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研究成果の概要（和文）：  MRL系統のPD-1欠損マウスが発症する自己免疫性心筋炎に着目し、連鎖解析によっ
て同定した心筋炎感受性遺伝子座を様々な組み合わせ及び個数で導入することにより、疾患耐性であるBALB/c系
統において心筋炎を再構築することに成功した。また、これにより疾患の再構築に必要な個々の遺伝子座を同定
し、各遺伝子座が心筋炎の発症に相加的に働くことを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：  PD-1 deficient mice develop fatal myocarditis on the MRL but not on the 
BALB/c background. To identify causal genes of autoimmune myocarditis in MRL-PD-1 deficient mice, we
 have performed genetic linkage analysis and identified 6 myocarditis-susceptible loci. We have 
introduced these loci into disease-resistant BALB/c background and succeeded in reconstituting 
myocarditis. Myocarditis could be reconstituted by various numbers of the susceptible loci in 
various combinations, indicating that some of these loci are redundant and function additively in 
the development of myocarditis.

研究分野： 免疫学

キーワード： 自己免疫疾患　PD-1　連鎖解析

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
  人口の5％が何らかの自己免疫疾患に罹患していると言われているが、効果的な根治療法は無く、対症療法に
よる治療が中心となっている。また、近年開発されたがんの免疫チェックポイント阻害療法においても、自己免
疫関連副作用が大きな問題となっている。本研究成果は、自己免疫性心筋炎の責任遺伝子の同定、ひいては自己
免疫疾患の発症機序の解明に繋がるため、自己免疫疾患の根治療法及び効果的な診断法の開発に貢献すると期待
される。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
人口の 5％が何らかの自己免疫疾患に罹患していると言われているが、効果的な根治療法は無

く、対症療法による治療が中心となっている。根治療法及び効果的な診断法の開発には、疾患の
発症機序を解明することが不可欠であるが、自己免疫疾患は複数の遺伝子及び多様な環境因子
が発症や病態に関与する多因子疾患であるため、個々の遺伝要因と環境要因の同定が極めて困
難であり、思うように進んでいない。我々は、近年、独自に開発した自己免疫性心筋炎モデルマ
ウスを用いた連鎖解析の結果をもとに、わずか 3 遺伝子座を疾患感受性系統から耐性系統に導
入するだけで、自己免疫性心筋炎を疾患耐性系統において遺伝的に再構築し得ることを見出し
た。 

PD-1 は京都大学の本庶佑博士らによって単離同定された抑制性免疫補助受容体であり、自
己に対する不適切な免疫反応、病原微生物に対する過剰な免疫応答、がん免疫応答などを抑
制することが、PD-1 欠損マウスを用いた解析から明らかにされている。近年、ヒトの複数の
がんに対して PD-1 阻害抗体が劇的な治療効果を示したことから、世界中で大きな注目を集
めている。一方、PD-1 阻害抗体の副作用として自己免疫性心筋炎を含む様々な自己免疫疾患
の発症が認められることから、PD-1 がヒトにおいても自己免疫疾患の発症を積極的に抑制し
ていることが明らかとなっている。自己免疫性心筋炎は、これらの副作用の中でも特に致死
率が高いことから、その病態制御機構の解明が重要な課題となっている。 

PD-1 欠損マウスは、C57BL/6、BALB/c、NOD、及び MRL 系統において、それぞれ異なる自己
免疫疾患、すなわち、SLE 様の腎炎・関節炎、拡張型心筋症・胃炎、劇症型 I 型糖尿病、及
び致死性心筋炎を発症する。マウスの各系統の自己免疫素因が PD-1 欠損により増強され、
系統特異的な自己免疫疾患が惹起されると考えられるため、PD-1 欠損マウスは、各系統が遺
伝的に有する自己免疫素因を解析するには絶好のモデルと言える。我々はこれまでに、これ
らのマウスを用いた連鎖解析により、糖尿病、心筋炎、末梢神経炎等の疾患感受性遺伝子座
を同定してきた。さらに、本研究で着目する心筋炎については、心筋炎耐性系統である
BALB/c-PD-1 欠損マウスに MRL 由来疾患感受性遺伝子座を導入したコンジェニックマウスを
作製することにより、心筋炎の発症を再現することに成功している。疾患が遺伝学的に再構
築できたことから、疾患発症を指標として候補遺伝子を検証することが可能となり、責任遺
伝子の同定が飛躍的に進むと期待される。また、疾患の発症に十分な遺伝要因が揃っている
ことを意味するため、各責任遺伝子を同定することにより、自己免疫疾患制御ネットワークシ
ステムの全貌を解明できると期待される。 
 
２．研究の目的 
MRL 系統の PD-1 欠損マウスが発症する自己免疫性心筋炎に着目し、これまでに連鎖解析によ

り同定した心筋炎感受性遺伝子座が、疾患の発症に与える影響を解析することにより、疾患の発
症及び病態成立のメカニズムを段階的、かつ包括的に解明することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 （１）コンジェニックマウスの作製 
BALB/c-PD-1 欠損マウスに MRL 由来疾患感受性遺伝子座を導入することにより心筋炎を再

