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研究成果の概要（和文）：MPAの発症にはMPO-ANCAの産生が関わるが、その原因は不明である。
我々は血管炎モデルマウスを用いてMPO-ANCA産生遺伝子座Man-1を同定し、マウス第1染色体上に単一の候補遺伝子Aを
同定した。遺伝子Aのリコンビナントタンパクによる細胞増殖を検討したところ、有意な増殖促進を認めた。しかし、
強制発現の系では活性化マーカーの増強は得られなかった。区間コンジェニックマウス作成過程で、Man-1領域内で染
色体組み替えを生じたマウスを得ることができ、これを利用して位置的候補遺伝子の絞り込みを行い、機能解析につな
げていきたいと考えている。

研究成果の概要（英文）：The spontaneous crescentic glomerulonephritis-forming/Kinjoh (SCG/Kj) mouse is a 
unique model of vasculitis with production of MPO-ANCA. Genome wide mapping revealed the non-Fas 
susceptibility locus of MPO-ANCA on chromosome 1, designated as Man-1. The aim of this study is to 
identify the responsible gene (s) of Man-1. Interval mapping created single peak of LOD curve on the Gene 
A, a protein-coding gene with unknown function. Because of the highest LOD score, Gene A was the first 
positional candidate gene. Recombinant Gene A accelerated the proliferation of murine myeloid cell line 
Mcl33D. However, transfection of Gene A to Mcl33D did not influenced to expression levels of leukocyte 
activation markers.
 We established SCG/Kj-derived interval congenic mice with B6 background. Fortunately, we obtained mice 
with recombination between B6 and SCG/Kj at the midpoint of Man-1 interval. These mice will help us to 
narrow down positional candidate genes on Man-1 interval.

研究分野： 免疫病理学
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１．研究開始当初の背景 
顕微鏡的多発血管炎（MPA）の発症には自己
抗体の一種 MPO-ANCA の産生が関わるが、
その原因は不明である。 
我々は血管炎モデルマウスを用いて

MPO-ANCA 産生遺伝子座 Man-1 を同定し
た （J Immunol. 2006）。それに 6000 個以
上の遺伝子型決定を追加し連鎖解析を進め
て Man-1 の遺伝子本体を追求した。その結
果、マウス第 1 染色体上に単一の候補遺伝子
A を見いだした。 
その遺伝子は、隣接する遺伝子よりほぼ 10

倍オッズ比が高く、MPO-ANCA 産生遺伝子
本体である可能性が高い。これにより本プロ
ジェクトを構想した。  

 
２．研究の目的 
A 遺伝子の遺伝子多型及び機能を研究するこ
とにより、MPO-ANCA 産生機構を解明し、
MPO-ANCA 産生を直接抑制する将来の分子
標的療法開発の基礎的知見とする。 
 
３．研究の方法 
（１）A 遺伝子の多型解析・アミノ酸置換の
予測・発現レベル差異の検討 
親系 2系統の A遺伝子の塩基配列から多型

を解析し、アミノ酸置換や発現レベルへの影
響を予測・分類する。 
親系 2系統の組織における A遺伝子の発現

レベルの差異を、リアルタイム PCR や発現ア
レイを用いて明らかにする。A 遺伝子及び
Man-1 の位置的候補遺伝子をカバーするアレ
イを設計し、これらの発現レベルを、関連遺
伝子の発現を考慮しながら解析する。 
（２）A遺伝子の機能解析： 
リコンビナント Aを合成し、マウス由来白血
球細胞株に投与、もしくはマウス個体に投与
し、免疫学的機能を主体とした。機能解析を
行う。 
①A 遺伝子の機能解析 （in vitro）：マウス
顆粒球細胞株 32Dcl3 において A 遺伝子を共
培養・強制発現・ノックダウンすることによ
りMPO放出や細胞死への影響をスクリーニン
グする。 
②A遺伝子の機能解析 （in vivo）：A遺伝子
投与マウスや、遺伝子変異マウスにおける免
疫学的形質解析（腎炎・血管炎、リンパ球形
質、MPO-ANCA ほか自己抗体産生）の変化を検
討し in vivo での機能を確認する。 
（３）区間コンジェニックマウスの作製 （研
究が当初計画どおりに進まない時の対応）： 
・染色体マーカーの遺伝子型を確認しながら
B6 による退交配により、SCG/Kj マウス由来
MPA 関連遺伝子座の支持領域を導入した区間
コンジェニックマウスを作製する。これらを
比較・交配することで遺伝子座の絞り込みや
個々の遺伝子座機能解析を行う。 
 
４．研究成果 
平成 24 年度に MPO-ANCA 産生感受性遺

伝子 A の機能解析をするべく、この遺伝子
のクローニング・リコンビナントタンパク
の作製・精製を行った。平成 25 年度には
マウス由来白血球・リンパ球細胞株を用い
て in vitro のリコンビナントタンパク機能
解析を開始した。 
まずマウスリンパ球又は白血球株である

J774, DC2.4, EL-4, 32Dcl3, RAW246.7, 
WEHI-3 を用いて、細胞増殖促進機能を検
討したところ、一部で軽度ながら有意な増
殖促進を認めた。しかし、pcDNA6.2 発現
ベクターを導入したマウス顆粒球細胞株
32Dcl3 の表面形質の変化をフローサイト
メトリーで LFA-1,CD40, CD86, H-2K の
発現を検討したが、有意な発現変化は認め
られなかった。このため、Man-1 の位置的
候補遺伝子を再検討するため、次世代シー
ケンサーを用いてこの区域に存在する遺伝
子の網羅的多型解析を行った。エクソンの
多型によりアミノ酸変異を伴う遺伝子は、
22 個存在し、うち 6 個はフレームシフト変
異であった。 

B6 マウス背景遺伝子に血管炎自然発症
モデル SCG/Kj マウスの遺伝子を導入した
区間コンジェニックマウスの作成を継続し
た。当該年度において、B6. lprC1SCG,B6. 
lprSCG1SCG, B6. lprSCG2SCG, B6. 
lprC10SCG, B6.lprC16SCG の、合計５つの区
間コンジェニックマウスの 10 代以上の退
交配が終了し、これら全てにホモマウスを
得てコンジェニックマウスの樹立に成功し
た。また、５区間のうち２つを持つコンジ
ェ ニ ッ ク マ ウ ス 作 成 を 続 け 、 現 在
B6.lprC1SCGC16SCG, 
B6.lprSCG2SCGC16SCG の樹立に成功した。 
・区間コンジェニックマウス作成過程で、
SCG2/Man1 領域内で染色体組み替えを生
じたマウスを得ることができ、これを利用
してこの区間をほぼ 1/2 に区切るマウスを
作成中である。これを利用して位置的候補
遺伝子の絞り込みを行い、機能解析につな
げていきたいと考えている。 
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