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研究成果の概要（和文）：本研究では、ANCA関連血管炎の活動性に免疫細胞における体細胞変異が影響すると考
え、患者DNAと血液検体を用いて遺伝子領域の体細胞変異の検出を行うための実験体制の確立と、その解析を行
なった。研究期間を通じてANCA関連血管炎患者を主体とする104症例の全ゲノムシークエンス、並びに63検体の
血液RNAseqを実施し、RNA-Mutect法を用いて体細胞変異を検出して疾患に関わる体細胞変異を同定した。また、
MENTR法などのインシリコ解析で機能的影響を推定した。また、活動期と寛解期とでは体細胞変異の検出パター
ンが変化することを解明した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we hypothesized that somatic mutations in immune cells affect
 the activity of ANCA-associated vasculitis. We established an experimental system for detecting 
somatic mutations in gene regions using patient DNA and blood samples, and performed statistical 
analysis. Throughout the study period, we conducted whole-genome sequencing of 104 cases mainly 
consists of ANCA-associated vasculitis patients and blood RNA-seq of 63 samples. We detected somatic
 mutations by using the RNA-Mutect method and identified disease associated mutations. We also 
estimated functional impacts using in-silico analysis such as the MENTR method. Furthermore, we 
clarified that the pattern of somatic mutations changes between the active phase and the remission 
phase.

研究分野：ゲノム科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、主に生殖細胞系列ゲノム解析や遺伝子発現解析によって行われてきた自己免疫性疾患解明のための生
体ビッグデータ解析において、生まれたあとでゲノムに発生する体細胞変異の影響を網羅的に解明するため計画
された。体細胞変異は主にがんの主要な要因であるが、自己免疫性疾患の発症や活動性への影響ははっきりわか
っていない。本研究では自己免疫性疾患の一つであるANCA関連血管炎発症や、再発と寛解に関わる可能性のある
体細胞変異を見出した。これらは将来の同疾患の治療に貢献する可能性がある。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
体細胞突然変異はがんにおいて勢力的に研究されているが、がん以外の疾患における体細胞変
異の役割はあまりわかっていない。一般に病気の主座である分化した組織・細胞種では体細胞ゲ
ノムをもとに遺伝子発現が行われるため、体細胞突然変異が病気の発症に影響する可能性は高
い。これまでは技術的・解析的な困難があったため、研究があまり進んでいなかったが、次世代
シーケンサーの開発とその実験コストが相対的に安価となってきたことと合わせ、具体的に体
細胞変異を網羅的に検出し、疾患発症やその活動性と関係する体細胞変異を同定することが可
能であると考えられた。 
そんな中我々は ANCA 関連血管炎(以下 AAV)と体細胞変異の関わりに着目した。その理由は、①
好発年齢が 55～74 歳と高齢者に多いこと、②患者毎に重症度、病型、治療反応性が異なる原因
の一つに抗体産生細胞の増殖や免疫に関連した遺伝子に体細胞変異が入っている可能性が考え
られたことによる。また、我々が研究開始した直後には、同じ血管炎であるクリオグロブリン血
管炎で体細胞変異の関与が報告された（Singh et al. Cell 2020;180(5):878-894.）。 
 
２．研究の目的 
 
本研究計画では、多因子疾患における体細胞変異の役割を観察するための研究デザインとして、
自己免疫疾患である AAV を対象として血液細胞の体細胞ゲノム変異をターゲットとすることに
より技術的困難を克服し、その疾患発症に与える役割を解明する。それによってがん以外の疾患
が体細胞突然変異によって引き起こされ得るものか評価し、ひいては発症予防や治療へと導く
医学的知見の創出を目的とする 。  
 
