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研究成果の概要（和文）：抗好中球細胞質自己抗体(ANCA)の持続的産生がANCA関連血管炎(AAV)の原因である。
我々はANCA産生機構解明のため、AAV自然発症モデルマウスSCG/Kj由来のANCA産生感受性遺伝子座Scg-2/Man-1の
導入実験（Autoimmunity 52:208,2019）、エクソーム解析により見出されたMan-spa遺伝子変異の機能解析、当
該区域の網羅的発現解析を行い、野生型・変異型タンパクの合成、遺伝子欠損マウスの解析、ヒトAAVに関連す
る候補遺伝子を得た。これらを、個体への投与実験、ヒト症例におけるPBMCの表面形質・機能解析へ発展させ、
治療薬開発のシーズとしていきたい。

研究成果の概要（英文）：Aberrant production of the anti-neutrophil cytosolic autoantibody (ANCA) 
causes the ANCA related vasculitis (AAV). To analyze the previously identified QTL on chromosome 1 
for production of ANCA, we introduced the QTL to B6/lpr and proved the pathogenic function of the 
QTL (Autoimmunity 52:208, 2019). We identified two candidate genes for abnormal production of ANCA 
using the next generation sequencer. One was the structual gene for a proteinase inhibitor and it 
had non-synonymous polymorphisms. We produced recombinant proteins of wild and variant types to 
analyze their fuctional changes. Another one was the gene coding membrane surface protein on 
peripheral blood mononuclear cells.
We are going to develop these items into the medication experiment to animal individuals, and the 
surface character analysis of PBMC in a human AAV case. The results can possibly be the seeds for 
the development of therapautic medicines.

研究分野： 免疫病理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により得たタンパク、遺伝子欠損マウスを用いて、活性化顆粒球やNETsによる細胞傷害試験への影響、
AAVモデルマウスへの治療的投与実験が可能となった。
　折しも、新型コロナウイルス感染がパンデミックとなっており、感染者の急速かつ重篤な全身炎症が広く報告
されている。この遺伝子が持つタンパク分解酵素阻害活性は、治療薬開発の糸口となる可能性がある。これらを
発展させ、リード薬作製へつなげていきたい。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 抗好中球細胞質自己抗体(ANCA)の持続的産生が原因となり ANCA 関連血管炎「AAV」が発
病する。この因果関係は明白だが、肝心の「ANCA がなぜ産生されるのか」にまだ答えがない。 
その中で申請者は、ヒト血管炎に酷似したモデル動物 SCG/Kj マウスにおいて、ANCA 産生遺
伝子と血管炎発症遺伝子が両方ともマウス第１染色体に存在していることを発見した。これを
契機に、その第１染色体部分を B6 マウスに導入した新しいモデル動物 SICM で血管炎を再現
し、その染色体部分と病態との関連を証明した。更に導入部分のエクソーム解析を行い、ANCA
産生に関わるプロテアーゼ阻害遺伝子のアミノ酸変異「Man-Spa 変異」を発見するまでに至っ
た。 
そこでこの研究は、先行研究で独自に作成した SICM を用いて、血管炎発症機構の解析、およ
び Man-Spa 変異によるプロテアーゼの失調と ANCA 産生との関連を調べ、AAV をはじめ、広
く炎症性疾患や血管病の治療薬開発の知見を得ることを目的とする。 
２．研究の目的 
・ANCA 関連血管炎（AAV）自然発症モデルマウス SCG/Kj を用いたヒト AAV 関連遺伝子の同
定と 
・当該遺伝子産物の作製・個体への投与による AAV の治療効果の解析。 
 
３．研究の方法 
これまでの成果として、マウス第 1 染色体上に SCG/Kj 由来の MPO-ANCA 産生感受性遺伝子座を
すでに同定している。 
①退交配による MPO-ANCA 産生感受性遺伝子座の正常マウスへの導入。 
②次世代シーケンサーによるエクソーム解析・RNA シークエンス。 
③CRISPR/Cas9 を用いた候補遺伝子欠損マウス 
④正常型および変異型候補遺伝子のクローニングと組換えタンパクの作成、およびそれらの個
体投与による効果の解析 
４．研究成果 
抗好中球細胞質自己抗体(ANCA)の持続的産生が ANCA 関連血管炎(AAV)の原因である。
我々は ANCA 産生機構の解明のため、AAV 自然発症モデルマウス SCG/Kj 由来の ANCA
産生感受性遺伝子座 Scg-2/Man-1 の導入実験、Scg-2/Man-1 領域のエクソーム解析により
見出された Man-spa 遺伝子変異の機能解析、Man-1 支持区域の網羅的発現解析を行い、以
下の結果を得た。 
（１）Scg-2/Man-1 を B6.lpr マウスに導入した SICM マウスの解析により、この遺伝子座
が MPO-ANCA 産生・半月体形成性腎炎・血管炎の発症をもたらすことを証明し報告した
（Autoimmunity 52:208,2019）。 
 
