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研究成果の概要（和文）：クローン病発症に影響を与える TNFSF15遺伝子多型について、どのよ

うな機序で影響を与えるのか解析した。その結果、-358T/C多型が活性化T細胞においてTNFSF15

遺伝子の転写活性に影響を与えることを確認した。またその機序として、-358T/C における転

写因子結合の差が関与していることを示した。当初その転写因子は GATA3 と予想していたが、

GATA3 ではないことを確認した。 

 

研究成果の概要（英文）：TNFSF15 is a susceptibility gene for Crohn's disease (CD). We 

speculated that one or more of the SNPs associated with CD may act as cis-regulatory SNPs. 

To reveal the effects of the SNPs on the transcriptional activity of TNFSF15, we first 

examined the allelic expression imbalance of TNFSF15 in peripheral blood mononuclear 

cells (PBMCs). When PBMCs stimulated by phytohemagglutinin (PHA) were examined, the 

allelic ratio of mRNA transcribed from the risk haplotype to the non-risk haplotype 

increased, compared with the ratio without stimulation. When peripheral blood T cells 

and Jurkat cells stimulated by phorbol 12-myristate 13-acetate + ionomycin were examined, 

an allelic expression imbalance similar to that observed in PBMCs stimulated by PHA was 

confirmed. The promoter assay in stimulated Jurkat cells showed that the luciferase 

activity of the promoter region (-979 to +35) of the risk haplotype was significantly 

higher than that of the non-risk haplotype, and deletion and mutagenesis analysis 

demonstrated that this difference resulted from the -358T/C SNP. The promoter activity 

of -358C (risk allele) was higher than that of -358T (non-risk allele) in stimulated T 

cells. This effect of -358T/C on the transcriptional activity in stimulated T cells may 

confer susceptibility to CD. 
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１．研究開始当初の背景 

クローン病は消化管を冒す特発性炎症性疾

患であり，未だ病因は不明である．一卵性双

生児研究，高家族内発症率から，遺伝的要因
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の発病への関与が明らかな多因子疾患と考

