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研究成果の概要： 
リウマチ疾患の遺伝要因を東アジアで検討した。各遺伝子多型には民族差があった。RAはタ

イで印度の影響かDRB1*1001が増加した。SLEではDRB5*0101が遺伝因子と推定した。ETS1と

の相関はみられない。SSｃでは DRB1*1502が相関し CTGFは相関しない。ベーチェット病では

HLA-A*2601,B*39が相関した。データーシステム ASCAと処理時間で優れたハプロタイプ推定ソ

フトR-SATを作成した。 
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１．研究開始当初の背景 
慢性関節リウマチ（RA）や強皮症（SSc）、

SLE、ベーチェット病(BD)などリウマチ性疾

患の多くは原因不明であるが、その発症に遺

伝因子の関与がある事が推定され、特に、HLA

を中心とした遺伝マーカーとの相関が報告

されている。しかし、白人とはその遺伝背景

が異なる我々東アジア民族の報告は非常に

少ない。そして、日本と他のアジア民族間で

も遺伝背景は差があると考えられる。HLA遺

伝子単独でこれらのリウマチ疾患の遺伝背

景すべて解明されるとは考えられず、複数の

遺伝子が発病や疾病に関与していると考え
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られる。 

    我々はこれまでも韓国、台湾、タイと共

同研究を行い、平成14-16年度の科研費（基

盤B海外）では本研究テーマについて調査研

究を行い、共通の臨床データベースの作成、

研究対象とする遺伝子等につき協議し、その

成果は科研費成果報告書(課題番号

14406018)に報告している。その基盤B(海外)

研究を発展させたのが本研究である。 

本研究では、ハプロタイプ推定プログラムの

開発にも重点を置いた。ハプロタイプ推定に

は, 最尤法を EM アルゴリズムで解く手法が

最も多く用いられている． EM アルゴリズム

は，得られる解は初期設定値の影響を大きく

受け，局所的な最適解に収束しやすい. また，

想定するモデルが大きくなるほど計算量が

膨大になる．またベイズ理論を基にしたハプ

ロタイプ推定法も有力な手法として用いら

れている．Stephens らによって提案された

PHASE 法はより高い精度の推定結果を出す

ことが可能である．しかし，計算量が膨大に

なるため，解析にかかる時間が非常に長くな

る．また，収束判定が難しいという問題点も

ある． 

 

２．研究の目的 
本研究は、日本、韓国、台湾、タイのリウ

マチ性疾患(RA, SLE, SSc, BD)の HLA及び、

その他の遺伝要因の共通性とその差違を検

討する事からこれらの疾患の遺伝背景、病因

を解明する事と、サンプル資料の収集を目的

とする。そして東アジア民族の共通性と差異

から疾患の遺伝的背景を明らかにする事を

目的とする。具体的には、遺伝因子として主

にHLA-A, B, DR, CTLA-4, CD14, TLR4, CTGF, 

ETS1の解析を目的とした。臨床マーカーとし

て自己抗体との関連の検討も目的とした。さ

らに本研究はハプロタイプ推定プログラム

の開発も目的とする。これらを通じて将来の

治療、検査、診断法の改良、開発に役立てよ

うというのが大きな目的である。 

研究の目的とする遺伝因子には以下のよ

うな臨床的意義があり、今回の対象とした。 

HLAは抗原認識や免疫応答に関与する膜蛋

白であり、CTLA-4はリンパ球活性化、免疫制

御に関与する蛋白である。これらについては

前述の科研費報告書に参照されたい。 

 CTGF(Connective Tissue Growth Factor)

