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研究成果の概要（和文）：　最近、GWAS解析により、乾癬と強く関連するSNPが新たに報告され、PTRF/Cavin1と
いう遺伝子のSNPが乾癬病態と深い関連があるという報告がされた。しかしこのSNPは遺伝子のintron上に存在し
ており、遺伝子機能に対する影響は解らない。そこで、HaCaT細胞に、ゲノム編集にてSNPを導入し、PTRF遺伝子
の発現や機能に影響するのか否か、検討することにした。いくつかゲノムが欠損したクローンを得られたが、目
的のSNPを導入出来たクローンの取得は出来なかった。いくつかSNP付近で欠損が起こったクローンにて、遺伝子
発現解析を行ったが、コントロール細胞と比べて違いを見出すことは出来なかった。

研究成果の概要（英文）：Recently, GWAS analysis has newly reported SNPs that are strongly associated
 with psoriasis pathology, and it has been reported that SNPs in the gene PTRF/Cavin1 are deeply 
associated with psoriasis pathology. However, this SNP is located on an intron of this gene, and its
 effect on gene function is unknown. Therefore, we decided to introduce SNPs into HaCaT cells by 
genome editing and examine whether they would affect the expression and function of the PTRF gene. 
Although we obtained some clones with deletions in the genome, we were unable to obtain clones in 
which the desired SNP could be introduced. Gene expression analysis was performed on clones with 
deletions near some SNPs, but no differences were found compared to control cells.

研究分野： 分子細胞生物学、遺伝子工学

キーワード： 乾癬　Psoriasis　SNP　GWAS　PTRF　Cavin1　遺伝子発現
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　疾患における遺伝的背景にはまだまだ不明なことが多い。また、GWAS解析にて病態との関連が指摘されるSNP
は数多く報告されているが、多くの場合はintronに報告されている。exon上にSNPがあり、アミノ酸変異を伴う
変異であれば比較的容易に判断できるが、intron上にある場合、一見して遺伝子機能に影響するか否か判断は出
来ない。今回この問題に対して研究を行ったが、明らかな違いを示すことは出来なかった。今後更にゲノム編集
技術が進歩し、より簡便にゲノム編集を行えるようになれば、新たな遺伝子機能への影響を明らかにすることが
可能となると考えている。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 これまでに乾癬の遺伝的背景はいくつか報告されており、STAT3、IL36RN や
CARD14 といった遺伝子の機能や、SNPs による機能変化と乾癬病態との関連が明ら
かにされている。しかし、これらの SNPs が検出される乾癬患者は一部であり、残りの
乾癬患者についての遺伝的背景は明らかになっていない。近年のシークエンス技術の進
歩により、より幅広く、かつ精密にゲノム情報の収集が可能となり、Genome Wide 
Association Study (GWAS)として様々な疾患において活用されている。しかしこれら
の遺伝子は数が多く、遺伝子機能も多岐にわたるため、その全てにおいて十分に検討さ
れている訳ではない。今回着目した遺伝子 PTRF/Cavin-1 は、培養細胞やマウスを用い
た研究報告はいくつか見られるが、皮膚疾患と関連付けられた報告は見当たらない。本
申請による研究によって、乾癬病態との関連が明らかになれば、世界初の報告となる。
そして乾癬病態を理解する上で全く新しい切り口になると考えている。 
 
２．研究の目的 
 乾癬はアトピー性皮膚炎と並び、代表的な炎症性皮膚疾患である。自己免疫疾患の 1
つでもあり、様々な免疫細胞、サイトカインの関与が明らかにされている。近年ではサ
イトカインに対する抗体製剤（生物学的製剤）が数種類開発され、非常に効果を上げて
いる。しかしながらそれらは全ての乾癬患者に有効では無く、また無効例も報告されて
いる。また、症状が収まり、投薬を休止してからも症状が安定する患者もいれば、再燃
する患者もおり、完治が難しい疾患でもある。近年の遺伝子解析技術の進歩により、大
規模なゲノム解析が広範囲に行われるようになり、乾癬と関連する新しい SNPs につい
ても多くの報告がなされている。その中の一つである rs963986 は、PTRF (polymerase 
I and transcript release factor)/Cavin-1 遺伝子の intron 部分に存在する SNP が、乾
癬患者に多く見られる SNP であることが報告された（Lam et al., 2012）。この分子は
通常では細胞質に存在しており、受容体非依存性エンドサイトーシスに関与するカベオ
ラ膜を構成するのに重要な Caveolin-1 と相互作用する分子である。細胞外からの刺激
により核内に移行することもあるとされ、細胞増殖や老化等に関与している（Volonte 
and Galbianti, 2011）。そこで、本研究では詳細に PTRF/Cavin-1 の表皮角化細胞にお
ける機能を検討することにした。in vitro における検討では、SNP と PTRF/Cavin-1 の
発現への影響を検討し、この遺伝子の発現減少が細胞に与える影響を検討する。また、
PTRF/Cavin-1 の欠損が、細胞に与える影響についても詳細に検討する。 
 
