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研究成果の概要（和文）：本研究は、関節リウマチ発症におけるrare variantの役割を明らかにすること目的と
した．ゲノムワイド関連解析で同定された遺伝子およびNF-κBシグナルにおける主要16遺伝子 についてrare 
variantの同定を行ったところ，NF-κB関連遺伝子にrare variantが集積していることが明らかになった．特に
RELA遺伝子に注目して，同定されたvariantの機能を解析したところ，患者群で特異的に認められたものの多く
はNF-κB活性を上昇させるものであった．したがって，関節リウマチの病態には，少なからずrare variantが寄
与していると考えられた．

研究成果の概要（英文）：The aim of this study was to clarify the role of rare variants in the onset 
of rheumatoid arthritis. To identify rare variants associated with the disease, we sequenced 16 
genes in the NF-κB signal pathway. As a result, rare variants were significantly enriched in the 
NF-κB pathway genes in patients. Through the functional analysis of rare variants in RELA gene by 
in vitro assays, we demonstrated that most of these variants increased the NF-κB activity in cells.
 These findings suggested rare variants substantially contributed to the pathogenesis of rheumatoid 
arthritis.

研究分野： 遺伝学
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１．研究開始当初の背景 

関節リウマチ（rheumatoid arthritis：RA）をはじ

めとする自己免疫疾患の多くは，複数の遺伝因

子・環境因子が積み重なることによって発症する

多因子疾患である．頻度の高い遺伝子多型が

疾患発症に関わる，いわゆる common-disease 

common-variant モデルが考えられており，この

モ デ ル を も と に ゲ ノ ム ワ イ ド 関 連 解 析

（genome-wide association study: GWAS）が行わ

れ，100 以上の RA 感受性と関連する遺伝子領

域が同定されてきた．しかし，GWAS で同定され

た common variant のみでは遺伝素因のすべて

を説明できないことも明らかになりつつある．この

“missing heritability”を説明する因子として，集

団での頻度が低い（1%以下の）rare variant が少

なからず関与していることが考えられている．

rare variant は，common variant と比較して疾患

へのリスク比も高いと考えられており，個人の病

態に与える影響は大きいことが考えられる（図 1）．

すなわち，遺伝因子から個人の病態を予測する

ためには，rare variant の同定も重要と考えられ

る． 

 

図 1. rare variant の集団・個人における寄与  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

２．研究の目的 

本研究では，RA の GWAS で明らかにされた

RTKN2 と，GWAS 遺伝子である NFKBIE を含む

NF-κB パスウェイに関わる 16 遺伝子を候補遺

伝子として，疾患に関わる rare variant の同定お

よび機能解析を行い，疾患における rare variant

の寄与の程度を明らかにすることを目的とした．

これによって確立されうる遺伝統計学的および

分子生物学的アプローチは，今後の全ゲノムを

対象とした網羅的な rare variant 解析に敷衍で

きるものと考えられる． 

 

３．研究の方法 

RA の GWAS 関連遺伝子である RTKN2 およ

び NFKBIE，さらに NF-κB 関連遺伝子群を対

象遺伝子として（表 1，図 2），次世代シークエン

サー（Ion PGM）を用いて患者検体 1127 人およ

び コ ン ト ロ ー ル 検 体 1128 人 に つ い て

resequencing を行った．同定された rare variant

の遺伝子機能に与える影響を in silico および in 

vitro のアッセイ系（NF-κB リポーターアッセイ，

図 3）を用いて機能解析した．また，同定された

rare variant が疾患発症に関与しているかにつ

いて，遺伝統計学的な評価（ケース・コントロー

ル関連解析）を行った．関連解析は，これまで提

案されているいくつかの手法の優劣を，実デー

タを用いて，比較検討した． 

 

表 1. NF-κB 関連遺伝子群 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 図 2. NF-κB シグナルパスウェイ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3 .NF-κB リポーターアッセイの原理 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



４．研究成果 

患者およびコントロール検体を用いて行った

Resequencing の結果，NF-κB 関連 16 遺伝子

のうち，11 遺伝子において遺伝子機能に影響を

与えると予測される rare variants が同定された．

これらの rare variant の頻度を患者・コントロール

間で比較検定（関連解析）を行ったが，関連解

析の統計学的手法の比較においては Optimal 

Sequence Kernel Association Tests (SKAT-O)

が最も検出感度が高く，2 遺伝子（RELA， 

RELB）において関連を認めた(P<0.05)． 

これらの rare variant が，遺伝子機能に与える

機能を評価するため，特に NF-kB のヘテロダイ

マーを形成する p65 をコードする RELA 遺伝子

に注目して，発現ベクターにクローニングを行っ

た．ルシフェラーゼアッセイの系を応用した NF-

κB リポーターアッセイによってこれらの rare 

variant を評価したところ，患者群で特異的に同

定されたもの多くは NF-κB 活性を上昇させるも

のであった（図 4）． 

 

図 4. RELA 遺伝子における rare variants 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

さらに，NFKBIE 遺伝子のプロモーター領域

の rare variant 解析を行ったところ，関節リウマチ

において rare variant の集積を認めた．これらの

rare variant が 転 写 活 性 に 与 え る 影 響 を

luciferase assay で評価したところ，一部の rare 

variant は転写活性を低下させることが明らかに

なった． 

 

これらの結果は，関節リウマチの病態に少な

からずrare variantが寄与している可能性を示唆

するものであった．多因子疾患における rare 

variant 解析のために，様々な疾患において全

エクソンをターゲットとする Exome 解析が行われ

てきたが，一度に検定する遺伝子数が多いため

（～20,000 遺伝子），多重検定の補正が必要と

なり検出力の低下の問題が指摘されている．本

研究のように，疾患において重要と考えられるパ

スウェイを標的として，そのパスウェイを構成する

遺伝子に絞った解析を行うことによって，より効

率的な rare variant 解析が可能になることが考え

られた． 
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