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研究成果の概要（和文）：生きたままの病原性Th17細胞の分離に関しては，各試薬との至適反応時間の設定，を
行い，セルソーターを使った細胞分離と，その後の至適培養法などを確立した．また一卵性双生児の片方がMSを
発症し、もう片方が発症してない不一致例の2家系4例での全ゲノム塩基配列解析のデータを基に，レトロエレメ
ントの挿入のみならず，各種の構造多型から，各サンプルごとの一塩基レベルの多型まで網羅的に予測・検出で
きる実験系の確立が間近になり，他プロジェクトとのデータ(これまでに行なってきたサイトカインのデータ，
並行して行なっていた他の疾患関連遺伝子との複合解析など)とを総合して発表の予定としている．

研究成果の概要（英文）：Regarding the isolation of viable pathogenic Th17 cells, we set up the 
optimal reaction time with each reagent, and established cell separation using cell sorter and 
subsequent optimal culture method. Based on the data of whole genome nucleotide sequence analysis in
 4 families of 2 families with inconsistent cases where one of the identical twins developed MS and 
the other did not develop, not only insertion of retroelements but also various From the structural 
polymorphism, the establishment of an experimental system that can comprehensively predict and 
detect up to single base level polymorphism for each sample is nearing, and data with other projects
 (data on cytokines that have been done in parallel, parallelism Combined analysis with other 
disease-related genes that we were doing) and plan to announce.
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１．研究開始当初の背景 
多発性硬化症(multiple sclerosis, MS)は、遺
伝的な疾患感受性と環境要因の両者の相互
作用により発症すると推定されている。遺伝
要 因 に関し て は、全 ゲ ノム関 連 解 析
(genome-wide association study, GWAS)に
より、既知の HLA 遺伝子領域以外にも疾患
感受性遺伝子として IL7RA をはじめとして
100 以上の疾患関連 single nucleotide 
polymorphisms (SNPs)が同定されている。
しかし、この GWAS は、common variant 仮
説、すなわち同じ疾患の患者では同じ変異を
持つという仮説の下では有効であり、その仮
説の正当性を示す例であった。しかし GWAS
によって見出される疾患感受性SNPsはどれ
も単独では疾患発症に与える影響力が小さ
く、疾患の病態機序の全貌を理解できるまで
には至っていない。一方、multiple rare 
variants 仮説、すなわち一つの疾患は、別々
の変異を持つさまざまな患者小グループの
集合体であるという仮説の下では、目的とす
る遺伝子変異の疾患への影響力は強いが、
GWAS で は 検 出 困難 で あ る。 実 際 に
Parkinson 病 で の glucocerebrosidase A 
(GBA)変異のように multiple rare variants 
仮説に従うものも報告されている。 
 神経疾患の遺伝要因の検索には、 GWAS
が普及したことや検出の容易さから、これま
では主に SNPs 多型や小さな挿入/欠失を多
数例で検討する方法が用いられてきた。しか
しゲノムの多様性はそのような小規模の変
異にとどまらない。最近ではゲノムの持つ
様々な構造多型も注目されるようになった。
そのようなものの一つとして、レトロエレメ
ントの挿入部位多型がある。レトロエレメン
トは、現在もヒトゲノム中で複製活性があり、
生殖細胞で活性化されている他、放射線等の
ストレスといった環境要因によってもその
複製活性が制御されるため、個々人、あるい
は組織や細胞種類ごとでも挿入部位や個数
に多型が生じ得る。 
 レトロエレメントの挿入は、短期的には遺
伝子の破壊による機能喪失、レトロエレメン
トが持つプロモータ活性による遺伝子機能
亢進といった遺伝子機能の変化を起こす。長
期的にはゲノムの進化に大きな影響を及ぼ
してきたことが示されている。具体的な疾患
との関連性では、福山型筋ジストロフィをは
じめ、多数の疾患に関係していることが分か
っている。さらに、統合失調症の脳において
は、シナプスや統合失調症に関連した遺伝子
への挿入が観察され、病態への影響が示唆さ
れている。レトロエレメント挿入は、周辺の
遺伝子への影響も大きく，その意味でも重要
と考えられる。強い影響のある疾患感受性遺
伝子に偶然挿入が入って，発症への最終的な
トリガーとなることも十分考えられる。この
ようなレトロエレメントの挿入多型の網羅
的解析が、次世代シーケンサーの普及により
実行可能な時代になってきた。 