３．研究の方法 
―細胞 
 本研究には、正常表皮角化細胞の細胞株である HaCaT 細胞を用いた。HaCaT 細胞
は DMEM/high glucose (SIGMA) /10%FBS/1%ペニシリン/ストレプトマイシンにて継
代を行った。 
 
―酸素濃度による PTRF 発現への影響 
 HaCaT 細胞を低酸素（5% O2）にしたインキュベーターで 24 時間、48 時間培養し、
RNA を抽出後、リアルタイム PCR により PTRF 発現変動を通常培養時（20% O2）と
比較した。高酸素条件としては、過酸化水素水を 150 µM、 300 µM、450 µM となる
ように培地に添加し、添加後 24 時間、48 時間で細胞を回収し、低酸素時と同様にリア
ルタイム PCR にて評価した。 
 
―PTRF のノックダウンと細胞増殖解析 
 PTRF の細胞へ与える影響を見るために、 siRNA(Silencer Select siRNA, 
ThermoFisher)を用いて細胞内の PTRF をノックダウンし、細胞増殖へ与える影響を
検討した。ノックダウンの効率は、リアルタイム PCR 並びにウエスタンブロッティン
グにより評価した。細胞増殖は MTT アッセイ(TaKaRa)と BrdU アッセイ(Roche)によ
り検討を行った。 
 



―ゲノム編集 
 報告された rs963986 の SNP を HaCaT 細胞に導入するために、CRISPR/Cas9 シス
テムを用いて変異の導入を試みた。SNP 付近を認識する gRNA を 3 種類設計し、Cas9
タンパク質と共に細胞へ Lipofectamine CRISPRMAX を用いてトランスフェクション
を行った。ゲノム切断の有無、効率は Alt-R Genome Editing Detection Kit (IDT)にて
評価した。その後、80 bp になる、SNP 導入用の相同組換えを利用した、HDR ドナー
オリゴヌクレオチドを設計し、Cas9―gRNA と共に HaCaT 細胞にトランスフェクショ
ンを行った。トランスフェクション後 48 時間に細胞を回収し、1 細胞/100 µL になるよ
うに細胞溶液を調整し、96 ウェルプレートに 100 µL/ウェルで細胞を播種した。翌日に
ウェルを顕微鏡で確認し、シングルセルになったウェルをセレクションした。その後、
90 %コンフルエント/ウェルになるまで増殖させ、適宜大きなウェルへ移し替えた。凍
結用の細胞とゲノム DNA 抽出用の細胞に十分量の細胞になるまで増やした。十分量の
細胞が得られたところで細胞を回収し、凍結保存用の細胞を確保し、残りの細胞からゲ
ノム DNA の抽出を行った。変異導入の確認は、SNP 導入領域を PCR 法にて増幅し、
PCR 産物を直接シークエンスを行い、導入の有無を評価した。 
 
―ゲノム編集 HaCaT 細胞の遺伝子発現解析 
 siRNA で PTRF をノックダウンした細胞並びに、ゲノム編集にて SNP 周辺が欠損
した細胞を用いて、PTRF、STAT3、ATP6V、STAT5A 及び STAT5B の発現を TaqMan 
probe (ThermoFischer)にて発現量の検討を行った。また、STAT の抑制因子である、
SOCS1 と SOCS3 についても発現解析を行った。コントロール細胞はスクランブル
RNA をトランスフェクションした細胞、もしくはゲノム編集したが欠損等異常が起こ
らなかった細胞を用いた。RNA は TRIzol を用いて抽出し、得られた RNA は ReverTra 
Ace (TOYOBO)を用いて、逆転写反応を行い、cDNA を得た。 
 
―乾癬皮疹部における PTRF 発現の比較 

 乾癬患者の皮疹部より生検を行い、RNeasy 
Universal Plus (QIAGEN)にて RNA を抽出した。生
検部は、図 1 に示す通り、一人の患者から、皮疹中央
部（LC）、皮疹内側辺縁部（LI）、皮疹外側辺縁部（LO）、
健常部（H）の 4 箇所である。得られた RNA は
ReverTra Ace にて cDNA を合成し、培養細胞同様に
リアルタイム PCR にて評価を行った。 
 

 
４．研究成果 
―酸素濃度による PTRF 発現への影響 
 低酸素環境に HaCaT 細胞を暴露した時、PTRF は通常酸素濃度時に比較して発現が
低下した（図 2）。逆に高酸素濃度にした場合、その酸素濃度に比例して PTRF の発現
が上昇した（図 3）。 

  
―PTRF 発現欠損における細胞増殖への影響 
 siRNA により、PTRF をノックダウンし、細胞増殖性を MTT アッセイと BrdU アッ
セイによって評価した。PTRF の発現は、リアルタイム PCR、ウエスタンブロッティ
ング双方で確認したところ、十分発現が落ちていることが確認出来た（データ示さず）。
ノックダウン後 24 時間、48 時間、72 時間にそれぞれアッセイを行ったところ、24 時



