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研究成果の概要（和文）： 

ゲノムワイド関連解析にてケロイドと有意な関連を示す 3 領域 4 座位を同定した。その中の 1

領域において新規の non-coding RNA 遺伝子の同定に成功し、本遺伝子の発現がケロイド組織に

おいて高発現を示し、繊維芽細胞の増殖を促進する働きを有することが明らかとなった。また

マイクロアレイ解析の結果から本遺伝子が wnt シグナル経路の調節を介してケロイド形成に関

与している可能性が示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）： 
We carried out multi-stage genome-wide association study and identified four susceptible 
loci to keloid. Among the four loci, we identified the new long non-coding RNA genes in 
one locus. These genes showed higher expression in keloid tissues than normal skin tissues 
and contributed to accelerate the fibroblast cell proliferation. Microarray analysis 
revealed these genes involved in keloid formation through Wnt signaling pathway.   
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１．研究開始当初の背景 
(1) ケロイドは外傷を起因として、その創傷
治癒段階で皮膚が過剰増殖を起こす状態で
あり、長期にわたる経過と特異な外観ゆえに、
患者に肉体的精神的苦痛を与える疾患であ
る。さらに非常に治療抵抗性であり、ステロ
イド局注、シリコーンジェルによる圧迫療法
等の保存的治療や外科的切除および電子線
照射などの治療が試みられているが、いずれ
も確たる効果は得られておらず、高い再発率
を有する。 
 

 
(2)ケロイドの発生頻度は有色人種に多く、
特定の体質を有する個人に発生するなどか
ねてより遺伝素因の影響が強く疑われてき
たケロイドは「ケロイド体質」と称される体
質を有する特定の個人に発症することが知
られており、また有色人種に多いこと、そし
てまれではあるが家系例の報告もあること
などから、かねてより体質的なものと考えら
れており、遺伝素因の影響が強く疑われてき
た。 
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(3) これまでのケロイド研究により、外傷後
に誘導される多くのサイトカインや増殖因
子がケロイド組織において過剰に発現して
おり、その形成に関与することが示唆されて
きた。その中でも特に TGF-βファミリーとそ
のシグナル伝達経路の関与が強く疑われて
おり、TGF－βの過剰発現が線維芽細胞の過
剰増殖およびコラーゲンの過剰産生を誘導
することが知られている。しかし、現在にい
たるまでケロイド発症に関する分子遺伝学
的機構はいまだ解明されていない。 
 
 
 
２．研究の目的 
(1)本研究ではケロイド患者群とケロイドを
発症しない対照群を対象とし、全ゲノム上の
遺伝的多型情報に基づくゲノムワイド関連
解析を行い、ケロイド疾患感受性遺伝子座・
疾患感受性遺伝子を同定することを目的と
する。 
 
 
(2)ゲノムワイド関連解析の結果から同定さ
れた領域内に存在する、これまでに報告のな
い新規遺伝子の同定をおこなう。 
 
 
(3)ゲノムワイド関連解析により同定された
疾患感受性遺伝子について、その発現・機能
解析研究を行うことで、皮膚過剰増殖の機序
を明らかにすることで本疾患の予防・治療法
の確立を目指す。 
 
 
 
３．研究の方法 
(1) ケロイド疾患関連多型の同定 

日本人ケロイド罹患者(case)824 例およ
びケロイド非罹患者(control)3210 例の血液
検体からゲノム DNA を抽出し、イルミナ社の
HumanHap 550BeadChip用いてゲノムワイド関
連解析を行いてケロイド関連疾患候補領域
の同定を行う。1次スクリーニングとして
case188 例、control 936 例を用いて 568,366
個の tag SNPs の解析を行い、有意差上位
10,000 SNPs について 2次スクリーニングと
して case 329 例、control 1456 例を追加し
て相関解析を行った。更に 1 次及び 2次スク
リーニングを組み合わせた結果ケロイドと
強い相関を示した領域に対し、追加サンプル
として case 307 例、control 820 例を用いて
replication study を行った。 
 
 
(2) 新規候補遺伝子の単離同定 

  疾患感受性候補領域の中でデータベー
ス上遺伝子登録のない領域に関しては、未知
の遺伝子が存在する可能性があることから、
EST などの転写産物情報をもとに Northern 
blotting 法による各種人体組織における遺
伝子発現情報の解析および RACE 法、cDNA ラ
イブラリー作成などによる新規遺伝子の単
離同定を行う。 
 