 私たちは、最近、一卵性双生児の片方が
MS を発症し、もう片方が発症してない不一
致例(discordant twin pair)の 2 家系 4 例での
全ゲノム塩基配列解析を実施した。この解析
により、リファレンスゲノムには無く、MS
患者においてのみ LINE-1 や Alu 配列の挿入
が認められる遺伝子領域が存在することを
見出した. 
 一方、MS のモデルである実験的自己免疫
性 脳 脊 髄 炎 (Experimental autoimmune 
encephalomyelitis, EAE) で は myelin 
oligodendrocyte glycoprotein (MOG) や
proteolipid protein (PLP)などの髄鞘抗原が、
炎症惹起抗原として用いられ、EAE は髄鞘抗
原特異的 T 細胞が惹起する。EAE は IFNγ
を産生する Th1 細胞でも IL-17 を産生する
Th17 細胞でも惹起されるが、MS では再発
期に Th17 細胞が増加し、髄液で IL17 が上
昇することから、Th17 細胞の関与が示唆さ
れてきた。最近、Th17 細胞の中でも、
multi-drug resistance type 1 (MDR1)を発現
する Th17 細胞サブセットや、IL-17 と IFN
γ の 両 者 を 産 生 す る Th17 細 胞 が 、
pathogenic Th17 細胞サブセットであるとし
て注目されている(Ramesh et al, 2014)。私
たちは、自験 MS 例で IL17 と IFNγを産生
する pathogenic Th17 細胞が、末梢血で有意
に増加していることを見出している（未発
表）。しかし、免疫系が多数の抗原に反応で
きるように進化しているため、健常者を含め
た全てのヒトが髄鞘抗原特的T細胞を持つ結
果になっている。そのうち一部の例でしか発
症しないのは、遺伝的要因や環境要因、ある
いは制御機構の破綻をきたす要因が加わっ
ているためと考えられている。 
 
２．研究の目的 
 以上のような背景を元に私たちは、 
1) MS の発症には、疾患関連遺伝子へ挿入さ
れたレトロエレメントによる病原性 Th17 細
胞の機能異常が関与している、 
2) 機能異常をきたした病原性 Th17 細胞の
中に髄鞘抗原特異的T細胞が含まれているた
め発症につながる、との仮説を立てた。 
 そこで、本研究では、上記の仮説をレトロ
エレメントの網羅的解析と挿入による Th17
細胞の機能変化の解析から立証することを
目的とした。 
 
３．研究の方法 
1) 病原性 Th17 細胞の分離 
 細胞を PMA+ionomycin で刺激し、cytokine 
capture assay 法にて IL-17 産生細胞を生き
たまま蛍光ラベルする。さらに、Rh123 にて
ラベルする。この時、Rh123 でラベルされず
(Rh123 を排出した細胞 = MDR1 を持った細胞、 
Rh123 efflux assay)、IL-17 を産生していた
細胞をセルソーターで分取する(病原性 Th17
細胞)。Rh123 でラベルされた IL-17 産生細胞
は、その他のTh17細胞として別途分取する。 