は、繊維芽細胞の増殖や細胞外 matrixの産

生に関与することが知られている。第６染色

体q23-27に位置し、-945G/CのSNPが知られ

ている。Fonseca等は（NEJM 2007）-945GG

及び-945Gアリルが強皮症で、特に抗Scl-70

抗体や抗セントロメア抗体（ACA）をもつ患

者において優位に増加している事を報告し

ている。 

 CD14は単球、マクロファージ、好中球に発

現している lipopolysaccharideとその結合

蛋白の複合体や、細菌成分に対する受容体で

ある。そのシグナルはToll-like receptor 4 

(TLR4)を介して細胞の活性化や、炎症性サイ

トカインの分泌を促す。CD14及び TLR4はリ

ウマチ疾患の病因候補と考えられる。CD14は

第５染色体の q31.1に位置し-159C/T SNPが

ある。 

Sullivan et al. (2000) は，ETS1 遺伝子

下流域に見られる CA繰り返し配列多型を解

析 し ， ア リ ル 1 と discoid lesions, 

anti-cardiolipin antibodies, arthritis, 

hematuriaとの関連、アリル7とvasculitis, 

positive RPR, lymphopeniaとの関連を報告

した。今回は日本人やアジア人についてETS1

と病気の関連を調べる事を目的とした。 

さらに本研究はハプロタイプ推定プログ

ラムの開発も目的とする。ハプロタイプを実

験によって決定するには, 多大なコストや



時間を要する．そのため近年では，実験から

容易に得ることのできるジェノタイプを多

数集め，ハプロタイプを統計的に推測する方

法が用いられている．本研究では，選択する

組み合わせを減らして，既存の手法と同程度

の結果を出力できるアルゴリズムを開発す

る事を目的とした。また本提案手法と既存の

アルゴリズムとの実行結果の比較を行うこ

とにより提案アルゴリズムの評価を行った． 

 

３．研究の方法 
(1)サンプリングと臨床データーベース 

本研究では、海外共同研究のための体制整

備がその目的の一つである。サンプルは、各

国で収集し、臨床所見も前述の報告書に順じ

て各国でまとめる事とした。自己抗体として

抗核抗体等に加えて、抗galactose欠損 IgG

抗体（CARF）も測定した。 

(2) HLA-分析： 

 タイピングは、INNO-LiPATM HLA-A又は B 

Update、HLA-DRB decoder (INNOGENETICS)、

Micro SSPTM Allele Specific HLA class I

又はⅡ DNA Typing Tray (ONE LAMDA)を用い

て行なった。 

(3) その他の遺伝因子の分析 

 ① CTLA-4 +49A/G, -318C/T, -1661A/G, 

-1772T/Cの各 dimorphismは Donner等、

Deichmann等、Huson等(J Clin End Met 1997; 

BBRC 1996; Hum Gen 2002)の PCR-RFLP法で

検討した。  

 ② CTGF –945G/C dimorphismは、アリル特

異的プライマーと、内部標準プライマーを用

いて前述のFonseca 等の方法で検討した。 

 ③ CD14 -59C/T dimorphismは特異的プラ

イマーと AvaII を用いた Baldini等の方法

（Am J Res Cell Mol Biol, 1999）を用いて

検討した。 

④ TLR4 +896A/G (+299Asp/Gly)は特異的

プライマーと NcoIを用いた Erridge等の方

法（JEM, 2003）を用いて検討した。 

⑤ ETS1はSullivan 等の方法に準じ、ETS 

1 遺伝子下流域多型領域のアリルの検出を

試みた。PCR法用いたプライマー配列は、

6-FAM-GGTATTATTTCAGCTGCAGTTTG (上流側) 

と CAGGGAGTGTGTTGGGTGG(下流側) である。

PCR産物は、ABI377DNAシークエンサーにて

DNA断片長を解析した。解析には Gene Scan

を用いた。各アリルの塩基配列も検討した。 

(4)ハプロタイプ推定法の開発 

本研究では，あたらしいハプロタイプ推定

手法（R-SAT法）を提案する． R-SAT 法にお

いては，まず，適当な頻度 をN 個生成し，そ

れらをそれぞれ解候補とし，全解候補におけ

る尤度の最大値 が収束するまで以下のステ

ップを繰り返し，そのときの頻度 を推定値と

する．全解候補において，それぞれ尤度を計

算する．候補尤度のなかで最も高い尤度を持

つ解候補をもとに，新たな解候補を生成する。

開発したR-SAT法を、既存のソフトウェア

PHASE，EHPLUS と比較した。 

 

