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研究成果の概要（和文）：ベーチェット病の全ゲノム検索では HLA-B*510101 以外にも 2 つの

新規遺伝子を見出し、Vogt-小柳-原田病でも HLA-DRB1*0405 および他の疾患感受性遺伝子と

の相関を見出した。一方、アデノウイルス角結膜炎の病因検索で、世界初の 2 種のアデノウイ

ルス（53 型、54 型）を発見した。一方、新規抗酸化物質アスタキサンチンは有意にヒト眼底

血流を改善した。また、新たな NF-κB 阻害薬である DHMEQ は実験的ぶどう膜網膜炎を有意に消

炎した。 
 
研究成果の概要（英文）：In GWAS studies in Behcet disease, 2 new genes and HLA-B*510101 

were found. In Vogt-Koyanagi-Harada disease, HLA-DRB1*0405 and several genetic 

associations were also found. Virological studies revealed 2 new human adenoviruses(HAdV 

53 and 54). One of the carotenoids, astaxanthin showed significant increase of choroidal 

blood flow. DHMEQ, a new NF-κB blocker also showed significant suppression of 

experimental uveoretinitis.  
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１．研究開始当初の背景 
 研究代表者らは難治性内眼炎と HLA との
相関を世界に先駆けて発見し、その後世界的
規模で疫学調査、最新の分子生物学的手法を

用いた解析など先駆的な研究を行ってきた。
これらの疾患は欧米諸国において必ずしも
高頻度に見られる疾患ではないため、これら
の発症機構の解明は我々日本人研究者の手



にゆだねられている。すなわち、研究代表者
らの研究が世界最先端の研究であり、これま
でも世界の期待に応えてきた。またシルクロ
ードにおける少数民族の内眼炎調査を計画
しているグループは現在のところ我々を除
き世界でも見あたらない。一方、ウイルス性
結膜炎は院内感染としても重要であるにも
かかわらず、その感染機序、予防、治療に関
する研究はほとんど進んでおらず、genotype
の変異と流行に関連があることを報告して
いるのは世界でも我々のみである。また、
HSV 感染症は同一ウイルスの感染でも眼病
変が異なる。特に急性網膜壊死は現在でも 5
割が失明する疾患であり、ウイルス側の指向
性の要因、感染形態（receptor への接着、細
胞への侵入など）の解明は世界的にむけて大
きく貢献できることを確信する。 
 
２．研究の目的 
 ベーチェット病、Vogt−小柳−原田病、サル
コイドーシスに代表される内眼炎、ぶどう膜
炎は難治であり、遺伝的要素と外因的要素が
複雑に絡み合って引き起こされる疾病であ
る。本研究課題ではこれまでの成果をもとに
新たな手法を用いて、ベーチェット病、原田
病、サルコイドーシスなどの疾患感受性遺伝
子の発見をめざす。このため、諸外国の共同
研究者と研究グループを結成し、患者からの
DNAを収集し研究を進める。 
 一方、アデノウイルス(AdV)は、眼科領域
では流行性角結膜炎の原因ウイルスで、わが
国のみならず世界的にその流行が毎年繰り
返されている。わが国では年間約100万人の
新規罹患患者が存在する。しかしその流行の
本態、原因、病態などの詳細は依然として不
明であり、結膜炎や角膜炎を起こす血清型に
ついてウイルス自体の性状すら不明なこと
が多い。そこで我々が独自に開発したPCR-
RFLP法を用い、AdV角結膜炎の日本のみな
らず、近隣諸国の疫学情報を調査する。その
ため、国家横断的なAdV国際サーベイランス
センターの設立も検討する。また、類似の疾
患対照として、紫外線照射による角結膜炎、
ヘルペスウイルス角膜炎の病態解明、新規治
療法の開発をも試みる。 
 
３．研究の方法 
（1）疾患感受性遺伝子の発見・同定 
 約 3万個のマイクロサテライトマーカーを
用いてゲノムワイドにベーチェット病、原田
病およびサルコイドーシスの責任遺伝子を
検索する。 
 
