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研究成果の概要（和文）：炎症性腸疾患を対象とした Genome wide association study (GWAS)

のメタ解析によって、NKX2.3 が潰瘍性大腸炎感受性遺伝子候補であることが示された。NKX2.3

が感受性遺伝子であることを確定するために①NKX2.3遺伝子領域の Tag SNP を用いて、日本人

潰瘍性大腸炎と相関するハプロタイプを同定した。②同定したリスクハプロタイプは、潰瘍性

大腸炎炎症局所において非リスクハプロタイプと比較し高発現していることが確認された。③

NKX2.3 は少なくとも、血管内皮培養細胞にて発現していた。 
 
研究成果の概要（英文）：NKX2.3 is a promising candidate for susceptibility genes to 
inflammatory bowel disease (IBD). The aim of this study was to perform a candidate gene 
analysis of NKX2.3 in Japanese IBD and to examine how the risk allele (haplotype) affects 
susceptibility to IBD using allelic expression ratios of NKX2.3 mRNA in the involved 
colonic mucosa. Two SNPs (rs10883365 and rs888208) were significantly associated with 
UC and 1 SNP (rs10883365) was associated with CD. Haplotype B formed by the 3 SNPs 
demonstrated a significant association with UC. Subgroup analyses indicated that 
rs10883365 was significantly associated mainly with colonic CD. The allelic expression 
ratios of NKX2.3 mRNA transcribed from haplotype B (risk haplotype) to haplotype A 
(non-risk haplotype) in the involved mucosa from 10 IBD patients were significantly higher 
than the allelic ratio of respective genomic DNA. We confirmed the association of SNP 
rs10883365 located in the 5' flanking region of NKX2-3 with Japanese UC and colonic CD 
and determined the risk haplotype (haplotype B) for UC. The demonstrated allelic 
expression imbalance supports the idea that the risk haplotype of NKX2.3 confers 
susceptibility to UC through increasing expression of NKX2.3 mRNA in the colonic mucosa. 
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１．研究開始当初の背景 
潰瘍性大腸炎は原因不明の慢性大腸炎であ

り、日本でもその発症が激増しており、その
病因解明が待たれている。潰瘍性大腸炎を含
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む炎症性腸疾患は、疫学調査よりその発症に
遺伝的要因が強く関与する多因子疾患とさ
れ、その遺伝因子を特定するためgenome wide 
association study（GWAS）が精力的にこの 3
年間で行われ、本申請者施設からの報告（Nat 
Genet, 2009. 41:1325-1329）を含め既に 10
件以上の論文が報告されている。その結果、
現在ゲノムの約 32 ケ所に有意に相関する領
域が同定されている。（Nat Genet, 2008. 
40:955-62）その中でも NKX2.3 遺伝子領域の
Tag SNP（rs10883365）は人種を超えて潰瘍
性大腸炎との相関が確認され、NKX2.3 が有力
な潰瘍性大腸炎の感受性遺伝子候補とされ
て い る 。な お 日本 人潰 瘍 性大 腸 炎と
rs10883365 が相関することも既に報告され
ている（Inflamm Bowel Dis, 2009 15:918-25）。 

GWAS は統計学的に感受性遺伝子の存在す
る広範な領域を示すだけであり、その領域内
で感受性遺伝子を確定するためには、①更な
る詳細なSNP相関解析で最も強く相関するリ
スクハプロタイプを同定し、②そのリスクハ
プロタイプが生物学的効果（最終的には疾患
感受性）を生むことを示さなければならない。
一般的に、リスクハプロタイプ上にアミノ酸
置換を起こすような遺伝子多型が存在する
場合、その変異蛋白の機能解析を行うことに
なるが、NKX2.3にはアミノ酸置換を伴う多型
が存在していないことより、遺伝子発現に与
える影響を解析することが重要となる。（す
なわちこの場合、感受性 SNP は regulatory 
SNP として働いていることになる） 

NKX2.3 は、homeodomain を有する転写因子
である。マウスでの検討では脾臓と消化管
（上皮細胞以外）に発現を認め、消化管では
特に血管内皮細胞と粘膜下層の平滑筋細胞、
一部のリンパ球に発現していることが示さ
れている。NKX2.3 ノックアウトマウス（生後
数日で死亡）の解析では、脾臓・小腸におけ
るリンパ球の数、リンパ球分布異常（特にパ
イエル板の形成不全）が指摘されている。ま
た、NKX2.3 ノックアウトマウスでは、消化管
血管内皮細胞の MAdCAM-1 の発現が消失して
いることが確認されている。MAdCAM-1 はリン
パ球が発現する接着因子α4β7integrin と
結合し、リンパ球の腸管へのホーミングに関
わることから、NKX2.3 がリンパ球のホーミン
グに関与する遺伝子発現の調節をしている
のではないかと予想されている。しかし、ヒ
トにおける発現部位や機能についてはまっ
たく解析されておらず、不明である。 