構築したコンジェニックマウスを BALB/c-PD-1 欠損マウス、あるいは疾患感受性遺伝子座を別
の組み合わせで有するコンジェニックマウスと交配し、目的の疾患感受性遺伝子座を有するコ
ンジェニックマウスを作製した。さらに、得られたマウスを交配することにより、目的の疾患感
受性遺伝子座をホモ化した。注目する疾患感受性遺伝子座の由来染色体は、マウスの尾よりゲノ
ム DNA を抽出し、BALB/c 系統と MRL 系統を識別可能な SNP マーカーについて、デュアルラベル
プローブを用いた PCR を行なうことにより調べた。 
 
 （２）心筋炎発症頻度の解析 
 注目する疾患感受性遺伝子座をホモで有する PD-1 欠損個体について、最長 24 週間に渡って
心筋炎発症の有無を観察し、生存率を検討した。 
 
４．研究成果 
MRL-PD-1 欠損マウスが発症する自己免疫性心筋炎について、これまでに心筋炎を発症しない

BALB/c-PD-1 欠損マウスとの交雑マウスを作製して連鎖解析を行い、MRL 染色体上に５個、BALB/c
染色体上に１個、心筋炎感受性遺伝子座を同定している（Mcp (Myocarditis under PD-1 
deficiency) 1〜6）。また、MRL 由来５遺伝子座（Mcp1〜5）を BALB/c 系統に導入したコンジ
ェニックマウスを作製することにより、心筋炎の遺伝学的な再構築を試みたところ、Mcp1・
3・4・6、Mcp2・4・5・6の組み合わせで有するコンジェニックマウスが心筋炎により死亡するこ
とを見出した。そこで、マウスの数を増やして発症頻度と発症時期を詳細に検討したところ、両
コンジェニックマウスともに、5週齢までに全てのマウスが心筋炎により死亡することが確認さ



れた。MRL-PD-1 欠損マウスにおける心筋炎の発症頻度が 10 週齢の時点で約 70％であることか
ら、MRL-PD-1 欠損マウスと比較して心筋炎が悪化しているが、これは、BALB/c 系統が有する心
筋炎感受性遺伝子座 Mcp6 による影響と考えられる。 
疾患を再構築したマウスと疾患を発症しないマウスを用いて連鎖解析を行う目的で、心筋炎

感受性６遺伝子座のうちの３個を有するコンジェニックマウスを作製し、心筋炎の発症頻度を
検討したところ、Mcp1・4・6、Mcp2・3・6、Mcp2・5・6 でも、時期や頻度に差はあるものの心筋
炎を発症することが明らかとなった。当初、疾患の再構築に必要な４遺伝子座のうちの３個を有
し、心筋炎を発症しないコンジェニックマウスを対照系統として連鎖解析を行うことで、注目す
る１遺伝子座における責任遺伝子を同定する予定であったが、３遺伝子座を有するコンジェニ
ックマウスが心筋炎を発症したことから、連鎖解析に用いるコンジェニックマウス系統の組み
合わせを再検討することにした。 
心筋炎感受性６遺伝子座のうちの２個を有するコンジェニックマウスを作製し、心筋炎の発

症頻度を検討した。その結果、Mcp2・6 は心筋炎を低頻度に発症し、Mcp5・6 は心筋炎を発症し
ないことを明らかとした。以上の結果から、Mcp2・5・6 と Mcp5・6の比較により、Mcp2 の責任
遺伝子を効率的に同定できると考えられた。また、２遺伝子を同時に解析する組み合わせになる
が、Mcp2・4・5・6と Mcp5・6、Mcp1・4・6 と Mcp6、Mcp2・3・6 と Mcp6 の比較によっても、責
任遺伝子を効率的に同定できると判断した。そこで、Mcp2・5・6と Mcp5・6、Mcp2・4・5・6と
Mcp5・6、Mcp1・4・6 と Mcp6、Mcp2・3・6 と Mcp6 の各コンジェニックマウス間で F2 交雑マウ
スを作製して連鎖解析を行い、各疾患感受性遺伝子座について責任領域の絞り込みを行なった。 
以上から、本研究では MRL-PD-1 欠損マウスが発症する自己免疫性心筋炎について、これまで

に連鎖解析によって同定している心筋炎感受性遺伝子座６個のうち、疾患の再構築に必要な個々
の遺伝子座を同定し、各遺伝子座が心筋炎の発症に相加的に働くことを明らかにした。さらに、
心筋炎を発症するコンジェニックマウスと心筋炎を発症しないコンジェニックマウスの間で連
鎖解析を行うことにより、各疾患感受性遺伝子座について責任領域の絞り込みを行うことがで
きた。今後、さらに責任領域を絞り込むことによって、心筋炎の原因遺伝子を同定できると考え
られる。同定した遺伝子について、心筋炎再構築マウスにおいて MRL 型から BALB/c 型に置換し
たノックインマウス、あるいは心筋炎を発症しない BLAB/c マウスにおいて BLAB/c 型から MRL 型
に置換したノックインマウスを、CRISPR/Cas9 システムを用いて作製し、原因遺伝子であること
を証明することを計画している。さらに、個々の遺伝子座のみを導入したマウスを用いて、各々
が与える免疫学的な特性を解析し、各遺伝子座と PD-1 欠損がどのような階層性のもとに、
どのように相互作用することによって自己免疫疾患の発症を誘導するかを解明することに
より、疾患の発症及び病態成立のメカニズムを段階的、かつ包括的に解明できると期待される。 
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