えられている．この遺伝的要因を明らかにす

るため或いは感受性遺伝子を特定するため

に、主に２つの遺伝学的方法を用いて解析が

なされてきた。一方が連鎖解析であり、他方

が相関解析である。欧米において罹患同胞対

を用いた連鎖解析及び、ポジショナルクロー

ニングが施行され、現在までクローン病感受

性遺伝子として CARD15(NOD2)遺伝子, OCTN 

1/2遺伝子が報告されている。しかし申請者

らの検討で、CARD15（Gastroenterology, 

2002）、OCTN1/2 遺伝子（Scand J 

Gastroenterol, 2006）ともに、日本人クロ

ーン病においては感受性を規定していない

ことが明らかとなった。そこで、日本人クロ

ーン病の感受性遺伝子を同定するために、本

申請者らも含め多数の感受性候補遺伝子解

析（相関解析）が行われ、いくつかの日本人

クローン病感受性遺伝子を同定し報告して

きた。その中で、日本と欧米人共通に感受性

を示した遺伝子が、TNFα遺伝子である。本

申請者らは、まず日本人クローン病と TNFα

遺伝子の 5’領域多型が相関すること、英国

においてもクローン病と相関すること、さら

に相関する多型の機能解析を行い、報告して

きた（Gastroenterology, 1999, Hum 

molecular Genetics, 2002）。また臨床的に

も、TNFαに対する中和抗体を投与すること

で短期間に緩解を導入できることがわかり、

その分子の重要性については既にコンセン

サスができている。 

一方、TNFαだけに限らず、TNF ligand/ 

receptor family は、腸管を含む粘膜免疫に

強く関与することが多数の遺伝子改変マウ

スを用いた解析より確認されている。このよ

うな TNF ligand/receptor family の炎症性

腸疾患との関連が蓄積されていくなかで、

2005 年になり TNF ligand superfamily 15 

(TNFSF15)遺伝子多型とクローン病との間で

相関を示すことが報告された。その後申請者

らの施設においても、TNFSF15遺伝子多型と

日本人クローン病と相関が認められること

を、確認し報告した（Gut, 2006）。TNFSF15

は、主にマクロファージ・樹状細胞等の抗原

提示細胞にて産生され、抗原刺激を受けた T

リンパ球の（Death receptor 3 を介して）γ

インターフェロンの産生を亢進させ、Th1 優

位の免疫反応を促進する作用を有する分子

であり、既にクローン病の炎症局所で m-RNA

レベル、蛋白レベルで高発現されていること

が確認されている。本申請者らの検討では、

tnfsf36（-640A/G）と tnfsf35（-358T/C）の

5’領域に存在する多型において、p=1.84×

10

-6

、odds ratio=1.85 と最も強い相関を認め

た。（なお、tnfsf36 と tnfsf35 は完全連鎖し

ており、p値や odds ratio は両多型で同じ値

を示している）。 

 引き続きこの遺伝子周囲の多型について

も相関解析を行い、相関マッピングを行った

が、これ以上の相関を示す遺伝マーカーは認

められなかった。以上より、tnfsf36 と

tnfsf35 の両多型が集団遺伝学的に、日本人

クローン病の感受性を左右していることが

本申請者らの結果により示された。 

 それでは、どのようにこの両多型がクロー

ン病感受性を左右しているのかが問題とな

る。一般的に SNP が疾患感受性に影響を与え

るメカニズムとして、①アミノ酸置換による

変異蛋白が機能異常を示す場合、②転写開始

部位の変更あるいはスプライシング異常に

よる変異蛋白の出現或いは蛋白発現異常、③

転写活性或いは m-RNAの安定性への影響等が

考えられる。一方、日本人が保有する多型で

アミノ酸置換を起こす多型は存在しないこ

と、予備実験として、スプライシング異常と

思われる m-RNAがクローン病患者より検出さ

れないことより、①と②の可能性は低いと考

えている。一方、最も相関が強い tnfsf36 は

-640A/G、tnfsf35 は-358T/C の多型であり、

両多型ともに 5’領域に存在し、この多型が

転写活性に影響を与えて感受性に影響を与

えている可能性が考えられた。また、配列を

転写因子結合部位予測ソフトで解析すると、

-358T（クローン病に抵抗性を示す対立遺伝

子）で GATA3転写因子の結合配列が、-358C(ク

ローン病に感受性を示す対立遺伝子)でその

結合配列が消失することが予測された。また

GATA3 転写因子は、Th2 へのリンパ球分化の

マスター転写因子と考えられていること、ク

ローン病の炎症は Th1優位の炎症であること

より、以下のメカニズムを通して感受性を左

