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研究成果の概要：遺伝学的に見出した尋常性乾癬の 2個の感受性遺伝子を対象として、遺伝子

型判定による診断基準を創設すると共に、新たな治療薬開発へ向けた基盤の構築をのために、

まず基礎的情報を得ることを目標に、これらの遺伝子の機能的解析を実施した。その結果、2

個の遺伝子は共に、遺伝子型と遺伝子発現との関連が認められ、さらに 1個の遺伝子について

は 

乾癬発症機序への関与が示唆される結果を得ることに成功した。 
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１．研究開始当初の背景 

尋常性乾癬(以下乾癬)は炎症と表皮細胞
増殖により特徴づけられ、炎症性角化症に分
類される皮膚疾患である。乾癬は慢性疾患で
あり基本的に完治することは極めて稀であ
ることから、臨床医が病名を告げることも躊
躇する場合がある。さらにその皮膚症状によ
り外出もままならなくなり日常生活に影響
を与えてしまうこともしばしばである。した
がって、この疾患発症が患者の QOL(quality 
of life)を著しく損なう結果となっている。 

一方、残念ながらこの乾癬を完治させる治
療法は存在しない。寛解・増悪を繰り返すの
みで、極力軽い症状で抑えるようコントロー

ルすることが現在考えられる最善の「治療
法」である。乾癬は T細胞を中心とした自己
免疫疾患の一種と考えられていることから、
その発症機序に関する研究により、免疫誘導
機序の存在は明らかになりつつあるが、乾癬
特異的な免疫反応を誘導する抗原が特定で
きておらず、また病体を免疫学的に説明でき
る総合的な理論は未だにみられない。つまり、
乾癬発症に関してどの要因が本質的な役割
を演じているのかが不明である。一方、疫学
データなどにより乾癬の遺伝性は間違いな
く存在するが、単純なメンデル遺伝性は示さ
ず、環境要因も考えられることが明らかであ
る。さらに遺伝子座異質性も観察されており、



乾癬は複合遺伝性疾患である。 
したがって、乾癬発症機序に関与する遺伝

子を特定、機能的解析を実施することにより、
遺伝子型判定による診断基準を創設すると
共に、新たな治療薬開発へ向けた基盤を構築
する必要があると考えられる。 

 
２．研究の目的 
乾癬の感受性遺伝子を同定する目的で、当

研究室において独自に開発した全ゲノムに
配置した約 30,000 個のマイクロサテライト
マーカーを用い、乾癬患者群 561 個体ならび
に健康対照群 561個体を用いた関連解析を実
施した。その結果、既知の感受性遺伝子が存
在する HLA 遺伝子領域を含め 17 個の遺伝子
座に絞り込んだ。 

さらに、これらの領域を対象として、より
高密度に配置したマイクロサテライトマー
カー、さらに 1個/5kb の密度で配置した SNP
マーカーにより網羅的に関連解析を実施し
た結果、統計量の補正後も患者ならびに健常
者群で、極めて有意な頻度差を示すマーカー
が存在する 3 領域を見出すことに成功した。 

この 3 領域の内、1 領域は HLA 遺伝子領域
であったが、残る 2領域は全く新たに見出さ
れたものであった。さらに、１つの領域にお
いては排他的なマイクロサテライトならび
に SNP マーカーを用いた解析により、感受性
アリルが 1つのマイクロサテライト配列であ
ると推察された。またこのマイクロサテライ
トの約 900bp 下流には GPCR (G-Protein 
Coupled Receptor)遺伝子が存在することか
ら、この遺伝子が感受性遺伝子と考えられた。 
また、もう１つの領域では SNPそのものか、

もしくは SNPハプロタイプが感受性アリルと
推定され、この領域はイムノグロブリンスー
パーファミリー遺伝子の第 1イントロンに位
置することから、この遺伝子が感受性遺伝子
であると考えられた。さらに RT-PCR により
発現組織特異性を調査した結果、両遺伝子共
に皮膚組織ならびに末梢血 T細胞、免疫組織
での発現が確認された。 
そこで本申請の主目的は上記の 2つの遺伝