 
1.2) レトロエレメント挿入部位の決定と機
能変化予測 
 病原性 Th17 細胞、その他の Th17 細胞それ
ぞれにおいて、Ewing AD と Kazazian HH Jr 
(Genome Res. 20(9):1262-70, 2010) によっ
て開発された方法を用いて、LINE-1, Alu, 
SVA それぞれのレトロエレメントに特異的な
プライマーを用いた hemi-specific PCR によ
ってレトロエレメント挿入部のゲノム配列
を濃縮増幅し、次世代シーケンサーによって
配列を決定し、得られた配列のリファレンス
ゲノム上へのマッピングとクラスターの検
出を行う。遺伝子内や遺伝子近傍に挿入され
たものを選択するが、その際に挿入により遺
伝子機能が a)遺伝子の破壊や発現減少によ
る機能低下と予想されるもの、b)発現増強に
よる機能増強と予想されるもの、それぞれに
分けた上で解析を行う。MS患者および健常者，
病原性 Th17 細胞とその他の Th17 細胞それぞ
れにて比較し、レトロエレメント挿入の結果、
MS での病原性 Th17 細胞において有意に機能
低下あるいは機能増強と予測される遺伝子、
逆に健常者の病原性 Th17 細胞において有意
に機能低下あるいは機能増強と予測される
遺伝子、それぞれを抽出する。その上でパス
ウエイ解析を行い、Th17 細胞の機能に最も関
連した遺伝子を選択する。 
 レトロエレメント挿入部位に関しては、a) 
挿入部位多型であるもの、 b) 患者個人で新
たに生じた挿入であるもの、それぞれの可能
性がある。個人の中でのアリル頻度が1や0.5
である場合は前者と考えられる。一方、アリ
ル頻度が 0.5 未満であったり、病原性 Th17
細胞とその他の細胞でのアリル頻度が大き
く異なったりする場合は後者と考えられる。
前者の場合は、挿入部位特異的プライマーの
設計を行い、PCR での検出系を樹立する。後
者の場合は、該当遺伝子を含んだ領域をキャ
プチャーできるカスタムプローブを設計し、
それを用いてサンプルDNAから当該領域を分
離濃縮し、次世代シーケンサーにより多サン
プルを同時に解析する系を樹立する。 
 
４．研究成果 
  生きたままの病原性 Th17 細胞の分離に関
しては，正確な分離のための基礎実験として，
フローサイトメトリーによる条件の決定を
行った． Th17 細胞に関しては数が極めて少
ないために難航したが，採血量，Rh123 との
至適反応時間の設定を行った．また刺激方法
も，申請時に予定した PMA+ionomycin のみな
らず，，PHA，抗 CD3 抗体，抗 CD3 抗体+IL2，
Cytostim 試薬といった様々な方法を試した．
そして，それぞれの方法の至適用量設定，お
よび至適刺激時間の設定，Rh123 排泄に要す
る至適培養時間などを検討した．その結果，
安定して他の細胞分画と区別できた．さらに
セルソーターを使った細胞分離，および，分
離後の純度検定，生存率の検定，その後の培

養の至適方法などをそれぞれ検討した．本申
請期間中には，レトロエレメント挿入部位決
定法の問題が残ったため，実際の患者サンプ
ルまでは用いてないが，後述の方法が完成次
第，患者サンプルでの解析を行う予定である． 
 レトロエレメント挿入部位の決定と機能変
化予測に関して．当初は前述のような方法で
行い，準備を進めていた．しかしその方法で
は，LINE-1 などに特異的なプライマーとはい
っても，実際の配列には多様性があり，網羅
的な増幅に漏れてしまう挿入部位がでてく
る恐れがあること．レトロエレメント自体の
挿入しかわからず，広く染色体の転座や重複
といった構造多型を検出できないことなど
の弱点が明らかになった．そこで，下記の図
のように，whole genome sequencing のデー
タを用いた方法に変更した．その方法では，
レトロエレメントの挿入のみならず，各種の
構造多型から，各サンプルごとの一塩基レベ
ルの多型まで網羅的に予測・検出できる可能
性が期待された． 

 
この方法でパイロット的に行った結果を下
記に示す． 
 
 



このようにレトロエレメント挿入部位の候
補の絞り込みがうまくいってなかった(各サ
ンプルに固有な挿入部位は極めて少ないと
考えられる)．さらに予測された挿入部位を
個々に調べていくと，下記のように明らかな
誤判定が目立った． 

そこで，元データのゲノムへのマッピング方
法の際の各種パラメータ，マッピングプログ
ラムの選択，を行なったが，結果は芳しくな
かった．さらに予測を絞り込むため，マッピ
ングクオリティー，挿入部周囲の配列の特徴，
根拠となるリードのクオリティーなどの
様々な情報を基に絞り込みを続けているが，
その組み合わせの数が膨大であること，元デ
ータのゲノムへのマッピングだけでもだけ
でも 2 週間かかるなどの時間的制約のため，
まだ完全ではないが，次第に絞り込み数を減
らすことができている．今後は，本プロジェ
クト，および他プロジェクトとのデータ(こ
れまでに行なってきたサイトカインのデー
タ，並行して行なっていた他の疾患関連遺伝
子との複合解析など)とを総合して発表の予
定としている． 
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