（２）Man-spa 遺伝子変異の機能解析 Man-spa 遺伝子は、プロテアーゼを抑制して細胞
を保護する遺伝子群である。 
A. リコンビナントマウス(rm)Man-spa を合成した。 
B.ゲノム編集・交配を用いて B6 ベースおよび B6/lpr ベースの Man-spa 欠損マウスを作製
し自己抗体・糸球体腎炎への影響を解析し、以下の結果を得た。 
1. ホモ Man-spa 欠損マウスは生まれて来ず、個体発生に対する影響が示唆された。 
2. ヘテロ Man-spa 欠損マウスは、野生型と比較し、血中 MPO-ANCA レベル・抗 dsDNA
抗体レベルに有意差はなかったが、それらの平均値は野生型より低かった。 
3. タンパク尿は、ヘテロ Man-spa 欠損マウスは週齢により野生型より有意に低かった。 
4. 以上より、各形質に対する Man-spa 欠損の影響は多面的と考えられる。 
 
（３）NGS を用いて高 ANCA・低 ANCA と関連して発現レベルの異なる遺伝子を同定し
た。 
A：背景と目的 
Man-1 の遺伝子本体は、タンパクのアミノ酸配列に多型がなくても、遺伝子の発現レベル
に差があれば、候補遺伝子たりうる。そこで、マッピングで同定した Man-1 領域を考慮し
ながら、NGS を用いて遺伝子発現解析（RNA-sequence)を行い、この領域に存在する遺伝
子の発現較差を解析した。 
B：検体と方法 
・検体：マウス脾細胞から total RNA を抽出した。 
雌 B6/lpr.C1scg マウス 高 ANCA 産生群（AF-hi 群）5 検体 
雌 B6/lpr.C1scg マウス 低 ANCA 産生群（AF-lo 群）5 検体 
雌 B6/lpr マウス（正常対照）     （LF 群） 4 検体 
・比較の組合せ： 



群間比較１：疾患モデルマウスと正常マウスの比較 
群間比較２：疾患モデルマウスの中で、ANCA の高い群と低い群の比較 
群間比較３：高 ANCA 群と正常マウスとの比較 
群間比較４：低 ANCA 群と正常マウスとの比較 
・遺伝子座領域と統計： 
Man-1 領域に存在する遺伝子のうち、顆粒球機能に関係する遺伝子群に注目した。 
有意差のある遺伝子に偽陽性が含まれる確率(q)を 5%未満とし（q<0.05)、群間の発現量
（fpkm）差が 1.5 倍以上あれば有意とした。 
・遺伝子発現解析： 
 Maser パイプライン TopHat2, CuffLinks2 and CummeRbund + GE (SE)  および 
Cuffdiff and CummeRbund (SE) により解析を行った。 
C：結果 
・群間比較①（雌 B6/lpr.C1scg マウス 対 雌 B6/lpr マウス）では、明確な遺伝子発現差
が認められた。 
・群間比較②～④において、共通して遺伝子発現差が認められる遺伝子は、全染色体に 56
個、第１染色体上に存在する遺伝子は 10 個（DEG＃１～DEG#10）だった。（図 結果(1)） 
・第 1 染色体上の Man-1 領域に存在する遺伝子の中で、全ての群間比較で発現差のある遺
伝子が唯一見つかった（DEG＃７、図 結果(2)）。DEG＃７は高 ANCA 個体で発現が低く、
低 ANCA および正常対照で発現が高かった（図 結果(3)）。DEG＃７は細胞膜表面上のタ
ンパクをコードする構造遺伝子であり、候補遺伝子として解析予定である。 
 
D：今後の計画： 
・Man-spa 欠損マウスおよび SICM を用いて、Man-spa の ANCA 産生を含む自己免疫へ
の影響、および rmMan-spa の補填による形質の変化を解析して AAV における Man-spa の
役割を明らかにしていく。 
・DEG#7 については、リンパ球細胞株を用いた強制発現系やノックダウン系を解析すると
共に、ヒト AAV 症例の末梢血 PBMC の膜表面における発現レベルを計測し、リンパ球の
表面形質や疾患関連形質との関連を解析する。 
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