４．研究成果 

(1) サンプリングと臨床データーベース 

 前述の報告書に準じて臨床症状を各国で

管理した。臨床データーベースシステムASCA

を作成した。CARFは、従来の RFより診断に

優れているが抗CCP抗体がより優れていた。 

(2) HLAの分析 

HLAのアリル分布には民族差が顕著に見ら

れた。疾患関連は前述の報告書も参照された

い。RAとの相関では、日韓と同様、DR*0405

が台湾やタイ RAでも phenotype 頻度(PF)で

各40.6%、30.0%と有意に増加していた。また、

タイ RAでは*1001が 6%にみられ、おそらく

印度からの影響ではないかと推定した。 

SLEでは、日韓で DRB1*1501増加が認めら



れている。タイではそのPFは21%と対照17%

に比しわずかな増加にとどまった。しかし、

DRB5*0101が対照29%に比し44%と有意に増加

していた。これはタイではDRB1とDRB5の連

鎖がみだれているためであった。DRB5*0101

はタイ対照群では 34.5%が、SLEでは 44.4%

がDRB1*1602と連鎖していると思われる。タ

イの結果は、SLEでは DRB5*0101が疾患感受

性遺伝子である可能性を強く示唆している。 

SSｃ で は 抗 Scl-70+群 で 日 韓 で

DRB1*1502-DRB5*0102との相関が認められて

いる。台湾では*1502頻度は民族的に低いよ

うである。タイでは*1502が Scl-70+群でPF

が59%と対照19%に比し有意に増加していた。

台湾ではDRB5*0102と同じV-FLEDRエピトー

プをもつ DRB1*1101が、タイでは＊1106が

各々21%、8%とやや増加していた。DRB1*1502 

- DRB5*0102がアジアの SSCの疾患感受性遺

伝子である事がタイでも証明された。 

日、韓、台のBDで認めたB*5101の増加に

関しては前述の報告書を参照されたい。さら

に日本 BD（眼症状有）では A*2601が対照群

14.4％(PF)に比し 36.7%と非常に強い相関が

あった(p<0.001)。B*5101と A2601のどちら

かをもつ割合はBDの74.7%にも及んだ。いず

れも持たない群でB*39が30%と増加傾向があ

った(P<0.005).B*5101とA2601は連鎖不平衡

にはなく、A*2601は独立した疾患感受性遺伝

子と考えられる。臨床症状との関連に関して

は現在検討中である。 

(3) その他の遺伝因子の分析 

 ① 日本人正常群のCTLA-4のSNP頻度及び

西欧との民族差に関しては前述の報告書を

参照されたい。日韓とタイでは民族差があっ

た。日本 RAでは有意な相関はみられなかっ

たが、タイRAでは+49AAが26.0%(対照13.1%)

