
岐阜大学・大学院医学系研究科・教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１３７０１

基盤研究(C)（一般）

2023～2021

遺伝性自己炎症疾患における病的意義不明遺伝子バリアントの評価法の確立

The development of in vitro functional assay system for the genetic variants in 
inherited autoinflammatory diseases.

６０３８１６２０研究者番号：

大西　秀典（Ohnishi, Hidenori）

研究期間：

２１Ｋ０７７７０

年 月 日現在  ６   ６ １０

円     3,300,000

研究成果の概要（和文）：本研究の目的は最近発見された遺伝性自己炎症性疾患の責任遺伝子のうち、IL36RN、
TNFAIP3、PSMB9、SAMD9L、IKBKG遺伝子について、病的意義不明バリアントの評価実験系を構築することであ
る。本研究により患者由来生体試料を用いることなくHEK293系統の培養細胞を利用して患者で検出された遺伝子
変異を評価するためのin vitro実験系が構築された。また一方で、IL-36リガンド受容体複合体構造解析につい
ては、機能的にはIL-36αによる活性をIL-36Raタンパクが阻害できることは確認できているが、リガンドとの結
合能を保持したIL-36受容体タンパクの作成が課題として残った。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study was to establish an experimental system for the 
evaluation of variants of unknown pathological significance in the recently discovered genes 
responsible for hereditary autoinflammatory diseases, namely the IL36RN, TNFAIP3, PSMB9, SAMD9L and 
IKBKG genes. This study has established an in vitro experimental system for the evaluation of 
genetic variants detected in patients using cultured cells of the HEK293 lineage without the use of 
patient-derived biological samples. On the other hand, with regard to the analysis of the IL-36 
ligand-receptor complex structure, it was confirmed that the IL-36Ra protein can functionally 
inhibit the activity by IL-36α, but the creation of an IL-36 receptor protein that retains the 
ability to bind to the ligand remains an issue.

研究分野： 小児科学

キーワード： 自己炎症性疾患　遺伝子変異

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、IL36RN, TNFAIP3, IKBKG, PSMB9, SAMD9Lそれぞれの遺伝子のバリアントの病的意義の判定を行
う、in vitro実験系が構築できた。今後、別途実施中あるいは実施予定の全国症例実態調査や新規に発生した疑
い症例で見出された病的意義不明遺伝子バリアントについて、本法を用いることで患者由来生体試料を用いるこ
となく病的意義の判定が可能となった。適切な確定診断を行うことで、効果的な治療を行うことにつながると考
えられる。

※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 

近年の遺伝子解析技術の急速な発展、普及に伴い、次々に新たな遺伝性疾患の責任遺伝子が明

らかとなっている。原発性免疫不全症(primary immunodeficiency syndrome; PID)、遺伝性自己

炎症疾患(autoinflammatory disease; AID)についても同様であり、国際免疫学会連合が 2年に

1度更新発表している PID の分類(含む AID)によると、2017 年度には約 350 遺伝子が登録されて

いたが、2019 年度には約 430 遺伝子となり 2 年間で急激に増加していることがわかる。日本国

内においても遺伝子解析体制が整備されつつあり、2017 年度からは一部の PID、AID の遺伝子解

析が保険収載され、申請者が理事を務めている日本免疫不全・自己炎症学会(JSIAD)とかずさ DNA

研究所の協力により全国的に遺伝子解析体制を整備するに至っている。しかし解析事例の中に

は、病原性不明のバリアント(variant of unknown significance; VUS)が同定され、遺伝子解析

だけでは問題解決に至らない症例が多数発生しており問題視されていた。 

 

２．研究の目的 

本研究では自験例や、国内で発生し AID が疑われた症例の情報を JSIAD と連携し集積し、遺伝

子解析の結果同定された VUS について評価する in vitro 実験系の構築を行うことを目的とし

た。これにより患者の確定診断、適切な治療につなげ医療に貢献することができると考えられる。  

具体的には、近年発見された遺伝性AIDの責任遺伝子のうち以下の3つのカテゴリーの疾患群、

合計 5 遺伝子を対象とした。①自己炎症性角化症の解析: 2011 年に炎症性サイトカインである

インターロイキン(IL)-1 ファミリー分子のひとつ IL-36 の内因性拮抗分子をコードする IL36RN

遺伝子の欠損により汎発性膿疱性乾癬(Deficiency of interleukin thirty-six receptor 

antagonist; DITRA)を引き起こすことが報告されている(Marrakchi S, N Engl J Med 2011)。

②若年発症ベーチェット病の解析: 2016 年に TNF-α等の細胞内シグナル伝達経路を抑制的に制

御する分子 A20 をコードする TNFAIP3 遺伝子のハプロ不全変異よりベーチェット病類似の早発

型自己炎症疾患を引き起こすことが報告されている(Zhou Q, Nat Genet 2016)。③新規 I型イ

ンターフェロン症の解析: 近年 IFN-α等の I型インターフェロンの産生過剰により AID を引き

起こすことが提唱され、I 型インターフェロン症と呼ばれている。このうち当科で発見報告した

新規疾患である PSMB9 異常症(Kanazawa N, Nat Commun 2021)、2020 年に報告された SAMD9L 遺

伝子の機能喪失型変異及び IKBKG 遺伝子の exon5 欠失変異による I 型インターフェロン症

(Adriana A. de Jesus, J Clin Inv 2020)の合計 3疾患。 

 