① ベーチェット病、原田病およびサルコイ
ドーシス患者およびその国の健常者を対象
として、各疾患患者 300 人から文書による同
意のもとに採血する。 

現地調査、患者診察、採血については各疾
患の患者の臨床症状を正しく把握する意味
でも我々が直接現地に出向いて行う。また海
外研究協力者が行う場合は臨床症状を詳細
に記録し、血液の郵送は北海道大学大学院医
学研究科に対し空輸で行う。 
② 100 人１集団として、各検体の DNA 濃度
が均一になるように調整、混合し、pooled 
DNA 溶液を作成する。Pooled DNA（PCR1
反応あたり 24 ng）、DNA ポリメラーゼ、
dNTP、buffer などの混合溶液を、ロボット
で 96 穴プレート約 300 枚に分注する。3 万
個の各MSマーカーの蛍光標識プライマーを
含む溶液を、上記で作成した 96 穴プレート
に、ロボットを用いて瞬時に混合し、直ちに
PCRを行う。すなわち、一集団のpooled DNA
に対して３万回の PCR を機械的に系統的に
行う。 
③ PCR 産物を、蛍光自動 DNA 解析機（ABI 
3700 DNA analyzer）で電気泳動し、Gene 
Scan ソフトウェアにて MS のアリル分布を
解析する。100 人から 150 人分の合計（pooled 
DNA）の波形が得られ、波形パターンからす
べてのピークの高さの総和を求め、その値に
対してそれぞれのピークの高さの割合を求
めることによって推定頻度を算出する。 
④ 算出された推定アリル頻度をメインコン
ピューターのデータベースに登録し、3 万マ
ーカーそれぞれについて、疾患群のアリル分
布と健常群のアリル分布を統計学的に比較、
検討する。Fisher の 2×2、2×n などの検定
法を用いた統計学的解析により、疾患遺伝子
と相関する陽性 MS マーカーを検出する。 
⑤ 疑陽性 MS マーカーを除外するため、同
じ疾患で別の100人から150人の患者集団を
用いて同様の解析を行う。患者集団のサブグ
ルーピング基準としては、HLA および年齢、
性別、臨床症状（例えばベーチェット病の場
合では完全型、不全型等）などに基づく。 
⑥3 次スクリーニングまで行い、陽性となっ
たマーカーについてすべての検体を用いて
individual タイピングを行い、陽性マーカー
の確認をする。こうして、最終的に疾患遺伝
子と相関する MS マーカーを決定し、疾患遺
伝子の存在する領域をゲノム上で 100 kb 以
内に絞り込む（MS マッピング終了）。 
 以上の方法で絞り込まれた領域で SNP 多
型解析、またはダイレクトシークエンシング
を行い、疾患特異的アリル変異を同定する。 
 
（2）ウイルス性眼疾患における分子疫学的
検討 
 従来の PCR-RFLP 法では同定不能な臨床
分離株が、近年アデノウイルス結膜炎患者
から多数分離されている。我々はこれまで、
PCR-RFLP 法の改良法により迅速かつ高感
度なアデノウイルス検出法の開発を行った。



本研究ではこの新しい解析方法を用い、こ
れまで同定不能であったアデノウイルス変
異株を同定し、ヘキソンをコードする遺伝
子の一部の塩基配列を解読、標準株と比較
検討し進化系統樹を作製する。さらにヘキ
ソンと並ぶ血清型の抗原決定基であるファ
イバー領域についても同様に進化系統樹を
作製することにより、血清型の同定を試み
る。これまで蓄積された疫学データを元に、
流行と関連性のある起因ウイルス DNA の
epitope を検討する。現在までの結果ヘキ
ソンおよびファイバーについての調査が一
部終了しているが、他部位についても、よ
り詳細に検討する。さらに AdV 結膜炎の拡
大予防の一環として、ウイルス自体の性状
について、その抵抗性などを再検討する。
また、韓国、中国、バングラデシュなどの
近隣諸国およびトルコ、サウジアラビアの
疫学的調査を行う。 
 
（3）新規抗酸化療法の開発 
 アスタキサンチンはカロテノイド類のキ
サントフィルに属し、主にエビ・カニなど
甲殻類、サケ・マスの身、タイ・コイの表
皮などに含まれる天然色素の一種である。 
ルテインの 3.5 倍の抗酸化作用をもつと同
時に、プレドニゾロンと同等の抗酸化作用
も示すことを我々は示してきた。今後の臨
床応用を検討する上で、健常人における脈
絡膜血流に及ぼす効果について検討をおこ
なう。 
 NF-κB (nuclear factor- κB)は生体内の
組織に ubiquitous に存在し、細胞増殖・生
存に必要な細胞内情報の伝達に関与する。
通常､抑制分子である IκB (inhibitor of 
κB)と結合した状態で細胞質中に存在する
が､種々の刺激によってリン酸化され核内
へ移行し､サイトカイン産生、細胞増殖、ア
ポトーシス等に関わる遺伝子の転写を活性
化する。DHMEQ (dehydroxy methyl 
epoxyquinomicin)は微生物の２次代謝産物
から弱い抗菌物質として発見されたエポキ
シキノマイシン(epoxyquinomicin)の骨格
を元に分子デザインされた新たな低分子の
NF-κB 阻害薬である。ヒト内因性ぶどう膜
炎の動物モデルである実験的自己免疫性ぶ
どう膜網膜炎（experimental autoimmune 
uveoretinitis ; EAU）を用いて、NF-κB
阻害薬である DHMEQ が治療薬として有効で
あるか検討する。 
                        

