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研究成果の概要（和文）：自己免疫疾患のリスク多型の機能は特定の転写因子により制御されると推定されてい
る。そのような転写因子の機能を実証するには新しい実験システムの開発が必要である。本研究では、ATAC-seq
を改良し、効率的かつ正確にリスク多型の機能を評価できる実験システムを開発した。また、ゲノム編集技術を
利用し、ヒトCD4陽性T細胞にリスク多型を正確に導入することに成功した。さらに、関節リウマチの発症に関与
する候補転写因子をsiRNAを用いて効率的にノックアウトする実験系も確立した。本研究で開発した実験システ
ムを併用することで、候補転写因子がリスク多型の機能を制御することを実証できると期待される。

研究成果の概要（英文）：Disease-specific transcription factors probably regulate the autoimmune 
diseases' risk allele function. Identification of such transcription factors requires the 
development of new experimental systems. In this study, we modified ATAC-seq and developed an 
experimental system that can efficiently and accurately evaluate the function of risk alleles. In 
addition, using genome editing technology, we succeeded in accurately introducing risk alleles into 
human CD4-positive T cells. Furthermore, we established an experimental system that can efficiently 
knock out candidate transcription factors involved in rheumatoid arthritis pathogenesis using 
siRNAs. By combining all experimental systems established in this study, we can demonstrate the 
pathogenic effect of candidate transcription factors on the risk allele's functions.

研究分野：免疫遺伝学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
自己免疫の新規創薬標的を求めて、マウスモデルや患者検体を用いた研究が活発に行われている。これらの研究
活動によって、自己免疫疾患の病態理解は改善したが、創薬シーズの実用化の成功例は多くない。その原因とし
て、従来の創薬標的がヒト疾患の発症原因を正確に捉えられていない可能性が考えられる。本研究の成果によっ
て、ヒト免疫細胞を用いて、疾患発症の原因に基づいた病態解明が進み、有効性の高い新規創薬標的が同定され
ることが期待される。また、本研究で開発された新しい実験システムは、自己免疫疾患に限らず幅広い疾患の病
態解明を加速させることも期待される。

※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 
 遺伝子多型情報の個人差をヒト集団の中で解析するゲノムワイド関連解析は、ノックアウト
マウス実験と同様に疾患の原因を議論できる解析法であり、自己免疫疾患のリスク多型を多数
同定している。大半のリスク多型は遺伝子発現調整領域に局在し、近傍にある遺伝子の発現調整
の異常を介して疾患リスクを高めると推定されている。そして、その多型の機能は疾患特異的な
転写因子により制御されると考えられている。しかし、具体的にどの転写因子がリスク多型の機
能を特異的に制御しているのかを実験的に確認した例は極めて数ない。 
 リスク多型と遺伝子発現量との制御関係が遺伝的リスクの本体である。申請者は統合的・網羅
的解析を駆使し、リスク多型の機能をコントロールする複数の転写因子（NF-kb など）を “推
定”し報告している（Ishigaki et al. Nat Genet 2020; Amariuta et al. Nat Genet 2020）。
しかし、この推定を実験的に“実証”した例は極めて少なく、自己免疫疾患の病態解明の障壁に
なっている。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、自己免疫疾患のリスク多型の機能（＝遺伝子発現制御）を効率的に定量評価
する実験系を確立し、転写因子ノックアウトの実験を併用することで、どの転写因子がリスク多
型の機能を制御しているかを実験的に確認することである。 
 
３．研究の方法 
(1)ヒト末梢血 CD4 陽性 T細胞 
自己免疫疾患のリスク多型の多くはヒト末梢血 CD4 陽性 T 細胞の細胞種特異的な遺伝子発現制
御領域に存在する。そのため、ヒト末梢血 CD4 陽性 T細胞でリスク多型の機能を評価することが
有効である。本研究では、書面による同意の得られた健常人ボランティアから末梢血を採血し、
MACS によって CD4 陽性 T細胞を分離して使用した。 
(2)アレル特異的解析 
本研究では効率的に多型機能を評価するためアレル特異的解析を用いた。アレル特異的解析は
リスク多型の機能を“アレル比”というシンプルな指標で評価する効率的な実験系である。通常
の多型機能解析では 100 名程度のドナーを対象に実験する必要があり、多彩な細胞条件で多型
機能を評価することは難しい。一方、アレル特異的解析では 1名のドナーでもアレル機能の評価
が可能であり、多彩な細胞条件を容易に扱うことができる。 
(3)ゲノム編集 
アレル特異的解析を更に効率的に実施するため、ゲノム編集実験を併用した。通常のゲノム研究
は我々が生まれながらに有する多型（自然多型）を用いる。遺伝子型を操作することができない
ため、適切な遺伝子型のドナーを集めるのが時に困難となる。例えば、日本人集団でアレル頻度
の低い多型の機能評価は難しい。一方、ゲノム編集で導入する多型（人工多型）を用いれば、遺
伝子型を自由自在に調整することが可能となり、実験効率を高めることができる。 
(4)siRNA による転写因子機能の抑制 
転写因子の機能を抑制するために、siRNA を用いた。1つの遺伝子に対して３ヶ所に siRNA を設
計し、エレクトロポレーションによって CD4 陽性 T細胞内に投入した。 
(5)エピゲノム解析 
本研究では申請者らが独自に改良した ATAC-seqの実験システムを用いて、CD4 陽性 T 細胞のエ
ピゲノム解析を実施した。イルミナ社のシーケンサーを用いてデータを取得した。 
(6)トランスクリプトーム解析 
本研究では Smart-seq 法を用いて CD4 陽性 T 細胞のトランスクリプトーム解析を実施した。イ
ルミナ社のシーケンサーを用いてデータを取得した。 



 
４．研究成果 
(1)本研究では、申請者らが参加した国際コンソーシア
ムによる関節リウマチの大規模ゲノム研究において最
も高い精度でマッピングされたリスク多型である
rs58107865 に注目した解析を行なった(Ishigaki et 
al. Nat Genet 2022)。最近の技術である、base editor、
prime editor を用いて CD4 陽性 T 細胞に rs58107865
を導入するゲノム編集実験を行なった。Base editor で
は近傍の標的外の塩基にも編集が観測された
（bystander mutation）。一方、prime editor は実験条
件を調整することで高い効率での編集が可能となり、
bystander mutation の出現頻度は十分に低かった。右
図はCD4陽性T細胞にrs58107865を導入するゲノム編
集実験の１例であり、サンガー法によりゲノム編集前
後でrs58107865のCアレルを人工的に導入できたこと
が確認された。 
 
(2) 関節リウマチの発症に関与する候補転写因子を、CD4 陽性 T細胞において、siRNA を用いて
効率的にノックアウトすることに成功した。その細胞状態で、網羅的にエピゲノム・トランスク
リプトームを評価した。この結果は現在解析中であるが、アレル機能解析を併用することで、候
補転写因子がリスク多型の機能を制御することを実証できると期待される。 
 
(3) 申請者らは独自に ATAC-seqを改良し、評価対象の領域だけを増幅してシーケンス実験の標
的とし、正確にアレル比を定量評価できる実験システムを開発した。この実験システムにゲノム
編集実験を併用することで、rs58107865 に有意なアレル比を検出することに成功した。この実
験システムは多型機能解析の実験効率を大幅に改善するものであり、幅広い疾患の病因解明に
役立つことが期待される。 
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