感受性遺伝子である可能性を示唆する所
見が揃っている遺伝子であるが、従来の研究
手法では感受性遺伝子と確定することは困
難と考えられた。最大の要因が、相関した多
型（regulatory SNP）と生物学的効果との関
連を明らかにできないことである。その理由
の第一として、責任 SNP の cis-acting factor 

の効果をみる研究手法に限界があることが
挙げられる。NKX2.3 のリスク対立遺伝子が
NKX2.3 の発現量に影響を与えていないかど
うか検討する場合、通常では野生型ホモ接合
体、ヘテロ接合体、変異型ホモ接合体の３群
間でその mRNA 或いはタンパク発現量を比較
す る こ とに な る。 しか し 個体 間 での
trans-acting factor をコントロールするこ
とが困難であり、差が得られても責任 SNP に
よる cis-acting factor による影響なのか、
trans-acting factor をコントロールできな
かった結果なのか解釈できなかった。第二に、
従来の解析法は集団遺伝学的手法で最初に
責任 SNP を同定し、その後機能解析を行わな
ければならないため、責任 SNP が同定できな
いと、次の機能解析ができなかった。（実際
は連鎖不平衡のため、単一の責任 SNP を同定
することは困難であった） 
本申請者は、前述２点を克服するために、

比較したい対立遺伝子をヘテロ接合体で保
有する個体を対象にして、対立遺伝子特異的
mRNA 定量を行うことにした。このアッセイで
は、お互いの対立遺伝子由来の mRNA が内部
コントロールとなるようにすることで、SNP
の遺伝子発現に与える影響を正確にアッセ
イすることを可能にした。（個体間での
trans-acting factor のコントロールを可能
にした）また対立遺伝子の単位を相関した最
小ハプロタイプとし、責任 SNP が同定されて
いなくても解析可能にした。 
 

２．研究の目的 
（１）日本人潰瘍性大腸炎を対象にして、
GWAS で 相 関 を 確 認 さ れ た tag-SNP 

(rs10883365)を中心に、NKX2.3 遺伝子領域
の Tag SNP を用いて、最も強く相関するリ
スクハプロタイプを同定する。（２）そのリ
スクハプロタイプと非リスクハプロタイプ
をヘテロ接合体に持つ個体を対象にして、対
立遺伝子特異的 mRNA 定量を行い、リスク
ハプロタイプがNKX2.3遺伝子発現に影響を
与える細胞種を特定する。（３）リスクハプ
ロタイプを構成する SNPのどの SNPが発現
に影響を与えるか、in vitro のプロモーター
アッセイで解析する。 

 

３．研究の方法 

（１）リスクハプロタイプを決定する。対象
SNP は、GWAS で相関が確認されている tag SNP 
rs10883365 を中心に、前後 30kb から Tag SNP
を、Tagger software(Nat Genet, 2005 37: 
1217-23)を用いて選び、タイピングを行う。
対象は、日本人潰瘍性大腸炎患者 250 名、日
本人クローン病患者 350 名、日本人健常対照
者 250 名である。タイピング方法は PCR- 
restriction fragment length polymorphism
で行う。統計解析：HAPLOVIEWで、予測ハプ



ロタイプ頻度を算出し、χ2 test で相関解析
を行う。 
（２）対立遺伝子特異的 mRNA 定量。 
①対立遺伝子（リスク・非リスクハプロタイ
プ）特異的 mRNA 定量法の原理を説明する。
日本人にも NKX2.3 遺伝子の exon 領域に SNP
が複数存在している。その SNP は、mRNA に転
写される領域に存在するため、ある exon 領
域の SNP（例えば G/A）をヘテロ接合体で保
有する個体で検出される mRNA は、その SNP
に対応する塩基配列を調べることで、G対立
遺伝子由来なのか、A対立遺伝子由来なのか
判別できる。一般的には、G対立遺伝子由来
と A対立遺伝子由来の mRNAは等しく発現す
ることが多い。しかし、例えば、G対立遺伝
子を含むハプロタイプ上に転写を促進する
ような cis 配列が存在した場合、その発現比
は、G対立遺伝子由来 mRNA＞Ａ対立遺伝子由
来 mRNA となる。逆に、その比を定量し、由
来対立遺伝子によって mRNA量に差がある場
合、その対立遺伝子を含むハプロタイプ上に
cis-regulatory 配列が存在していることが
予測される。 
②対立遺伝子（リスク・非リスクハプロタイ
プ）特異的 mRNA 定量法の実際（図１）。 
予備実験にて、日本人 NKX2.3 遺伝子を含む
領域には、3つのメジャーハプロタイプ（A, B, 
C）が存在していることが分かっている。（お
そらくハプロタイプ Bが、日本人潰瘍性大腸
炎リスクハプロタイプで、ハプロタイプ Aが
非リスクハプロタイプと考えられる）ハプロ
タイプ Bには exon3 に存在する SNP rs888208 
の A対立遺伝子が、ハプロタイプ Aには G対
立遺伝子が連鎖している。このことより、
mRNAの G対立遺伝子由来とA対立遺伝子由来
の mRNA の量比を測定することで、どちらの
ハプロタイプがより多くの転写物を産生し
ているか確認できる。（転写活性、mRNA の安
定性等、すべてまとめた形で判定される）。
その mRNA の量比の測定は、TaqMan®法法を用
いる。対象サンプルは、NKX2.3 遺伝子を、リ
スクハプロタイプ、非リスクハプロタイプの
ヘテロ接合体で保有する健常者から、末梢血
単球を Monocyte isolation kit II (Miltenyi 
Biotec)を用いて調製する。RNA は、illustra 
RNAspin Mini RNA isolation Kit (GE 
Healthcare)を用いて精製。その後、cDNA を
作成し、SNaPShot 法にて測定する。 