と有意に増加していた。日本人SLEと CTLA4

との相関も認めなかった。韓国 SLEでは

-1772Tアリルとの強い相関が認められてた

(Song等)。日本人 SSｃと CTLA4との相関も

認めなかった。タイでも日本と同様に差を認

めなかった。日本人 BDの検討では有意な差

を認めていない。台湾RA,BD,SSｃの検討結果

でも群間に有意な差は認めなかった。CTLA-4

はこれらの疾患の主たる原因遺伝子ではな

いだろうと推定される。 

 ② 日本人正常群でのCTGF –945C/G 多型の

頻度は、Fonseca等の論文にある英国対照群

における頻度と差はなかった。タイ正常人で

はGがCより多かった。タイSSc群では対照

群と差がなかく、抗 Scl-70群でも差がなか

った。SSA+群で-945Cが 50.0%と、SSA-群の

30.3%と比し多い傾向があったが、有意では

なかった。この結果、頻度には民族差があり、

アジアでは SSｃとの相関はないと考えられ

る。タイSLEの検討でも頻度に差はなく、そ

の関与はないと考えられる。 

 ③CD14-159C/Tについては、日本RA群と対

照群に有意な差はなかった。女性患者、RF陽

性患者群、DRB1*0405陽性群でも優位な差は

なかった。この結果は Fontaine等（Scan J 

Rheum, 2006）の結果を支持し、更に RF群、

DR*0405群でも相関しない事を示唆している。

尚、ドイツと日本人の間に有意な頻度の差が

見られた。タイでも対照群と RAの間に差は

無かった。 SLE、SScについてもタイの患者

群で検討したが対照群との間に有意な差を

認めず、自己抗体との関連もなかった。日本

人 BD群も対照群と差はなかった。台湾でも

RAとBDでは有意な差はなかった。 

④ TLR4 +896A/Gのdimorphismは、日本で

はすべて Aであり、多型性を認めなかった。

台湾サンプルでも同様であった。TLR4の疾患

への関与は今後の検討課題である。 

⑤ ETS1について、全ての集団で最も頻度

が高かったアリルは、185bpで、遺伝子頻度



は日本人、タイ健常者、タイSLE患者で各々

0.456、0.415、0.428である。次いで頻度が

高いのは、195bp アリルである。日本人だけ

で認められたアリルは 186bp、194bp、196bp

であったが、いずれも頻度は高くない。タイ

人だけのアリルは、190bpが 1名にのみヘテ

ロ接合で観察された。稀なアリルを持つ個体

については、塩基配列を検討中である。５つ

のアリルが Sullivanと共通していたが、そ

の分布は大きく異なっていた。 

 日本人とタイ人との間で頻度の差につい

て検定したところ、183bpと 193bpはタイ人

で頻度が高く（各t=5.67，p<0.0001；t=3.31，

p=0.002）、187bpと197bpは，日本人で頻度

が高くかった （各t=2.93，p=0.03；t=3.04，

p=0.002）。分布を比較したところ，χ二乗値

は73.9，p<0.00001となって，両者の分布に

は顕著な差があった。タイ人健常人集団とタ

イ人SLE患者集団のアリル頻度の差に違いは

ない。その分布にも有意な差は見られなかっ

た(χ2=4.71，p=0.79)。 

 (4)ハプロタイプ推定法の開発 

各手法で既報の199人のデータのハプロタ

イプ頻度推定を行い結果を比較した。遺伝子

座の数は3（HLA-A，HLA-B，HLA-DRB1）、対立

遺伝子の数はそれぞれ12,27,26 である。  

アルゴリズムごとにハプロタイプを推定し

た結果を以下に示す（試行回数50 回の平均：

カッコ内は，R-SAT法，PHASE,EHPLUSの順）。

ハプロタイプ頻度の差異の絶対値の和（0.50、

0.53、0.52）、および，AER(推定に失敗した

ハプロタイプの数の割合を百分率で表したも

の)（28.2％，27.7％，－）については、3手

法とも大きな差はないが、正解の推定では

R-SAT、EHPLUSの精度がややよかった。アルゴ

リズムにおける試行ごとの標準偏差(SE)は，

R-SAT法がややばらつきが大きかった(0.16、

0.10,0)。尤度の対数をとったもの(logL)は

（-791,-813,-792）であった。実行時間(run 

time) は（66,195,101 sec）であった（ただ

し，R-SAT はMathematica 上で，PHASEと

EHPLUS はC コンパイラで実装）。サンプルデ

ータの解析結果から，本実験で用いた実デー

タの推定においては，R-SAT ，PHASE，EHPLUS 

がほぼ同等の結果を与える知見を得た．また，

サンプル数が十分でない場合においては，必

ずしも尤度の高い解が良い解ではないことを

確認した。実行時間の比較から，R-SAT が最

も実行時間が短いことがわかった．この結果

から，サンプル数や遺伝子座数の多いデータ

の推定を行う際に，R-SAT 法を適用すること

が期待できる。 

 尚、研究結果は順次論文にて発表予定であ

る。本研究は、研究組織欄の先生方に加えて、

村山隆司、矢吹太郎、川島秀俊、谷本潔昭、

松多邦雄、森正樹、川杉要、安原美季、中上

尚子、小林奈津子、大野木由加、関雅巳、Lee 

EB、Hong GH、Wu CS、Chou CT、Liu HW、Kasitanon 

他の国内外の諸先生や研究補助員のご協力

をいただいて遂行した研究である。 
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