 
３．研究の方法 
 
104 例の AAV 患者を主体とする全ゲノムシークエンス（WGS）、並びに健常者を含む 63 検体の血
液細胞 RNA シークエンス（RNAseq）を行った。生殖細胞系列ゲノムデータである WGS には存在せ
ず、RNAseq には存在する体細胞変異を効率的に検出するため RNA-Mutect アルゴリズム（Yizhak 
et al. Science 2019; 364: eaaw0726.）を軸に解析し、より確度の高い体細胞変異の同定を行
うパイプラインを策定した。これにより血液中細胞の持つ体細胞ゲノムに発生した体細胞変異
を検出し、AAV やその活動性と関連する変異を解析した。 
 
４．研究成果 
 
17 例の疾患活動期 AAV （顕微鏡的多発血管炎 12例、好酸球性多発血管炎性肉芽腫症 2例、多発
血管炎性肉芽腫症 3例）、疾患コントロール（他の自己免疫性疾患 7例）、健常者 10例について
解析した。17 例の AAV 患者のうち、12例については疾患安定期からも検体を採取し同様に解析
を行った。健常人 10 例のデータは、テクニカルアーチファクトにより生じる体細胞変異の偽陽
性を取り除くために用いた。 
 
AAV 患者および疾患コントロール群からのべ 249 個の体細胞変異を同定した。得られた変異の中
で GTEx プロジェクトにおける 467 人、2,519 検体から得られた 8,870 個の変異と共通するもの
はなかった。変異箇所におけるシークエンスの深度と変異を有するリードの割合の関係を観察
したところ、シークエンスのカバレッジの高い箇所でより割合の少ない変異が検出されている
ことが分かった(図１)。17人の疾患活動期 AAV 患者のうち 15人 (88.2%) は 1 つ以上の体細胞
変異を有していた。１患者における体細胞変異数の中央値は 5個であり、その数は疾患コントロ
ール群や、安定期における体細胞変異数と有意な差をみとめなかった(図２)。また、変異部位の
翻訳領域、非翻訳領域、スプライシング領域の割合は、理論上考えられるものから有意な逸脱を
みとめなかった(図３)。 
 
249 個の変異にそれぞれ 1個の遺伝子を対応させ、合計 186 個の遺伝子を得た。186 個の遺伝子
のうち 41 個は免疫系に関連する遺伝子（ImmPort に含まれるものとして定義）であったが、変
異を有する遺伝子の中で免疫系の細胞が多いという傾向はみられなかった(カイ二乗検定、p = 
0.42)。同様に、細胞増殖に関わる遺伝子が多く含まれるかどうかを検討したが、有意な傾向は
みとめなかった。186個の遺伝子のうち13個については複数の患者において共通して観察され、
うち 5 つはユビキチンシステムに関連するものであり、13 個の遺伝子についての機能的特徴を
Metascape を用いて解析を行うと、ユビキチンシステムに関連する遺伝子が有意に多く含まれる
ことが分かった(図３)。 



 
疾患活動期 AAV 患者に同定された変異 126 個のうち 19 個は MENTR 法によりいずれかの血球細胞
において遺伝子発現を変化させる(abs(Δprobability)≧0.05)と予測された。そのうち 4 つに
ついては、その変異を有する検体の Bulk RNA-Seq で発現量が健常人と比較して MENTR による予
測と同じ方向で有意差をもって変動していることが確認された。また 126 個のうち 41 個はアミ
ノ酸配列を変化させるようなものであり、さらにうち 20 個はタンパク質の機能に大きく影響を
与えると予測されるようなものであった (CADD phred score > 20)。その 20個の変異の機能的
意義を解析するため、K562 細胞における CRISPR によるノックアウトデータを解析したところ、
うち１つの遺伝子では MHC-Class I 関連の、またうち１つの遺伝子では MHC-Class II 関連の抗
原提示シグナルが上昇することが分かった。寛解導入後に 17 人中 12 人の患者を追跡調査した
ところ、76.4％の体細胞変異が検出されなかった。さらに、93.3%の機能喪失型変異が疾患安定
期には消失した。 
 
以上から、活動的な疾患状態を示す AAV 患者の一部で、病的な影響を及ぼす可能性のある体細胞
変異を発見した。興味深いことに、これらの変異の大部分が寛解導入後には検出されなかった。 
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