 
③責任SNPの同定と多型が発現に影響を与え
るメカニズム解析については、プラスミドを
用いたプロモーターアッセイによる行う。最
初に、特定されたリスクハプロタイプは通例
10kb 以上の長さを有するため、どの位置に発
現に影響を与える cis element が存在するか、
スクリーニングする。そのため、in vitro の
pGL4 を用いたプロモーターアッセイを行う。

すなわち、luciferase 遺伝子 5’直前に日本
人 NKX2.3 遺伝子のプロモーター（500bp）を
挿入したアッセイプラスミドを最初に作成
し、調べたい領域を 1kb 毎、PCR で増幅して、
そのアッセイプラスミドのさらに 5’上流に
挿入して、リスクハプロタイプ、非リスクハ
プロタイプとの転写活性を比較する。 
 
４．研究成果 
（１）リスクハプロタイプを決定する。
NKX2-3遺伝子上流のSNP(rs10883365) G 対立
遺伝子で日本人 UC、CD ともに正の相関が確
認された(UC:p=0.00078、オッズ比 1.54、
CD:p=0.037、オッズ比 1.29)。他の 2つの SNP
に関してもタイピングを行った。そのうち3’
UTR 領域の SNP(rs888208) A 対立遺伝子で、
UC との正の相関が認められたが(p=0.0028、
オッズ比 1.65)、CD との相関は認められなか
っ た 。 ま た 、 NKX2-3 遺 伝 子 上 流 の
SNP(rs11596008)では UC、CD ともに相関は認
められなかった。3 つの SNP は連鎖不平衡の
関係にあった。Haploview ソフトウェアを用
いた解析では日本人NKX2.3遺伝子は主要な3
つのハプロタイプ(A,B,C)で構成されており、
これらで 99%を占めていた。UCにおいてはハ
プロタイプ B がリスクハプロタイプ
(p=0.0006、オッズ比 1.56)、ハプロタイプ A
が非リスクハプロタイプ(p=0.0093、オッズ
比 0.72)であると考えられた。ハプロタイプ
Cでは有意差は認められなかった。 
NKX2-3遺伝子上流のSNP(rs10883365) G 対

立遺伝子がUC、CDで正の相関を認めたため、
UC、CD 病型別の対立遺伝子頻度について検討
した。その結果、UC 病型に関しては HC との
比較で左側大腸炎型(p=0.0075、オッズ比
1.62)、全大腸炎型(p=0.014、オッズ比 1.55)
で相関が認められたが、病型間に有意差は認
められなかった。CDにおける対立遺伝子頻度
は、大腸型 CDが HC 及び大腸型以外の CD（小
腸大腸型＋小腸型）に比し有意に高かった。
3’UTR 領域の SNP(rs888208) A 対立遺伝子で
は HCとの比較で左側大腸炎型 UCで有意差が
認められたが(p=0.0070、オッズ比 1.65)、
病型間で有意差は認められなかった。 
（２）対立遺伝子特異的 mRNA 定量。 
標品での検討では、その標品濃度比対数と

測定される対立遺伝子比対数は標品濃度比
0.25～8 倍まで直線性を示し、濃度比の定量
が可能な測定系であることを確認した。この
方法を用いてUCリスク/非リスクハプロタイ
プをヘテロ接合体で保有する IBD 患者 10 例
（標準サンプル）のゲノム DNA を測定したと
ころ、リスク対立遺伝子濃度測定値/非リス
ク対立遺伝子濃度測定値は0.72±0.057であ
った（リスクと非リスク対立遺伝子を検出す
るプローブの蛍光色素が違うため測定値の
比は１にはならない）。一方、IBD 患者から得



られた直腸粘膜 mRNA のリスク対立遺伝子由
来mRNA濃度測定値/非リスク対立遺伝子由来
mRNA濃度測定値は1.14±0.114と有意に対応
する標準サンプル値より高く(p=3.54×10-7)、
リスク対立遺伝子由来 mRNA 発現優位の
allelic expression imbalance の状態にあっ
た。 
（３）責任 SNPの同定と多型が発現に影響を
与えるメカニズム解析について。NKX2.3 遺伝
子５‘上流に存在するリスクと非リスクハプ
ロタイプで配列の異なる（SNP）領域をプロ
モーターアッセイ用プラスミドに挿入し測
定したが、少なくとも上流６kbまでの範囲で
は、発現に差が生じる SNP を確認できなかっ
た。 
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