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研究成果の概要（和文）：ゲノムワイド関連解析によって、これまで100を超える自己免疫疾患の候補遺伝子領
域が同定されてきた。本研究では、ロングリードシークエンシング技術を用いて、29種の免疫細胞サブセットに
おいてRNA-seqを行うことによって、計159,369 のアイソフォーム同定を行った。これらの一部は遺伝子多型に
よって発現量が制御されるスプライシングQTL(sQTL）であり、関節リウマチや全身性エリテマトーデスなどの原
因となっていることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Genome-wide association studies have identified more than 100 candidate loci
 for autoimmune diseases. In this study, we identified a total of 159,369 isoforms by RNA-seq in 29 
immune-cell subsets using long-read sequencing technology. Some of these were splicing QTLs (sQTLs) 
whose expression levels were regulated by gene variants, and were causal mechanisms for rheumatoid 
arthritis and systemic lupus erythematosus.

研究分野：ゲノム医学

キーワード： 自己免疫疾患　sQTL　ゲノムワイド関連解析　ロングリードシークエンス

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究によって、免疫遺伝子の多くには、選択的スプライシングによって複数のアイソフォームが存在し、その
発現量は遺伝子多型によって制御されていることが明らかになった。これらのアイソフォームカタログを、公共
データベースに登録予定であるが、今後、様々な多因子免疫疾患の病因解析に利用可能である。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
関節リウマチ、全身性エリテマトーデス（SLE）などの自己免疫疾患の多くは、複数の遺伝・
環境因子によって発症する多因子疾患である。これまで、ゲノムワイド関連解析（GWAS）が様々
な疾患で行われ、多くの疾患感受性遺伝子領域が同定されてきた。我々も、関節リウマチなどの
GWAS およびそのメタ解析を行うことによって、100 を超える遺伝子領域を明らかにしている
（Kochi Y et al, Nat Genet 2010, Okada et al, Nature 2014）。しかし、病因メカニズムを
解明するためには、これらの候補領域において疾患の原因となっている機能性多型を同定する
必要がある。重要なメカニズムとして注目されているのが、遺伝子多型が選択的スプライシング
に影響を与える領域、すなわち splicing QTL (sQTL)である。sQTL では遺伝子多型が splicing
を制御する配列を変化させることによって splicing に影響を与える。実際に自己免疫疾患の
GWAS の候補領域の詳細な解析によって、CTLA4、IRF5、TNFR1 などの遺伝子領域が sQTL であるこ
とが明らかになっている。sQTL が重要である理由として、選択的スプライシングによってもた
らされる transcript の配列の変化が、タンパク構造を大きく変える可能性があるためである。
したがって、自己免疫疾患における sQTL の役割の全貌を明らかにすることによって、疾患のメ
カニズム解明が進むことが考えられる。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、①long read sequencer を用いて、ヒト免疫細胞の各サブセットにおける isoform
の網羅的なプロファイルを作成し、②このプロファイルと日本人の免疫細胞サブセットの発現
データを用いて精度の高い sQTL 解析を行い、ヒト免疫細胞の sQTL カタログを作成し、③各種自
己免疫疾患の GWAS データと統合することによって自己免疫疾患の病態解析を行うこと、を目的
とする。 
 
３．研究の方法 
 
（1) RNA の準備 
 健常人末梢血の各免疫細胞（29 サブセット）から total RNA を 10ng 精製した。 
 
（2) long-read RNA-seq 
SMART-seq2 を用いて、mRNA 全長の cDNA ライブラリーを作成した。 
 MinION システム（Nanopore 社）を用いて cDNA の網羅的な sequencing を行った。 
 
（3) Isoform プロファイルの作成 
 GENCODE に登録されている isoform 情報をベースに、新規の isoform を同定するした。 
 各 isoform の発現比率を、細胞種ごとに明らかにし、isoform のプロファイルを作成した。 
 
（4) sQTL カタログの作成 
 各サブセットの isoform プロファイルをもとに sQTL 解析を行った。 
各 SNP の genotype と各 isoform の発現量の相関を統計学的に検定することによって、 
 細胞種ごとの sQTL を網羅的に明らかにし、sQTL のカタログを作成した。 
 
（5) GWAS 候補領域の解析 
 すでに解析済みの自己免疫疾患（関節リウマチ、SLE、筋炎、シェーグレン症候群）の 
  GWAS データと sQTL カタログを統合することにより、各自己免疫疾患の候補遺伝子領域 
  における sQTL の役割を網羅的に明らかにした。 
 
 
４．研究成果 
 
（1）免疫細胞サブセットにおける sQTL カタログの作成 
29 種の免疫細胞サブセットの long-read RNA-seq を行い、14,942 遺伝子において、計 159,369 
isoform の同定を行った。細胞種特異的発現を認めた isoform は、main isoform と比較して、異
なった転写開始点を利用したものや、ポリアデニル化の部位の異なったものが多かった、既存の
eQTL データの再解析によって、新たに同定された isoform の一部は遺伝子多型によって発現量
が制御される sQTL であり、関節リウマチや全身性エリテマトーデスの候補遺伝子領域と co-
localize することから、疾患の原因となっていることが示唆された。また、一部の isoform は、
他の免疫疾患（COVID-19 の重症化など）に関わる sQTL であることも明らかになった。これらの
データを整備したうえで、公共データベースで公開予定である。 



 
（2）タンパク質構造を変化させる sQTL の同定 
 疾患と関連する sQTL のうち、特にタンパク質構造を変化させるものを解析する手法として、
Integrated-isoform QTL analysis（I2-QTL analysis）を開発した（Yamaguchi K et al, Nat 
Commun in press）。これは、同じ遺伝子内で共通の coding sequence（CDS）を有する isoform を
集約したうえで、sQTL 解析を行う手法であり、既存の sQTL 解析と比較して、統計学的に検出力
が高く、より効率的にタンパク質機能を変化させる sQTL を同定することが可能であった（下図）。
この手法を用いて各免疫サブセットの sQTL データの再解析を行ったところ、各サブセットごと
に 300～600 個の I2-QTL が同定された。 
 

 
 



 
（3）疾患と関連する sQTL の同定 
 既存の疾患 GWAS データと、本研究で明らかにした sQTL を統合解析することによって、自己免
疫疾患の病因メカニズムを網羅的に明らかにした。 
 例えば、関節リウマチの関連遺伝子である PADI4 遺伝子は、これまで遺伝子発現量に影響をあ
たえるeQTL SNPが疾患の原因メカニズムであると考えられてきていたが、本研究においてPADI4
遺伝子領域を再解析することによって、新規に同定された isoform（PADI4 novel：下図）が疾
患に関与していることが明らかになった（Ishigaki K et al, Nat Genet in press）。この isoform
は、早期終止コドンを生じるため、酵素活性部位を欠くタンパク質を翻訳する可能性があり、こ
の isoform の発現量が低下することが疾患発症に関わっていることが考えられた）。 
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