子の分子機能を総合的に解明することであ
る。 
３．研究の方法 
(1)遺伝子間相互作用 

すでに HLA-C遺伝子が古くから感受性遺伝
子として同定されている。そこで、マイクロ
サテライトによる関連解析により新たに見
出した遺伝子座および HLA-C遺伝子の各感受
性アリルとの相互関係を、いくつかの指標に
て層別化することにより明らかにした。 

 
(2)遺伝子発現組織特異性 

すでに CD4+T細胞において感受性遺伝子の
発現を確認している。そこで CD4+T 細胞中、

どのサブポピュレーションで発現している
かを各種抗体にて細胞を分取、RNA を分離し
て、GPCR 遺伝子の転写産物を Real Time PCR
法により定量した。 

 
(3)皮膚組織を用いた転写産物量の定量 
8 個体の乾癬患者からバイオプシーにて無

疹部ならびに皮疹部の表皮組織を採取し、
RNA を抽出した。これら 16 サンプルを対象に
GPCR 遺伝子の転写産物を Real Time PCR 法に
より定量し比較検討した。 
 

(4)末梢血単核球を用いた転写産物量の定量 
合計 133 個体の末梢血単核球から RNA を抽

出し、GPCR遺伝子の転写産物をReal Time PCR
法により定量し、各アリルと転写産物量との
関連を検討した。 
 
(5)レポーターアッセイ 
GPCR遺伝子上流950bpに感受性アリルを有

するマイクロサテライト配列が存在するこ
とから、この配列を含む領域をレポーターア
ッセイ用のベクターへクローニングし、いく
つかの細胞へトランスフェクトすることに
より、レポーターアッセイを実施し、その領
域の転写活性の有無を調査した。 
 

(6)モノクローナル抗体の作製 
極めて相同性が高い GPCR 遺伝子がヒトゲ

ノム中に存在することから、抗体の特異性を
確保するために、合成ペプチドを抗原として
抗 GPCR タンパクモノクローナル抗体の作製
を実施した。さらに作製した抗体を用いて、
患者皮疹部のバイオプシーサンプルを対象
に免疫組織染色を実施しこの GPCR タンパク
の局在を追及した。 
 

４．研究成果 
(1)遺伝子間相互作用 
マイクロサテライトならびに HLA-C遺伝子

の全アリルについて、すべての組み合わせで
層別化による解析を行った結果、マイクロサ
テライトの感受性アリルと HLA-Cw*0102での
み、遺伝学的な相互関係が示唆された（図 1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



  
 図 1. HLA-Cw*0102 での層別化 
(4)末梢血単核球を用いた転写産物量の定量  
①GPCR 遺伝子 HLA-Cw*0102 以外のアリルを有する患者・

健常者群でのオッズ比が 1.33(95% CI 
0.86-1.97)であるのに対し、それ以外のアリ
ルを有する患者・健常者群でのオッズ比は
2.86(95% CI 1.98-4.11)と大きく上昇してい
た。すなわち、両アリルを有する個体では１
つのアリルを有する個体よりもはるかに発
症へのリスクが上昇していることが明らか
となった。 

患者 71 個体、健常者 62個体の末梢血単核
球から RNA を抽出し、GPCR 遺伝子の転写産物
を定量した結果、その両者間での量比に有意
差は認められなかった。しかしながら、感受
性アリルで層別化したところ、感受性アリル
を持つ個体群で有意にその転写産物量が上
昇していた（Mann-Whitney の U：P value 
0.0051）。 

  
②イムノグロブリンスーパーファミリー

遺伝子 
(2)遺伝子発現組織特異性 

磁気ビーズ、フローサイトメトリーならび
に、各細胞集団特異的抗体を用い、末梢血単
核球から、樹状細胞、単球、Naïve CD4+細胞、
Memory CD4+細胞、Th17 細胞を分離し、それ
ぞれの細胞から RNA を抽出して GPCR 遺伝子
の転写産物を定量した結果、Naïve CD4+細胞
でのみ特異的に発現していることが明らか
となった。すなわち感受性遺伝子として見出
したGPCR遺伝子はヘルパーT細胞の分化の決
定に関与する表面抗原をコードする遺伝子
である可能性が示唆された。 

