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研究成果の概要（和文）：自験例の日本人凍瘡状狼瘡の患者のうち、常染色体優性遺伝型式が考えられる家族歴を持つ
女性の患者がいた。この患者は1歳に発症し、一年中両手指と鼻部の潰瘍、手指の屈曲拘縮を呈している。この患者に
ついて、直接シークエンス法にて、TREX1とSAMHD1の遺伝子変異解析を実施した。その結果、TREX1 c.394C>G(p.Pro132
Ala)という新規遺伝子変異を発見した。in vitro 3’末端一本鎖DNA分解実験にてこの変異はTREX1の機能低下をきたす
ことを明らかにした。このことより、本邦にもTREX1機能低下変異による、家族性凍瘡状狼瘡の患者がいることを初め
て明らかにした。

研究成果の概要（英文）：A Japanese female patient of chilblain lupus followed by us has family history of 
chilblain lupus which is considered autosomal dominant trait. The onset of chilblain lupus of the patient 
was 1 year-old. She shows skin ulcers on the bilateral fingers and nose, and has contraction of finger joi
nts. Direct sequencing of all coding exons and exon-intron boundaries of TREX1 and SAMHD1 was conducted. T
he patient had a novel heterozygous missense TREX1 c.394C>G (p.Pro132Ala) mutation. in vitro 3 prime singl
e stranded DNA exonuclease assay revealed that TREX1 p.Pro132Ala had dysfunction of enzyme activity. Taken
 together, we found familial chilblain lupus due to TREX1 dysfunction in Japan for the first time.
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１．研究開始当初の背景 
凍瘡状狼瘡（chilblain lupus: CL）とは、

円板状ループスエリテマトーデスの1亜型で
ある。指趾・足外縁、耳朶等に、冬期に増悪
する高度の角化性紅斑で、中央が陥凹して厚
い鱗屑を有し、ときに潰瘍化する。女性が罹
患しやすい。全身性エリテマトーデス(SLE)
の一皮膚病変として発症することもあるが、
時に、SLE がなくても発症する。患者は病変
部の疼痛を訴える。治療は対症療法としてカ
ルシウム拮抗薬、抗凝固役、ステロイドの内
服等を行う。完治はせず、断続的慢性的に経
過し、重症例は壊疽をきたすことがある。成
人発症であるが、幼少時に凍瘡をきたしやす
い等の既往がある患者が散見される。病因は
家族性の一部以外は不明であった。 
家族性凍瘡状狼瘡（familial chilblain 

lupus: FCL）は 2006 年に提唱された疾患で
ある。常染色体優性遺伝性疾患(ヘテロ接合
体変異の疾患)である。CL と類似の症状を来
す。2007 年と 2011 年に病因遺伝子として、
TREX1とSAMHD1がそれぞれ同定された (Rice 
G. et. al. Am. J. Hum. Genet. 2007;80:811
–815, Ravenscroft J.C. et. al.Am J Med 
Genet Part A 2011155:235–237)。TREX1は一
本鎖 DNA3’分解酵素である Three prime 
exonuclease 1(TREX1)をコードしている。研
究開始当初は、TREX1 の遺伝子変異による本
症は 2家系、SAMHD1の遺伝子変異による本症
は 1家系の報告がある。アジアにおいて本症
の報告はない。 
研究開始当初は、通常のCLにおいて、TREX1

と SAMHD1 それぞれの変異が病因に関与して
いるかどうかについては明らかにされてい
なかった。 
TREX1 や SAMHD1 のホモ接合体変異、あるい
は 複 合 ヘ テ ロ 接 合 体 変 異 に よ り
Aicardi-Goutieres 症候群という小児中枢神
経変性疾患を発症する。さらに、SLE 患者の
2％は TREX1ヘテロ変異を有しており、TREX1
は SLE の疾患感受性遺伝子でもある。このよ
うな現状を踏まえて当初、申請者は本研究を
着想するに到った。 
当初、CL の研究は国内外でほとんど行われ
ておらず、分子レベルにおいて、どうして CL
が発症するかということについては、全くと
いっていいほど分かっていなかった。 
 
２．研究の目的 
以下 2つを目的とした。 
(1)本邦における FCL 患者の TREX1 と SAMHD1
の遺伝子変異解析をし、日本人 FCL 病因遺伝
子変異を明らかにすること。 
(2)家族性でない、一般の CL において、TREX1
と SAMHD1 の遺伝子変異を病因として有する
患者が存在するのか、存在する場合、CL患者
の何％が TREX1 と SAMHD1 の遺伝子変異を有
するのかを検討すること。 
 
３．研究の方法 

(1). FCL と CL における TREX1と SAMHD1の変
異解析 
変異解析開始前に、本研究は名古屋大学医学
部生命倫理委員会の承認を得た。 
① DNA の採取 
書類による、インフォームトコンセントの後、
FCL 患者の末梢血液（10～20ｍL）から DNA を
採取した。採取困難の場合、粘膜擦過細胞か
らＤＮＡを採取した。対照者としては、すで
に皮膚科研究室に保管されている日本人健
常者 100 人の白血球 DNA を用いた。 
②TREX1と SAMHD1の PCR による増幅 
２つの遺伝子のエクソンイントロン境界を
含むエクソン領域を PCR 法にて増幅した。 
③伝子変異解析 
増幅した遺伝子について、DNA 直接シークエ
ンス、制限酵素消化法、heteroduplex 法等に
て変異解析をした。 
④遺伝子多型か否かの確認 
新規遺伝子変異が見つかった場合、その変異
が遺伝子多型であるか否かを確認するため
に健常人100人において新規遺伝子変異が見
つかるか否かを②③の実験をして検討した。 
 