 カロテノイドであるアスタキサンチンを
ボランティアに経口投与し、眼底の脈絡膜循
環への改善効果を LSFG(laser speckle flow 
graphy)を用いて測定した。2重盲検試験を用
い、プラセボ群と比較した結果、摂取開始 2
週間後にアスタキサンチン 12mg 摂取群でプ
ラセボ群に対して有意に黄斑部の脈絡膜循
環の指標となる SBR(square blur rate)値の
改善がみらた(Wilcoxon signed rank test, 
P=0.0443)。4 週間の摂取で、血清学的・医学
的な副作用はみられなかった。脈絡膜血流量
の増加が見られ、脈絡膜炎や内眼炎治療への
応用が期待できることが示唆された。 

４．研究成果 
(1) 疾患感受性遺伝子の発見・同定 
 約 3万個のマイクロサテライトを用いた全
ゲノム網羅的遺伝子解析をベーチェット病
に対して行い日本人で toll like receptor 
(TLR) 4 遺伝子が新しい疾患感受性遺伝子の

一つであることを発見し(Ann Rheum Dis 
2008;67:725-727)、その結果の再現性を韓国
人 ベ ー チ ェ ッ ト 病 患 者 で も 確 認 し た
（Rheumatol 2009;48: 638–642）。トルコ人
ベーチェット病においても TLR4 遺伝子の多
型と疾患感受性についてデータを解析中で
ある。またこのマイクロサテライトでの全ゲ
ノム網羅的解析の中で HLA-A,B,C,E,F,Gにつ
いてさらに詳細な解析を行い HLA-A*26 が
HLA-B*51 陰性者で有意に多くみられること
を確認した(Ann Rheum Dis. 2010；69:747-54)。 
 また難治性内眼炎である原田病に対して
200例程度の日本人検体を用いPTPN22遺伝子
(Molecular Vision 2009; 15:1115- 1119)や
NALP1 遺伝子(現在投稿中)について病態との
関係を明らかにした。 
 マイクロアレイチップを用いたベーチェ
ット病の全ゲノム網羅的 SNP解析を横浜市立
大学眼科、東海大学分子生命科学分野と共同
研究の上、相関解析を行い２つの新規疾患感
受性遺伝子を見出した。この結果は現在トル
コ人、ギリシャ人、韓国人などの他民族との
比較を行い海外有力雑誌に投稿中である。 
（2）ウイルス性眼疾患における分子疫学的
検討 
 ヒトアデノウイルス（HAdV）のヘキソンお
よびファイバー領域の塩基配列を解析し、
我々は世界で初めての新型ヒトアデノウイ
ルスを２種類発見した。それらは２００９年
の国際ウイルス学会アデノウイルスワーク
ショップ(ハンガリー：ブダペスト)でそれぞ
れ５３型、５４型という新名称が付けられた。
現在、これら新型ウイルスの遺伝子解析結果
を基盤とした新規治療薬の開発に取り組ん
でいる。 
 臨床症状の原因となる HAdV 遺伝子はいま
だ特定されていないが、ヘキソン領域の
sequence解析によって中和のepitope領域は
かなり絞られてきた。これにより今後治療薬
やワクチンの開発に期待が寄せられる。 
（3）新規抗酸化療法の開発 

 また、新たな NF-κ B 阻害薬である
dehydroxy methyl epoxyquinomicin (DHMEQ)
を投与することによりマウスに誘導した実



験的自己免疫性ぶどう膜網膜炎が治療群で
発症は遅延し（P<0.01）、組織学的な重症度
は軽症化した（P<0.05）。T 細胞増殖反応は
DHMEQ 添加により抑制された。また T 細胞、
抗原提示細胞を DHMEQ で前処理した場合、い
ずれも増殖は抑制されたが、T 細胞の前処理
でより強い増殖抑制効果がみられた。さらに
治療群では網膜での NF-κB p65 核内転送が抑
制された。DHMEQ 投与により実験的自己免疫
性ぶどう膜網膜炎の発症遅延および病態の
軽症化が示され、その機序として主に T細胞
に作用して T細胞増殖反応を抑制し、眼局所
ではNF-κB核内転送の抑制によることを明ら
かにした。これらの結果からNF-κB阻害薬は、
ヒト内因性ぶどう膜炎の新たな治療戦略に
なり得ると考えられた。          
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