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研究成果の概要（和文）：4 MbのHLA-C領域のリスクと非リスクハプロタイプを次世代シークエンサーで解析
し、5つのリスクハプロタイプのみに共通する唯一のnon-synonymous single nucleotide variant (NSSNV)を同
定した。ゲノム編集技術により、このvariantのマウスカウンターパートをマウスに導入したところ、約55％の
マウスが生後8カ月で円形脱毛症(AA)に類似する脱毛巣を生じた。また本variantが検出された遺伝子のノックア
ウトマウスを作成したところ、water avoidance stress testにより、27％のマウスにおいてAA類似の脱毛巣が
見られた。

研究成果の概要（英文）：By next-generation sequencing of 4 Mb interval at HLA-C locus on risk and 
non-risk haplotypes of alopecia areata (AA), we have identified only one non-synonymous single 
nucleotide variant (NSSNV) which is common among 5 risk haplotype. Then we have generated 
genome-edited mice by Crisper Cas9 system which is carrying mouse counterpart of this SNSNV. 
Surprisingly, 55% mice showed AA like patchy alopecia. Next we have generated knock-our mouse by 
Cre/lox p system of the gene, in which this SNSNV was identified. By water avoidance stress test, 27
% of the knock-out mice showed AA like lesions. 

研究分野：分子遺伝学、皮膚科学
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  ４版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これら研究により、１）多因子性疾患の遺伝子解析にマイクロサテライトマーカー法が有用であること、２）本
遺伝子とそのSNSNVによりAAの18％が惹起されることが判明したこと、３）本variantを有する患者群の解析によ
りAAのサブタイプが判明すること、４）そのタイプ特異的治療法の開発が可能となること、５）そのタイプ以外
のAAサブタイプを同定し、更なる遺伝子同定に寄与し得る点、が有意義と思われる。



１．研究開始当初の背景 

円形脱毛症(AA)は若い女性に好発し、特に多発性ないし汎発性 AA では外観の変化により患者の

QOLが著しく障害される。その発症機序としては自己免疫説が唱えられており、甲状腺炎や他の自己

免疫疾患の合併が多く見られること、ステロイド療法や免疫療法などに反応する例があることが指摘

されている。しかし難治例や再発を繰り返す例が多く、またステロイドの副作用などにより治療を中

断せざるを得ないことが多い。なお臨床疫学調査より、本疾患は多因子遺伝性疾患であると推定され

ている。 

Alopecia areata registryの登録より米国・Israelの 20の患者家系が選出され、MSマーカーを用

いてゲノムワイドな連鎖解析が行われた。その結果、ch6p (HLA遺伝子座)、ch6q、ch10、ch16、ch18

に連鎖が認められた。 

 また AAモデルマウス(C3H/HeJ)の解析では、マウス ch8、ch9、ch15、ch17に連鎖がみられ、さ

らにマウス ch17はMHC座であった。 

平成 22年度に採択された研究（ゲノム解析による円形脱毛症疾患感受性遺伝子同定の試み）を中心

として、我々は第６番染色体短腕 HLA 領域 HLA-B のセントロメア側近傍に強い相関が同定された

（OR: 3.21）領域を詳細に解析した結果、詳細なmicrosatellite markerや SNPを用いて 2 megabase

の領域に絞りこむことが出来た（Haida Y, Ikeda S, et al: An association study of Alopecia Areata 

within the HLA region using microsatellite markers. Tissue Antigen, 2013; 65: 553-7）。 

 

２．研究の目的 

 本研究では、HLA-C近傍に位置する AAの遺伝子を同定する。また HLA領域以外の領域につい

ても、再度相関解析を行い、疾患感受性遺伝子の存在の有無につき、統計解析を行う。 

 

３．研究の方法 

 a)マイクロサテライトマーカーを用いて、同定された HLA領域の解析を行う。 

 b)次世代シークエンサーを用いて risk並びに非 risk haplotypeのシークエンスを行う。 

 c)CRISPR/Cas9 system を用いてヒトで同定された variantをマウスに導入し、観察を行う。 

 

４．研究成果 

a)pooled DNAを用いたゲノムワイドな相関解析 

我々は第６番染色体短腕 HLA 領域 HLA-B のセントロメア側近傍に強い相関が同定された（OR: 

3.21）領域を詳細に解析した結果、詳細なmicrosatellite markerや SNPを用いて 2 megabaseの領

域に絞りこむことが出来た。またその解析により、約 28のハプロタイプが同定され、その内のどのハ

プロタイプに疾患感受性遺伝子が乗っているか、判明した。 

b)次世代シークエンサーを用いた risk haplotype 4.97Mb領域の全塩基情報解読 

平成 25に採択された研究（ゲノム解析による円形脱毛症疾患感受性遺伝子同定の試み（第２段））

により、非 risk haplotype５例と risk haplotype７例における HLA-C領域 4.97Mb（OR:3.25を示し

た D6S2811と連鎖不平衡の範囲）を、次世代シークエンサーを用いて全塩基情報を解析した。その結

果、16 のコーディング領域の variant が同定され、そのうち risk haplotype のみに共通した

non-synonymous single nucleotide variant (NSSNV, コーディング領域のアミノ酸置換を伴う多型)

が１つだけ同定された。この variantは、Coiled-Coil Alpha-Helical Rod Protein 1 (CCHCR1)のロッ



ドドメインに存在しており、この変異は産物の種を越えて保存されているロッド領域の構造を大きく

変化させる変異であった。 

c)ゲノム編集マウスの作成 

平成 28 に採択された研究(ゲノム解析による円形脱毛症疾患感受性遺伝子同定の試み（第 3 段）)

により、CRISPR/Cas9 system を用いて本 NSSNVのマウス版 variantをマウスに導入したところ、

AA類似の phenotypeが観察された（論文投稿中）。おどろいたことに、下記にしめす脱毛症状の出現

消退や、他部位への拡大など、ヒト円形脱毛症患者においてみられる脱毛巣に極めて類似した変動が

見られた。現在本マウスの皮膚遺伝子発現と本 variantを有するヒト患者の毛包の遺伝子発現につき、

解析を行っている。 

 

d)本遺伝子ノックアウト (KO) マウス作成 

 同じく平成28に採択された研究において、常法通り本遺伝子の全身ならびに毛包表皮特異的KOマ

ウスを相同組み換え法ならびにCre/lox P系により作成した。予想した如く、全身KOは胎生致死では

なく、また全身ならびに毛包表皮特異的KOマウスともに胎生期ならびに第一期毛成長は正常であっ

た。そこでwater avoidance stress testにより本マウスに負荷をかけたところ、AA類似のphenotyp

eが見られた（論文作成中）。 
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