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研究成果の概要： 

新しい炎症性腸疾患のモデルマウスを樹立するために、ヒト HLA-B52 遺伝子を単離し、遺伝子

構造、塩基配列を解析した。また、DNA マイクロインジェクション用の導入ベクターを作成し

た。さらに、日本人炎症性腸疾患と ATG16L1 遺伝子、MYO9B 遺伝子、IRGM 遺伝子について相関

解析を施行し、欧米人とは異なりこれらの遺伝子は日本人の炎症性腸疾患の発症に関わらない

ことを明らかにした。 
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（1）日本人潰瘍性大腸炎の疾患感受性遺伝
子が、第 6染色体短腕の HLA 領域内でクラス
Ⅰセントロメア側～クラスⅢテロメア側に
あり、中でもマイクロサテライトマーカー
C-2-4-4 アリル 239 と HLA-B52 ハプロタイプ
が最も強い連鎖不平衡を示す。 

１．研究開始当初の背景 
潰瘍性大腸炎とクローン病は、原因不明の慢
性炎症性腸疾患で、比較的若年で発症し再燃
と緩解を繰り返すため、罹患すると学業、就
職、結婚などに少なからず影響を及ぼし、生
活の質の低下を余儀なくされる。また、根本
的治療法は未だ確立されておらず、しばしば、
入院手術療法を必要とし、手術後に全く医療
が全く不要となるケースも極めて稀である。
さらに、近年日本では、潰瘍性大腸炎とクロ
ーン病の罹患者数が増加し、医療財政の面か
らも早急な対策が求められている。さらに本
研究者らは、潰瘍性大腸炎とクローン病の遺
伝的因子について以下の知見を報告してき
た。 

 
（2）日本人クローン病が、HLA-B と非常に近
い領域に位置する TNF遺伝子プロモーター多
型と相関する。 
 
（3）日本人クローン病の大腸型が、HLA-B52
遺伝子と相関する。 
 
以上より、日本人の潰瘍性大腸炎とクローン



病の病態形成に、HLA-B52 遺伝子が重要な役
割を果たしていることが推察された。 
 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、HLA-B52 遺伝子が炎症性腸
疾患の病態に関わる分子であることを、モデ
ルマウスを用いて証明することである。また、
炎症性腸疾患の分野の研究は目覚ましく、常
に新知見が報告されるため、当初の目的に拘
泥することなく、将来臨床応用に結びつくよ
う新たに着想したテーマも適宜進行させる
ことを念頭に研究を開始した。 
 
 
３．研究の方法 
（1）ヒト HLA-B52 遺伝子の単離 
ヒト HLA-B52遺伝子ホモ接合のリンパ芽球様
細胞株より genomic DNA libraryを作成する。
HLA-B52 遺伝子プロモーター領域と全エクソ
ンを含むλファージクローンを単離し、制限
酵素EcoRⅠ-PstⅠフラグメント4.3kbを切り
出す。 
 
（2）導入ベクターの作成 
EcoRⅠ-PstⅠフラグメント 4.3kb を pUC 系プ
ラスミドに組み込み、SV40 のポリ配列を付加
する。プラスミドベクターをコンピテントセ
ルにトランスフェクションし、対数増殖期の
大腸菌から QIAGEN Plasmid Kit を用いてプ
ラスミドを抽出する。制限酵素でベクターを
直線化し、アガロースゲル電気泳動と Gene 
CleanⅡ Kit により DNA 断片を精製する。最
終濃度を500DNA分子/plになるよう調整する。 
 
（3）マウス受精卵の調整 
雌マウスに性腺刺激ホルモンを腹腔内投与
し、過排卵を誘導する。実体顕微鏡下に
BWW-Hepes 培地中で受精卵を取り出し、卵丘
細胞を取った後、ミネラルオイルで覆われた
BWW 培地の中に入れ、37℃、5％CO2 で培養す
る。 
 
（4）DNA のマイクロインジェクション 
ガラス管をピペット作製機で引き伸ばし、イ
ンジェクションピペットを作製する。また、
ホールディングピペットとトランスファー
ピペットも各々作製する。作製したピペット
をマイクロマニピュレーターシステムに取
り付け、マウス受精卵雄性前核に、顕微鏡下
に DNA 溶液を注入する。 
 
（5）受精卵の卵管への移植 
あらかじめ精管結紮雄マウスと交配し、交尾
を確認した偽妊娠雌マウス（ICR 系）に、ネ
ンブタールによる麻酔をかける。後背部を切
開し、卵管開口部を同定した後、トランスフ

ァーピペットで卵を注入する。切り口を縫合
し、19 日後に仔が産まれるのを待つ。 
（6）トランスジェニックマウスのスクリー
ニング 
生まれて 4 週間後の離乳時に、マウスの耳に
パンチ法で個体番号を付け、同時に尾部より
DNA を抽出する。各個体について、ドットブ
ロットハイブリダイゼーションとPCR法で導
入遺伝子の有無を同定する。さらに数ライン
について、F1 マウスに導入遺伝子が伝達され
るか否か、ドットブロットハイブリダイゼー
ションと PCR 法で確認する。 
 
（7）発現解析 
HLA-B52 遺伝子トランスジェニックマウス諸
臓器より HighPure PNA isolation kit を用
いて、トータル RNA を抽出し、HLA-B52 cDNA
をプローブとし、Northern blotting による
発現解析を施行する。また、トランスジーン
を発現量を、内因性 H-2 classⅠ抗原と比較
する。特に発現量の多い 2ラインを、以降の
実験に供する。また、IFN-γ、TNF-α投与下
における諸臓器の HLA-B52 と H-2 classⅠ抗
原の発現量を、無刺激時と比較する。 
 
