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研究成果の概要（和文）：ABCA12にヘテロ接合性のみに変異を認める道化師様魚鱗癬４症例について全エクソー
ムシークエンス(WES)を行い、3例においてはABCA12のコーディング領域に新規の病原性変異を同定した。残り1
例ではWESにてもABCA12の病原性変異を同定できなかった。この家系でABCA12のtopologically associating 
domainの5M塩基長についてゲノム構造を解析したが、明らかな異常は同定されなかった。ABCA12発現低下との関
連が疑われる配列のデータについて、公開されているクロマチン修飾、および、HI-Cデータベースを用いて関連
性推定を行ったが、有力な情報は得られなかった。

研究成果の概要（英文）：We performed whole-exome sequencing in 4 harlequin ichthyosis patients with 
only heterozygous ABCA12 mutations which was elucidated by Sanger sequencing. We found the other 
causative ABCA12 mutations in 3 cases, but did not detect any ABCA12 mutation in the other patient. 
We analyzed the genome structure by sequencing of genomic DNA flanking ABCA12 (approximately 5M 
bases), including ABCA12 topologically associating domain. However, no causative abnormalities were 
detected in the ABCA12 topologically associating domain. Furthermore, we investigated the chromatin 
modification of putative ABCA12 expression-associated regions. But, we detected no significant 
finding in genomic DNA from the family. We also studied the three-dimensional structure of the 
putative ABCA12 expression-associated genome regions using HI-C data bases. However, no causative 
aberrant three-dimensional genome structures were obtained in genomic DNA from the patient and the 
family members.

研究分野：医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
(1) 研究代表者は先に道化師様魚鱗癬（HI）
の原因遺伝子が ABCA12 で有る事を世界に先
駆けて報告し（Akiyama et al. J Clin Invest 
2005）、その後も多くの患者において新規変
異を同定してきた（Akiyama Hum Mutat 2010）。
しかし、一方で遺伝子診断を行った患者の中
には、ヘテロ接合性にのみ ABCA12 のコーデ
ィング領域の変異が認められる一方、もう片
方のアレルが一見正常である為、確定診断が
つかない症例を多数経験していた。研究代表
者は毛髪から抽出した mRNA を定量する系を
作成することで(Takeichi et al. J Dermatol 
Sci 2013)、この様な症例では実際に ABCA12
の発現が低下していることを確認していた。
また、スプライシング変異やエキソンスキッ
ピングについても検討し、異常を認めないこ
とから、これら症例では ABCA12 の転写障害
により、HI が発症している事が考えられた。
研究代表者は、ABCA12 上流の近傍プロモータ
ーの解析を行い、ABCA12 の発現に必須の因子
を同定したが（Shimizu et al. Sci Rep 2014）、
この因子の変異は我々の調べた HI 患者には
認めないことから、ABCA12 の転写障害を起こ
す未解明のメカニズムが存在する事が強く
疑われている。同様の現象は HI 以外の他の
遺伝性疾患でも多数経験しており、このよう
な未知の遺伝学的発生機序は普遍的に存在
していると研究代表者は予測していた。 
 
(2) 研究代表者はこれまでに、パンドラ型復
帰突然変異(Ogawa et al. PLoS Genet 2014)、
擬 似 的 ホ モ 接 合 性 (Shibata et al. J 
Dermatol Sci 2015)など、遺伝性疾患の発症
に関わる特殊な遺伝学的メカニズムの存在
を証明してきていた。 
 
２．研究の目的 
(1) 本研究は、先天性疾患の原因となる新し
い遺伝学的メカニズムの存在を実証し、診断
がつかない遺伝性疾患の診断を可能にする
事を目的とした。具体的には、遺伝学的に確
定診断ができない道化師様魚鱗癬(HI)の患
者を対象とし、クロマチンの位相的会合性ド
メイン（topologically associating domains, 
TAD）を基盤とした遠隔性転写制御配列の変
異解析を行うことにより、クロマチン構造の
異常、遠隔エンハンサーもしくは TAD 境界形
成配列の変化による疾患発生機序の存在に
ついて検証を目指した。本研究の成功は、遺
伝子診断学に革新をもたらし、実際の臨床に
大きく寄与するのみならず、遺伝子治療戦略
の開発の上で、新たな研究領域を創成するこ
とを意味した。 
 
(2) 本研究では、実際の HI 患者、及び同じ
ABCA12 を原因遺伝子とする先天性魚鱗癬様
紅皮症（CIE) 患者において、ABCA12 の発現
低下を起こしうる、遠隔性転写制御配列の変
異の発見を目指した。変異配列の病的意義を、

患者及び血縁者間の遺伝解析、及びデータベ
ース解析、及び培養細胞を使った、chromatin 
conformation capture-on-chip 法(4C 法)に
より確認することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 本研究の対象となる道化師様魚鱗癬患
者家系の選択 
本研究の対象患者を選択するため、臨床的に
は常染色体劣性の遺伝性疾患である道化師
様魚鱗癬と診断されるものの、原因遺伝子の
ABCA12 にヘテロ接合性のみに変異を認め、遺
伝子診断の確定しない症例を抽出した。これ
らの患者では、道化師様魚鱗癬類似の他の先
天性魚鱗癬の原因遺伝子にも変異が無く、毛
髪由来 RNA で ABCA12 の発現の低下があるこ
とを確認した。これらの条件を満たした患者
は、ABCA12 のエクソン、および、その周辺、
もしくは、近傍プロモーターを対象とした配
列解析では発見できない変異があることが
想定された。このような症例を、本研究での
遠隔プロモーターの変異や、ゲノム構造異常
解析の対象とした。 
 