(2)変異 TREX1の一本鎖 DNA 分解機能の解析 
TREX１は一本鎖 DNA3’分解酵素である。以下
の順で in vitro 一本鎖 DNA3’分解実験を施
行した。TREX1 c.394C>G (p.Pro132Ala)が見
つかったのでこの変異を例に説明する。 
①TREX1と変異 TREX1のプラスミドの作成 
HeLa cDNA ライブラリーから TREX1-cDNA をク
ローニングして、Halo-tag を N 末端付加した
プラスミドに組み替えをした。p.Asp18Asn
（既報の FCLの患者で見つかっている DNA分
解障害を引き起こす変異）と p.Pro132Ala（新
規に見つかった変異）に相当するミスセンス
変異を引き起こす 1塩基変異を作成した。シ
ークエンスを確認した。 
②リコンビナント蛋白質の作成 
ウサギ網状細胞抽出液、無細胞系転写翻訳系
を 用 い て 、 Halo-TREX1 、
Halo-TREX1(p.Asp18Asn) 、
Halo-TREX1(p.Pro132Ala)、Halo タンパク質
を作成した。この無細胞系ではリジンにビオ
チンが付加されるので上記4つの全ての合成
蛋白質にビオチンが付加される。抗 Halo 抗
体を一次抗体に用いたウエスタンブロット
にて、タンパク質が合成されたことと、タン
パク質量を揃えた。アビジンが塗布されてい
る 96 穴の ELISA プレートに Halo-TREX1、
Halo- TREX1(p.Asp18Asn) 、
Halo-TREX1(p.Pro132Ala)、Halo を同量含ん
だ溶液加える。アビジンビオチン結合で 4つ
の蛋白質はプレート上に結合する。したがっ
て、プレート上で蛋白質の精製をした。 
③一本鎖 DNA の作成 
5’に蛍光色素 FITC を付加した 30 塩基の一
本 鎖 DNA を 作 成 し た 。 DNA の 配 列 は
5-ATACGACGGTGACAGTGTTGTCAGACAGGT-3 とし
た。 



④in vitro 一本鎖 DNA3’分解実験 
上記一本鎖 DNA25nM を一本鎖 DNA分解バッフ
ァ ー 中 で 96 穴 上 の Halo-TREX1 、
Halo-TREX1(p.Asp18Asn) 、
Halo-TREX1(p.Pro132Ala)、Halo タンパク質
でin vitro一本鎖DNA分解実験を施行した。
20％尿素含有 SDS ゲルに電気泳動し、蛍光イ
メージ分析器にて一本鎖DNA分解を観察した。 
 
(2) 非家族性 CL コホートにおける TREX1 と
SAMHD1の変異保有率の検討 
(1)と同様の方法で非家族性CL患者における
TREX1と SAMHD1変異を検索し、保有率を検討
した。非家族性 CL は 10 症例を収集し検討し
た。 
 
４．研究成果 
(1) FCL と CL における TREX1 と SAMHD1 の変
異解析 
FCL の日本人の患者 1 例で、TREX1 と SAMHD1
の 遺 伝 子 解 析 に て 、 TREX1 c.394C>G 
(p.Pro132Ala)ヘテロ接合体変異という新規
遺伝子変異を発見した。この変異は健常人
100 人では見つからなかった。さらに、TREX1
の 132番目のプロリンは哺乳類において種を
越えて保存されているアミノ酸であること
を確認した。 
さらに CLの患者 10例にても遺伝子変異解析
を実施したが、TREX1と SAMHD1の変異は検出
されなかった。 
 
(2)変異 TREX1の一本鎖 DNA 分解機能の解析 
Halo-TREX1(p.Pro132Ala)によって作成した
リ コ ン ビ ナ ン ト タ ン パ ク 質 は 、
Halo-TREX1(p.Asp18Asn)によって作成され
た機能変異コントロールであるリコンビナ
ントタンパク質とくらべ軽度ではあったが、
Halo-TREX1 によって作成されたリコンビナ
ントタンパク質と比べ一本鎖 DNA3’分解機能
が低下することを証明した。したがって、
TREX1 c.394C>G (p.Pro132Ala)は FCL を引き
起こす病的変異であると結論付けた。 
 
以上の結果から、本邦においても TREX1の遺
伝子変異によるFCLが存在することを明らか
にした。さらに、今までの文献をレビューし
て 、 TREX1 変 異 の パ タ ー ン と 、 SLE 、
Aicardi-Goutieres 症候群 FCL の患者の凍瘡
状狼瘡の変異型臨床型相関について検討し
た。その結果、TREX1 のヘテロ接合体ミスセ
ンス変異では、TREX1 の DNA 分解における重
要なアミノ酸あるいはその近傍のアミノ酸
の変異では、例外なく凍瘡状狼瘡を来すが、
それ以外のヘテロ接合体ミスセンス変異で
は、凍瘡状狼瘡を来さないという事実を見出
した。以上の成果について論文発表をした
（Sugiura K, Takeichi T, Kono M, Ito Y, 
Ogawa Y, Muro Y, Akiyama M. Severe 
chilblain lupus is associated with 
heterozygous missense mutations of 

catalytic amino acids or their adjacent 
mutations in the exonuclease domains of 
3’ exonuclease 1. J Invest Dermatol 
2012;132:2855-7.）。 
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