-pair analysis、transmission disequilibrium
test (TDT)も考慮する。

４）候補遺伝子の解析結果をmeta-analysisすることによ
って解析する必要もある。
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