 研究の目的の項で記載した新知見に基づ
く新たな研究として、日本人炎症性腸疾患の
感受性遺伝子解析を、以下の方法で施行した。 
 
（8）日本人 ATG16L1 遺伝子、MYO9B 遺伝子タ
イピング 
日本人クローン病患者 284 例、潰瘍性大腸炎
患者 186 例、健常人ボランティア 282 例の末
梢血単核球から DNA を抽出し、欧米人を対象
とした検討で強い相関を認めた ATG16L1 
rs2241880 A/G SNP と MYO9B rs2305764 A/G 
SNP について、polymerase chain reaction 
restriction fragment length polymorphism
法を用いてタイピングを施行した。 
 
（9）日本人 IRGM 遺伝子タイピング 
日本人クローン病患者 284 例、潰瘍性大腸炎
患者 186 例、健常人ボランティア 282 例の末
梢血単核球から DNA を抽出し、欧米人を対象
とした検討で強い相関を認めた IRGM 
rs13361189 T/C SNP と rs4958847 A/G SNP に
ついて PCR-RFLP 法でタイピングを施行し、
さらに HapMap Project で検索し得た TagSNPs
についても、網羅的にタイピングを行い、相
関を解析する。 
 
 
４．研究成果 
（1）ヒト HLA-B52 遺伝子の単離 
ヒト HLA-B52遺伝子をホモに持つリンパ芽球
培養細胞から、プロモーター領域を含む
HLA-B52 遺伝子フラグメントを得た。また、



ヒト HLA-B52011*cDNA プラスミドクローンを
入手し、遺伝子構造、塩基配列を比較検討し、
後者を導入ベクター作成に用いることに決
定した。 
 
（2）導入ベクターの作成 
HLA-B52011*cDNAプラスミドクローンに対し、
両端にリンカーを付加した PCRプライマーを
設計した。PCR 産物をベクターに組み込み、
ウサギのβグロビン遺伝子ポリAシグナルと、
非古典的な HLA class I 分子である T3b 遺伝
子のプロモーター領域有する遺伝子導入ベ
クターを作成した。また、310 Genetic 
Analyzer で塩基配列を確認し、制限酵素でベ
クターを切断・直鎖化し、精製を行った。 
 
（3）マウス受精卵の調整と DNA のマイクロ
インジェクション 
過排卵を誘導したマウスから受精卵を取り
出し、マイクロマニピュレーターシステムを
用いて、マウス受精卵雄性前核に、顕微鏡下
に DNA 溶液を注入した。しかし目的とする胎
仔は得られず、培養、注入、移植条件を検討・
変更し試みたものの結果は同様であった。高
度な専門性を要する手技のため、この点に関
し現在外注委託への切り替えを検討してい
る。 
 
（4）日本人炎症性腸疾患と ATG16L1 遺伝子
との相関について 
ATG16L1 遺伝子 rs2241880 A/G SNP について
は、A アリルの頻度が、健常人ボランティア
75.4％に対し、クローン病症例 75.3％
（p=0.967）、潰瘍性大腸炎症例 78.6％
（p=0.264）であった。すなわち、欧米人を
対象とした検討で有意差を認めたATG16L1遺
伝子に関しては、日本人炎症性腸疾患との相
関を認めなかった。 
 
（5）日本人炎症性腸疾患と MYO9B 遺伝子と
の相関について 
MYO9B遺伝子rs2305764 A/G SNPについては、
A アリルの頻度が、健常人ボランティア
71.9％に対し、クローン病症例 74.4％
（p=0.353）、潰瘍性大腸炎症例 73.4％
（p=0.635）であった。すなわち、これも欧
米人を対象とした検討で有意差が認められ
たが、日本人炎症性腸疾患との相関を認めな
かった。 
 
（6）日本人炎症性腸疾患と IRGM 遺伝子との
相関について 
IRGM 遺伝子 rs13361189 T/C SNP と rs4958847 
A/G SNP については、前者が C アリルの頻度
が、健常人ボランティア 26.9％に対し、クロ
ーン病症例 33.1％（p=0.025）、潰瘍性大腸炎
症例 28.5％（p=0.609）で、後者が Gアリル

の頻度が、健常人ボランティア 49.4％に対し、
クローン病症例 49.3％（p=0.962）、潰瘍性大
腸炎症例 48.9％（p=0.874）であった。 
 
IRGM 遺伝子の前後 100kbp の領域について、
HapMap Project の Tagger Multimarker を用
いて Tag SNPs を抽出した。抽出時の設定は、
r2 cut-off 値を 0.8、Minor Allele Frequency 
cut-off 値は 0.05 とした。その結果、前記
SNPs以外に、以下の8つのSNPが抽出された。 
 
① T/C rs4452545 
② C/T rs10075846 
③ C/T rs6868496 
④ T/C rs2278396 
⑤ A/C rs10074976 
⑥ T/C rs12652859 
⑦ A/G rs1277603 
⑧ A/C rs2434688 
 
これら SNPs の日本人健常者と炎症性腸疾患
患者 Minor Allele Frequency は、いずれも
統計学的有意差を認めなかった。 
 
すなわち、少数検体での検討ではあるが、日
本人と欧米人の炎症性腸疾患感受性遺伝子
は異なることが確認された。 
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