間では差は殆ど見られなかった（図 4）。その後 MTT アッセイでは 48 時間、73 時間で
PTRF ノックダウンで有意に低くなった。BrdU アッセイでは 48 時間で最も差が大き
くなり PTRF ノックダウンで低くなったが、72 時間では再び差がなくなった。このこ
とより、PTRF 遺伝子ノックダウンにより、一時的に細胞増殖能は低下するが、DNA

合成にはほとんど影響が出ず、細胞分裂やミトコンドリア活性が低下し、細胞増殖に影
響することが考えられた。 
 
―HaCaT 細胞のゲノム編集 
 PTRF の SNPs 付近を認識する gRNA を 3 種類設計し、Cas9 による切断をサーベイ
ヤーにて評価した。その結果、3 種類共に切断に由来するバンドを確認することが出来
た（図 2）。効率としては 3 種類共に同じ様に思われた。そこで相同組換えを利用して、
変異を導入するためのオリゴヌクレオチドを設計した。SNP を中心として前後 40 bp、
トータル 80 bp の長さのオリゴヌクレオチドを作成し、3 種の gRNA と共に細胞にト
ランスフェクションを行った。トランスフェクション後 24 時間後に細胞を回収し、100 
µL あたりに 1 細胞となるように希釈を行い、96 ウェルプレートに播種した。播種後、

ウェル内に 1 細胞のウェルのみ選抜し、増殖具合を
見ながら、48 ウェル、24 ウェルと細胞を増やしてい
った。細胞が凍結保存出来、かつ十分に gDNA を抽
出できる数になったところで細胞を回収し、凍結保
存細胞と gDNA を回収した。回収したゲノム DNA
に対して、目的部分を PCR にて増幅し、直接シーク
エンスを行うことにより、変異導入の有無、変異の
種類を確認した。gRNA 別に得られたクローンをそ
れぞれ 50 前後解析した結果、2 割り程度の割合で、
変異が導入されていることが分かった。しかし、目
的の SNP が導入されたクローンは得られず、SNP
周辺部の 1 塩基のインサーション、デリーション並
びに数塩基〜数十塩基の欠損を持ったクローンのみ
が得られた。 

 
―ゲノム編集 HaCaT 細胞の遺伝子発現解析 



 いくつか得られたクローンから、
SNP 付近に数塩基の欠損のある 2
クローンを選び、細胞増殖期に細胞
を回収し、抽出した RNA を用いて
遺伝子発現解析を行った。対照には
同じくゲノム編集を行ったものの、
変異が見つからなかったクローン
を用いた。その結果、STAT5A 及び
SOCS1 については、HaCaT 細胞に
おいては発現が見られなかった。他
の検出が出来た遺伝子に関しては、
コントロール細胞と比較して有意
な差は見られなかった。 
 
―乾癬皮疹部における PTRF 発現の比較 

 乾癬患者計 6 名より得られた生検試料を
用いて、PTRF 発現の検討を行った。その結
果、LC = LI < LO < H と皮疹部中央から外
側（健常部）に向かうにつれ、PTRF の発現
が高くなった。特に皮疹部の内側と外側で
は有意な差が見られる程度に発現量に違い
が見られた（図 7）。 
 
 
 
 
 

 
 
今回、ゲノム編集による変異導入を試みたが、目的の変異株を得ることは出来なかっ
た。その原因の一つとして、HaCaT 細胞のトランスフェクション効率の低さが考えら
れる。gRNA によるゲノム DNA の切断効率はまずまずであったが、長鎖のオリゴヌク
レオチドの導入効率が非常に低く、上手く相同組換えが行われなかったと考えられる。
gRNA と同時にトランスフェクションや、gRNA 導入後しばらくしてからオリゴをト
ランスフェクションするなど条件を変えてみたが、改善されなかった。今後の課題とし
て、トランスフェクションの条件や、導入するオリゴを短くするような工夫を考えてい
かなければならない。また今回 2 クローンではあるが、PTRF 遺伝子のイントロン部に
変異のある細胞と正常な細胞を用いて遺伝子発現解析を行った。しかし、PTRF そのも
のも含め、遺伝子発現への影響は見られなかった。各細胞トリプリケイトでデータを取
得したが、通常の培養細胞と比べ、ばらつきが大きかった。このことは、細胞のクロー
ン化がまだ不十分だったことも考えられる。更に純化して、ばらつきの少ないデータに
した時に、違いが見られるか、さらなる検討も必要だと考えられる。また、今回は未刺
激の状態でのみ比較したので、サイトカイン等で刺激した際に違いが出るか否かも検討
する必要があると思われる。乾癬の皮疹部では健常部と比較して PTRF の発現が、遺
伝子レベル、タンパク質レベルで減少していることから、乾癬病態、その中の皮疹の形
成に関与している可能性が考えられる。発現低下によって皮疹の出現が亢進するのであ
れば、皮疹部で PTRF の発現を亢進するような治療ができれば、皮疹が軽快するかも
しれない。今後さらに調査をする必要を感じている。 
 
Reference 
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