 
(3) 定量的遺伝子発現解析 
 ヒト正常皮膚および臨床ケロイド検体か
らｍRNA の抽出・ｃDNA の作成を行い、Real 
time PCR法による両組織における遺伝子発現
の差を比較検討する。 
 
 
(4)細胞増殖能に与える影響の検討 
 同定された遺伝子が細胞毒性に与える影
響を評価するために、同定された遺伝子の発
現を si-RNA で抑制した場合について、MTT 
Assay を用いて細胞増殖能への影響を評価す
る。 
 
   
(5) マイクロアレイ解析 
 5 種の細胞株について、同定された候補遺
伝子特異的に発現を抑制する siRNAオリゴを
投与した群と、対照群との遺伝子発現の違い
を Affimetri 社の Affymetrix human genome 
U133 Plus 2.0 GeneChip array を用いて解析
を行い、両群において発現情報の変化をしめ
す遺伝子を検索することで、候補遺伝子と関
連を有する遺伝子の検索を行う。 
 
 
 
４．研究成果 
(1) ケロイド疾患関連多型の同定 

ゲ ノ ム ワ イ ド 関 連 解 析 の 結 果 、
Chromosome1q41 (rs873549; P =5.89 ×10-23, 
OR = 1.77) 、  Chromosome3q22.3-23 
(rs1511412; P = 2.31 × 10-13, OR = 1.87, 
rs940187; P = 1.80 × 10-13, OR = 1.98)、 
Chromosome15q21.3 (rs8032158; P = 5.96 ×
10-13, OR = 1.51)の 3 領域 4 座位においてケ
ロイドとの有意な関連が示された。3 領域の
うち最も強い相関を示した 1番染色体上の領
域には既知遺伝子の報告はなかった。一方、
3 番染色体領域には 4 遺伝子 (FOXL2, 
C3orf72,PRR23A, BPESC1 )の存在が、15 番染
色体領域には 1 遺伝子(NEDD4)の存在が報告
されている。 
 
 
 
 



 

 

(2) 新規候補遺伝子の単離同定 
 3 領域のうち最も強い相関を示した 1

番染色体上の領域には既知遺伝子の報告は
なかったものの、EST(expressed sequence 
tag)の存在が確認されていることから、未知
の遺伝子が存在している可能性が考えられ
た。そこで、EST 配列情報を基にノザンブロ
ット解析を行った結果、ヒトの多数の組織に
おいて数種の異なる長さの mRNA の発現が認
められた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
さらに RACE 法により同遺伝子の mRNA 全長配
列の特定を試みたところ、一部共通配列を有
するが、5'あるいは 3’末端配列が異なる数
種のバリアントが存在する遺伝子の存在を
確認した。同遺伝子内に明らかな ORF 構造が
認められなかったことから、同遺伝子群は
long non-coding RNA（lnc RNA）であると考
えられた。 
 
 
(3) 定量的遺伝子発現解析 
   正常皮膚組織およびケロイド組織から抽
出・作成した cDNA を用いて、候補遺伝子に
ついて定量的 RT-PCR を施行し両者の遺伝子
発現量の比較を行った。その結果、正常皮膚
組織比較して、ケロイド組織において同遺伝
子の有意な高発現を認めた。このことから、
同遺伝子の高発現がケロイド形成促進に働
いている可能性が示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

(4) 細胞増殖能に与える影響の検討 
   線維芽細胞株を用いてターゲット遺伝子
特異的な siRNAオリゴヌクレオチドを作成し
lnc RNA の発現抑制を行い、lnc 発現抑制群
と対照群との細胞増殖能の変化を検討した。
その結果、lnc RNA 発現抑制群において有意
な細胞増殖抑制効果が認められた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
(5) マイクロアレイ解析 
 5 種類の細胞株を用いて lnc RNA の発現抑
制時の遺伝子発現パターンの変化をマイク
ロアレイ解析にて検討したところ、lnc RNA
の発現を抑制した群において、wnt シグナル
経路を抑制する遺伝子の発現が上昇し、また
AKT シグナル経路を促進する遺伝子の発現が
抑制されることを発見した。 
このことは、lnc RNA がこれらの経路を介し
て細胞増殖やコラーゲン等の細胞外マトリ
クスの生成に関与している可能性を示唆す
るものであると考えられた。 
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