３．研究の方法 

本研究では、遺伝性自己炎症疾患の責任遺伝子のうち、IL36RN、TNFAIP3、PSMB9、SAMD9L、IKBKG 

の 5 遺伝子を対象とした解析を行った。評価対象となる遺伝子バリアントはそれぞれの発現ベ

クターを site directed mutagenesis 法で遺伝子置換を行った。 

IL36RN、TNFAIP3、IKBKG 遺伝子については Dual luciferase assay 法による NF-κB 転写活性

を測定する実験系を利用した。CRISPR-Cas9 により TNFAIP3 遺伝子、IKBKG 遺伝子をそれぞれ欠

失させた細胞株(TNFAIP3 deficient HEK293,IKBKG deficient HEK293)を樹立した。リガンドと

なる IL-36α及び IL-36Ra(野生型及びバリアント型)については BL21(DE3)大腸菌を使用してリ

コンビナントタンパクを発現し、液体クロマトグラフィーで高純度精製した。TNF-αは R&D 社か



ら購入した。  

IL36RN 遺伝子の評価には、HEK293T 細胞に pcDNA3.1+ IL-36R と Luciferase assay 用のベクタ

ー群を transfect し、24 時間後に IL-36α及び IL-36Ra を添加し、6 時間後に細胞を回収した。

TNFAIP3、IKBKG 遺伝子の評価には、それぞれの欠損細胞株に pcDNA3.1+ TNFAIP3 あるいは IKBKG

のそれぞれ野生型及び野生型及びバリアント型のベクターと Luciferase assay 用のベクター群

を transfect し、24 時間後に TNF-αを添加し、6 時間後に細胞を回収した。回収された細胞溶

解液を Dual luciferase assay 法で測定した。 

SAMD9L遺伝子の評価には、細胞増殖能を評価する実験系を利用した。HEK293FT細胞をCellTrace 

FarRed で染色後、pAcGFP1 SAMD9L(野生型及びバリアント型)を transfect し、IFN-βの刺激の

有無の条件下でそれぞれフローサイトメーターで FarRed と GFP の蛍光強度を測定し、細胞増殖

能を検討した。 

PSMB9 遺伝子の評価には、HEK293T 細胞に pcDNA3.1+ PSMB9(野生型及びバリアント型)を

transfect し、24 時間後に細胞を回収した。この細胞溶解液を用いて immunoblot 法により PSMB9

タンパクが前駆体から成熟型に変換されるかどうかの検討を行った。 

 

４．研究成果 

① IL36RN遺伝子バリアントの評価系構築: IL-36R transfected HEK293T細胞に対してIL-36α

刺激で増加するNF-κB転写活性は、野生型IL-36Raで阻害することができるが、病的変異を導入

したIL-36Raでは十分な阻害ができないことが証明された。研究当初、構造解析に向けたタンパ

ク試料の調整を行ない、機能的にはIL-36αによる活性をIL-36Raタンパクが阻害できることが

確認できたが、高純度精製したIL-36受容体タンパクとIL-36α、IL-36Raそれぞれの分子間相互

作用が確認できない状況が続いており、今後改善策の検討が必要である。 

② TNFAIP3遺伝子バリアントの評価系構築: TNFAIP3 deficient HEK293細胞に対してTNF-α刺

激あるいはCARD11 F130Vバリアント(NF-κB転写活性を増加させる機能獲得型バリアント)をco-

transfectした細胞に対して、TNFAIP3野生型はNF-κB転写活性を阻害できるが、既知の病的変

異型ではこの抑制能が破綻する。一方で、最近保険収載検査などでTNFAIP3遺伝子を解析され、

PIDJ委員会等で新規に見出された遺伝子バリアント(多くはミスセンス型)では、そのほとんど

がNF-κB転写活性の破綻を認めず、病的意義がない遺伝子多型であることが判明した。 

③ IKBKG遺伝子バリアントの評価系構築: 通常のHEK293細胞では、TNF-α刺激によりNF-κB転

写活性が増加するが、IKBKG deficient HEK293細胞ではこの機能が喪失している。ここにIKBKG

野生型をtransfectすると機能は回復するが、既知の病的変異型では回復しない。 

④ SAMD9L遺伝子バリアントの評価系構築: SAMD9L-SAAD患者由来不死化B細胞を用いた細胞増殖

能実験(BrdU法)にて病的変異を有する細胞株では有意な細胞増殖の抑制が示されるが、

HEK293FT細胞を使用した一過性発現実験においても、同様に変異型では野生型と比較して有意

な細胞増殖の抑制が再現された。 

⑤ PSMB9遺伝子バリアントの評価系構築: PSMB9異常症患者由来細胞で、PSMB9タンパクが前駆

体から成熟型に変換されるないことが判明していたが、HEK293T細胞上でPSMB9の一過性発現を

させたタンパクにおいても変異導入分子では前駆体から成熟型に変換できず、患者由来細胞と

同様の形質が再現された。 

 本研究により、IL36RN, TNFAIP3, IKBKG, PSMB9, SAMD9Lそれぞれの遺伝子のバリアントの病

的意義の判定を行う、in vitro実験系が構築できた。 
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