(2) データベースの解析によるABCA12のTAD
と遠隔エンハンサー領域の推定 
正常ヒト表皮ケラチノサイトの TAD は、公開
さ れ て い る デ ー タ ベ ー ス
(http://promoter.bx.psu.edu/hi-c/index.
html、Cell. 2014;159:1665-1680)より推定
される。この TAD 内のエンハンサー配列と境
界決定配列の位置は、公開されているデータ
ベース（http://genome.ucsc.edu/）により、
H3K27ac、H3K4me1 などのヒストン修飾の集積
や DNaseI 感受性の有無等から推定された。 
 
(3) 高密度 SNPマイクロアレイによるクロマ
チン構造異常の解析 
患者及び両親について、ABCA12 の存在する第
2 染色体のクロマチン構造異常を検出するた
め 、 高 密 度 SNP マ イ ク ロ ア レ イ
（HumanOmni2.5-8v1.0）を行った。施行は受
託業者に委託した。大領域の欠失、重複など
が検出されれば、サンガーシークエンス法に
より、塩基レベルでの変異配列の同定を行う
予定であった。 
 
(4) カスタムキャプチャープローブセット
による ABCA12 の TAD 領域のゲノムライブラ
リー作成と次世代シークエンサーによる解
析 
上記(1)で推定される、ABCA12 を含む TAD と
その近傍の TAD を含む、約 3 Mb の領域につ
いて、enriched targeted resequencing を行
った。本研究に必要なカスタムキャプチャー
プローブセットの作成から次世代シークエ
ンス、及び変異解析とアノテーションまでを、
委託して行った。得られた結果を以降の解析
に用いた。 
 



(5) (2)、(3)、(4)のデータの照合、および
家族間遺伝形式の解析による病原性変異の
検出 
(2)、(3)、(4)で得られたデータ、及び既存
のデータベースから、病原性を持ちうる遺伝
子変異を選別した。具体的には TAD 構造の変
化を伴いうる遺伝子構造の変異の他、
H3K27ac、H3K4me1、DNaseI-seq シグナルと転
写因子 ChIP-seq 等のデータベース解析の結
果を照合して特定されるエンハンサー配列
上に存在し、機能低下を起こしうる変異を病
的意義のある変異とする。このような変異を
対象に、両親を含む血族のゲノムについてサ
ンガーシークエンシングによる確認を行う
とともに、遺伝形式からみた妥当性を検討す
る計画であった。 
 
４．研究成果 
(1) 本研究の対象となる道化師様魚鱗癬患
者家系の選択 
本研究では、臨床的には常染色体劣性の遺伝
性疾患である道化師様魚鱗癬と診断される
ものの、原因遺伝子の ABCA12 にヘテロ接合
性のみに変異を認めるため、遺伝子診断の確
定しない症例を対象とした。これらの患者で
は、道化師様魚鱗癬類似の他の先天性魚鱗癬
の原因遺伝子にも変異が無く、毛髪由来 RNA
で ABCA12 の発現の低下があることから、
ABCA12 のエクソン、および、その周辺、もし
くは、近傍プロモーターを対象とした配列解
析では発見できない変異があることが想定
された。このような症例で、本研究では、特
に遠隔プロモーターの変異や、ゲノム構造異
常による疾患発症の可能性について検討し
た。 
当初の対象４症例について全エクソームシ
ークエンスを行い、3例においては ABCA12 の
コーディング領域に新規の病原性変異を同
定した。残りの 1例では全エクソームシーク
エンスにても、ABCA12、及び、その他の魚鱗
癬病因遺伝子のコーディング領域の病原性
変異を同定できなかった。そこで、その１例
について、以下の研究の対象とした。 
 
(2) データベースの解析によるABCA12のTAD
と遠隔エンハンサー領域の推定 
公開されている正常ヒト表皮ケラチノサイ
ト の TAD の デ ー タ ベ ー ス
(http://promoter.bx.psu.edu/hi-c/index.
html、Cell. 2014;159:1665-1680)より、表
皮ケラチノサイトにおける ABCA12 遺伝子の
TAD が推定された。公開されているデータベ
ース（http://genome.ucsc.edu/）により、
H3K27ac、H3K4me1 などのヒストン修飾の集積
や DNaseI 感受性の有無等から、この TAD 内
のエンハンサー配列と境界決定配列の位置
は推定された。 
 
(3) 高密度 SNPマイクロアレイによるクロマ
チン構造異常の解析 

(1)の結果、選択された患者及びその両親に
おいて、ABCA12 遺伝子の存在する第 2染色体
のクロマチン構造異常を検出するため、高密
度SNPマイクロアレイ（HumanOmni2.5-8v1.0）
を行ったが、大領域の欠失、重複などは、検
出されなかった。 
 
(3) ABCA12 の TAD領域のゲノムライブラリー
作成と次世代シークエンサーによる解析 
(1)で選択された患者、および、その父母の
ABCA12 の近傍の 5M 塩基長について、配列解
析を行った。ABCA12 の表皮ケラチノサイトに
おける topologically associating domain
はおよそ 3M 塩基長に及ぶことが知られてい
る。ゲノム構造を解析するために、得られた
配列について、転座、重複、反転等のゲノム
構造の変化、および、遠隔部位の配列欠失に
ついて、分析を施行したが、明らかな転座、
重複、反転等のゲノム構造の変化、および、
遠隔部位の配列欠失は発見されなかった。
個々の解析から得られた、ABCA12 発現低下と
の関連が疑われる配列のデータについて、公
開されているクロマチン修飾、および、HI-C
データベースを用いて、ABCA12 の発現低下と
の関連性について推定を行った。しかし、
ABCA12 の発現低下との関連性に有意なエビ
デンスの得られるものは、同定できなかった。 
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