右しているのではないかと考えている。 

 Th1免疫反応を促進する TNFSF15遺伝子は、

-358T の対立遺伝子の場合、Th2 マスター転

写因子である GATA3 が-358 周辺に結合し、

TNFSF15の転写活性を抑制し Th1 への分化を

制御しているが、-358C の対立遺伝子の場合、

GATA3 の結合配列が消失するため、GATA3 に

よる転写活性抑制がかからなくなるため、

TNFSF15が過剰産生され、結果的に Th1 優位

の炎症がおき、クローン病になりやすくなる。 

２．研究の目的 

 -358T/C 或いは、-640A/G の多型により転

写活性が影響を受けることを示すこと。さら

に、転写活性がどのようなメカニズムで、各

対立遺伝子間で差がでるのか解析する。 

３．研究の方法 

(１）プロモーターアッセイ 

対立遺伝子毎に、転写活性に差が生じていな

いかluciferaseをレポーターとしたプロモ

ーターアッセイを行った。 

① plasmidの作成：reporter plasmidとして 

pGL4 vector (Promega)を使用。+35～-991ま

での範囲を、既に遺伝子型が判明されている



検体を使いPCRで増幅し、KpnI, SmaIにて切

断したpGL4 vectorに挿入しsubcloningした。

多型部位は-640A/Gと-358T/Cの２ケ所で、そ

れぞれ２つの対立遺伝子が存在するため、２

X２の４種類のハプロタイプが存在するが、

実際には-640A/Gと-358T/Cは完全連鎖して

いるために、ゲノムDNAからのPCR増幅では２

種類のハプロタイプしか得られないため、他

２種類のハプロタイプは、既存のハプロタイ

プをもとにして、site directed mutagenesis 

kit（TaKaRa）を用いて作成した。 

② plasmid導入細胞およびその条件： 

TNFSF15遺伝子の発現は、リンパ球系、マク

ロファージ系で認められることより、Jurkat

細胞, U937細胞を用いて検討した。Jurkat細

胞の刺激剤としては、PMA, Ionomycinを、U937

細胞の刺激剤としてLPSを用いて、適当な濃

度、時間を検討し、条件を決めた。なお、ト

ランスフェクション試薬は、Jurkatでは、

X-treameGENE Q2(Biochemica), U937とHeLa

についてはFuGENE6(Roche)を用いて施行し

た。また内部コントロールとして、Renilla 

luciferaseを用いたreporter vectorをコト

ランスフェクションした。 

③ Luciferaseの測定：Dual-Luciferase Re 

porter Assay System(Promega)を用いて、発

光を定量した。なお本システムは、培養細胞

の蛋白抽出から一連の作業がキット化され

ており、添付文書に従い測定した。 

(２）対立遺伝子特異的m-RNAの定量法を用い

たin vivoでの対立遺伝子特異的転写活性予

測：SNPによる転写活性への影響を解析する

場合、前記のin vitroにおけるプロモーター

アッセイが一般的であるが、最近必ずしもプ

ロモーターアッセイが、in vivoの状態を反

映するとは限らないことが報告されており、

今回の検討においては、SNaPShot法を用いた

対立遺伝子特異的m-RNAの定量法（組織中或

いは細胞内）にて、in vitroと同様の結果が

in vivoで確認できるか検討した。この方法

の原理は、問題となっているtnfsf36

（-640A/G）、tnfsf35（-358T/C）の両多型

とexon4に存在するTNFSF15_26の多型とが完

全連鎖不平衡であることを利用し、m-RNAの

TNFSF15_26部位の塩基を確認することで、ど

ちらのプロモーターから転写されたm-RNAで

あるかを特定し、定量する手法である。 

(３）Gel shift assay 

①プローブの設計：-640A/G或いは-358T/Cを

含む約20～25bpを合成しプローブとした。

DNAの検出系としてNon-RI系を用いるためプ

ローブの5’末端にビオチンラベルをしたhot 

プローブとラベルをしないcoldプローブを

作成し、Gel shift assayに用いた。 

②培養細胞からの核蛋白質の抽出：Jurkat細

胞, U937細胞, HeLa細胞の無刺激、刺激下条

件それぞれの、核蛋白質を既法により抽出し、

-80℃で実験まで保存とした。 

③ Gel shift assay：各多型毎のプローブに 

より、多型特異的に（対立遺伝子特異的に）

シフトバンドが出現しないかどうか、確認す

る。また予測された転写因子に対しては、抗

体を用いてスーパーシフトしないかどうか、