イムノグロブリンスーパーファミリー遺
伝子に関しても GPCR 遺伝子と同様に転写産
物の定量を実施した。その結果、転写産物が
認められる個体と、全く転写産物を検出でき
ない個体に 2分された。そこで、この転写産
物の有無と感受性アリルの関係を調査した。 
 
 
 
 
  
 (3)皮膚組織を用いた転写産物量の定量 
 患者 8個体の皮疹部ならびに無疹部のペア

から RNA を抽出し、GPCR 遺伝子の転写産物を
定量した結果、すべての個体において皮疹部
でその発現が低下していることが明らかと
なった（図 2）。 

 
 
 
 
  
  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2. GPCR 遺伝子の皮疹部・無疹部での定量 

 
この 8個体の平均で約 1/5 に皮疹部で発現

量が低下している結果となった。生物学的な
解釈は現時点で困難であるが、見出された感
受性遺伝子の発現量が皮疹部および無疹部
間で大きな差を検出したことは非常に興味
深い。 

 
 
 

図 3. 感受性アリル数と遺伝子発現有無 
 
その結果、感受性アリルを 2個有する個体

群における未発現個体頻度は、感受性アリル
を持たない個体群の約 2.5 倍となった
（t-test : P value 0.0057）（図 3）。この感
受性アリルは健常者群で有意にその頻度が
高い、いわゆる疾患抵抗性アリルと考えられ
る。したがって、このアリルを持つことによ
りこの遺伝子発現が抑制されていることを
考慮すると、非常に理にかなっている結果と
なった。 
さて、遺伝学的に疾患と関連があるアリル

を有する遺伝子座が存在することと、その近
傍に発現遺伝子があることは、基本的には独
立である。すなわち感受性アリルとその遺伝
子との何かしらの機能的関連を見出さなけ
れば、感受性遺伝子を突き止めたことにはな
らない。したがって、これらのアリルと発現
量の関連を検出した意義は非常に大きい。 



 
 

(5)レポーターアッセイ 
 

(4)の結果では GPCR遺伝子の発現量がマイ
クロサテライト配列によって制御を受けて
いる可能性が示唆された。そこでこのマイク
ロサテライト配列から GPCR 遺伝子の近傍ま
でのフラグメントとさらにマイクロサテラ
イト配列から上流配列も含めたフラグメン
トの 2種を対象にレポーターアッセイを行っ
た。その結果、特に T細胞由来の Jurkat セ
ルラインで null vector に対して 6.2 倍のレ
ポーター遺伝子の発現上昇が確認された（図
4）。 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4. GPCR 遺伝子の皮疹部・無疹部での定量 
 

一方、腎臓由来のセルライン（HEK293）で
は 1.4倍とレポーター遺伝子の発現上昇はほ
とんど認められなかった。 

すなわち、感受性遺伝子として同定した
GPCR遺伝子はT細胞での発現が確認されてい
ることから、マイクロサテライトを含む遺伝
子上流にこの細胞に含まれる転写因子が特
異的に結合し、転写を制御していることが考
えられた。 
 
(6)モノクローナル抗体の作製 

GPCR タンパクに対するマウスモノクロー
ナル抗体の作製を行った結果、特異的なモノ
クローナル抗体を産生するハイブリドーマ
(LK16-3)を 1クローン確立することに成功し
た。 

さらにこの LK16-3 抗体を用い、健常者な
らびに患者皮膚切片に対し、免疫組織染色を
実施した結果、健常者表皮ならびに患者無疹
部の顆粒層に特異的な染色が認められる一
方、患者皮疹部では表皮に染色が認められず、
これは前述の定量的 RT-PCR の結果と一致し
ていた。 

表皮には他の GPCR ファミリーがある種の
抗菌ペプチドとインタラクトし、それが
innate host defense や adaptive immunity

へ影響を与えうることが知られている。今回
見出した GPCR が同様な機能を有している可
能性もあり、今後の解析が期待される。 
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