確認する。特に今回の場合、GATA3が-358Tの

プローブのみに結合し、-358Cでは結合しな

いことが予測されているので、そのようなシ

フト、スーパーシフトがおこるかどうか、ま

たGATA3の発現している細胞（Jurkat細胞, 

U937細胞）の核蛋白でシフトし、GATA3の発

現していない細胞の核蛋白でシフトが認め

られないかどうかもあわせて確認した。 

４．研究成果 

(１）刺激下 Jurkat 細胞では TNFSF15-mRNA

発現量が著明に増加する：未刺激の Jurkat

細胞 TNFSF15-mRNA 量を１とした時、PMA+ 

ionomycin で 6時間刺激すると TNFSF15-mRNA

量は 780.93 倍、12 時間刺激では 5325.73 倍

に増加を認めた。Jurkat 細胞は、PMA+ 

ionomycin 刺激下では著明に TNFSF15 を発現

する事が示された。 

(２）刺激下 Jurkat 細胞では、クローン病リ

スクアリル優位の allelic imbalance を認め

る：未刺激時の TNFSF15-mRNA は、ABI PRISM 

SNaPshot Multiplex Kit の検出感度以下であ

り、測定できなかった。リスクアリル由来の

TNFSF15-mRNA 量は、非リスクアリル由来に比

べて、刺激 1時間後 51.2%、3 時間後 68.5%、

6 時間後 68.3%、12 時間後 59.7%と増加率が

高かった。 

(３）刺激下 Jurkat 細胞では、-358 SNP C 

allele は T allele に比較し転写活性が高い： 

Jurkat 細胞にトランスフェクションを行っ

たのち無刺激の状態では、plasmid GC（-640G

と-358C の組み合わせハプロタイプが挿入さ

れているプラスミドの意味）、plasmid AC、

plasmid GT、plasmid AT のいずれの間にも

relative promoter activity (RPA) に有意

差を認めなかった (t 検定,P>0.05)。一方、

トランスフェクション後に PMA+ionomycinで

刺激を与えた Jurkat 細胞では、-358 SNP に

C allele を持つ plasmid GC と plasmid AC が

他のプラスミドに比べ、有意に RPA が高値を

示した。さらに、-640 SNP を deletion した

plasmid C と plasmid T での比較では plasmid 

C の RPA が有意 (t 検定、P=0.006)に高値を

示した。少なくとも-358 SNP がリスクアリル

由来の C アリルである場合、PMA+ionomycin

刺激下の Jurkat 細胞では他のプラスミドに

比べ RPA 値が有意に高値を示した。U937 細胞

では、plasmid C と plasmid T 間で比較した

場合、無刺激 (t 検定,P=0.77)、刺激 (t 検

定,P=0.81) のいずれでも RPA 値に有意な差

を認めなかった。HeLa 細胞でも同様に

plasmid C と plasmid T 間で RPA 値に有意差



は認めなかった (t 検定,P =0.18） 。 

(４）-358 SNP 部に結合する核蛋白が存在す

る：Gel shift assay の結果、未刺激 Jurkat

細胞核蛋白では-358 C allele を含むプロー

ブではシフトバンドを認めず、-358 T allele

を含むプローブでは弱いシフトバンドを認

めた。刺激 Jurkat 細胞核蛋白では-358 C 

allele を含むプローブでは弱いシフトバン

ドを、-358 T allele を含むプローブでは明

瞭なシフトバンドを認めた。それぞれのシフ

トバンドの特異性は cold probe を加えると

消失することで確認された。少なくとも-358 

SNP 部に-358 T allele に優位に結合する核

蛋白の存在が示された。また、HeLa と K562

の核蛋白を用いた結果では、どちらのプロー

ブでもシフトバンドは認めなかった。また抗

GATA3 抗体にてスーパーシフトを観察できな

かったことより、結合する核蛋白は転写因子

GATA3 ではないことを確認した。 

 以上の結果より、TNFSF15 遺伝子多型の中

で、少なくとも rs6478109 (-358T/C) が

regulatory SNPとして働いている事が強く示

唆された。-358C アリル (リスクアリル) は

-358T アリル (非リスクアリル) と比較して、

刺激時 Tリンパ球において TNFSF15の転写活

性が高いことにより、疾患感受性を高めてい

ることが示唆された。 
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