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(57)【要約】
【課題】自己免疫疾患を予測するための検査方法、およ
び自己免疫疾患の予防又は治療薬のスクリーニング方法
を提供する。
【解決手段】CD244遺伝子上に存在する塩基の一塩基多
型または該塩基と連鎖不平衡にある塩基の一塩基多型を
分析し、該分析結果に基づいて自己免疫疾患を検査する
。また、CD244の発現量を変化させる物質を選択するこ
とにより自己免疫疾患の予防又は治療薬のスクリーニン
グを行う。
【選択図】　図３
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
CD244遺伝子上に存在する塩基の一塩基多型または該塩基と連鎖不平衡にある塩基の一塩
基多型を分析し、該分析結果に基づいて自己免疫疾患を検査する方法。
【請求項２】
前記一塩基多型が、配列番号１～７のいずれかの塩基配列の塩基番号６１番目の塩基に相
当する塩基における多型である、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
自己免疫疾患が関節リウマチまたは全身性エリテマトーデスである、請求項１または２に
記載の方法。
【請求項４】
配列番号１～７のいずれかの塩基配列において、塩基番号６１番目の塩基を含む１０塩基
以上の配列、又はその相補配列を有する自己免疫疾患検査用プローブ。
【請求項５】
配列番号１～７のいずれかの塩基配列において、塩基番号６１番目の塩基を含む領域を増
幅することのできる自己免疫疾患検査用プライマー。
【請求項６】
CD244遺伝子またはCD244遺伝子のプロモーターに連結されたレポーター遺伝子を発現する
細胞に医薬候補物質を添加する工程、CD244遺伝子またはレポーター遺伝子の発現量を測
定する工程、及び前記発現量を変化させる物質を選択する工程を含む、自己免疫疾患の予
防薬又は治療薬をスクリーニングする方法。
【請求項７】
CD244遺伝子またはCD244遺伝子産物の発現量を測定する工程を含む、自己免疫疾患の検査
方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は自己免疫疾患の検査方法及びそれに使用するプローブやプライマー、並びに自
己免疫疾患を予防又は治療するための医薬のスクリーニング方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　世界人口の０．５～１％に影響を与える関節リウマチ（ＲＡ）は、自己免疫疾患であり
、遺伝的素因はＲＡの罹患率において重要である。同定された最も決定的な関連遺伝子座
はＨＬＡ－ＤＲＢ遺伝子座であり、遺伝的要因の３分の１を占める。
　ＲＡ感受性遺伝子を同定するために、９４の症例と６５８の対照を用いて、遺伝子を基
にした大規模な症例対照連関調査が実施された（非特許文献１～３）。その結果、全長３
０，０００，０００塩基対以上に及ぶ、第１染色体上の複数のシグナルリンパ球活性化分
子（ＳＬＡＭ）ファミリー遺伝子を含む領域において陽性シグナルが示された。この領域
はまた、以前のＲＡと全身性エリテマトーデス（ＳＬＥ）の連鎖解析研究のデータにおい
ても関連性が示されている（非特許文献４～７）。
　しかしながら、特定の遺伝子の同定には至っていない。
【０００３】
　CD244は、ＮＫ細胞の活性化、又は阻害分子として働くことが知られている。また、CD2
44はＮＫ細胞のみならず、Ｔ細胞、単球、そして他のリンパ球でも発現していることが報
告された（非特許文献８）。CD244は、Ｔ細胞活性化、サイトカイン分泌、細胞毒性、そ
してクラスＩ主要組織適合複合体を介したＮＫ細胞活性化の阻害を含む、免疫調節におけ
る幅広い役割を担っている（非特許文献９）。CD244やCD48に対するモノクローナル抗体
（ｍＡｂ）がＮＫ細胞や単球におけるＴＮＦ合成を誘導することもまた報告されている（
非特許文献１０）。しかしながら、ＲＡなどの自己免疫疾患に対するCD244の関連は明ら
かでない。
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【非特許文献１】Suzuki, A. et al. Functional haplotypes of PADI4, encoding citru
llinating enzyme peptidylarginine deiminase 4, are associated with rheumatoid ar
thritis. Nat Genet 34, 395-402 (2003).
【非特許文献２】Kochi, Y. et al. A functional variant in FCRL3, encoding Fc rece
ptor-like 3, is associated with rheumatoid arthritis and several autoimmunities.
 Nat Genet 37, 478-85 (2005).
【非特許文献３】Tokuhiro, S. et al. An intronic SNP in a RUNX1 binding site of S
LC22A4, encoding an organic cation transporter, is associated with rheumatoid ar
thritis. Nat Genet 35, 341-8 (2003).
【非特許文献４】Cornelis, F. et al. New susceptibility locus for rheumatoid arth
ritis suggested by a genome-wide linkage study. Proc Natl Acad Sci U S A 95, 107
46-10750 (1998).
【非特許文献５】MacKay, K. et al. Whole-genome linkage analysis of rheumatoid ar
thritis susceptibility loci in 252 affected sibling pairs in the United Kingdom.
 Arthritis Rheum 46, 632-9 (2002).
【非特許文献６】Jawaheer, D. et al. A genomewide screen in multiplex rheumatoid 
arthritis families suggests genetic overlap with other autoimmune diseases. Am J
 Hum Genet 68, 927-36 (2001).
【非特許文献７】Scofield, R.H. et al. Thrombocytopenia identifies a severe famil
ial phenotype of systemic lupus erythematosus and reveals genetic linkages at 1q
22 and 11p13. Blood 101, 992-7 (2003).
【非特許文献８】Nakajima, H. & Colonna, M. 2B4: an NK cell activating receptor w
ith unique specificity and signal transduction mechanism. Hum Immunol 61, 39-43 
(2000).
【非特許文献９】French, A.R. & Yokoyama, W.M. Natural killer cells and autoimmun
ity. Arthritis Res Ther 6, 8-14 (2004).
【非特許文献１０】Gonzalez-Alvaro, I. et al. Interleukin-15 and interferon-gamma
 participate in the cross-talk between natural killer and monocytic cells requir
ed for tumour necrosis factor production. Arthritis Res Ther 8, R88 (2006).
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００４】
　本発明は、ＲＡやＳＬＥなどの自己免疫疾患の発症や進行を正確に予測するための検査
方法を提供することを課題とする。本発明はまた、自己免疫疾患の予防薬又は治療薬のス
クリーニング方法を提供することを課題とする。
【課題を解決するための手段】
【０００５】
　本発明者らは、ＳＬＡＭファミリー遺伝子を含む３８遺伝子を含む、１．１ＭｂのＬＤ
セグメントに注目し、解析を行った。その結果、CD244遺伝子上に存在する塩基の一塩基
多型または該塩基と連鎖不平衡にある塩基の一塩基多型がＲＡやＳＬＥなどの自己免疫疾
患に相関することを見出した。さらに、CD244遺伝子の発現を調節する化合物をスクリー
ニングすれば、自己免疫疾患の予防・治療薬が得られることを見出し、本発明を完成する
に至った。
【０００６】
　すなわち、本発明は以下の通りである。
　（１）CD244遺伝子上に存在する塩基の一塩基多型または該塩基と連鎖不平衡にある塩
基の一塩基多型を分析し、該分析結果に基づいて自己免疫疾患を検査する方法。
　（２）前記一塩基多型が、配列番号１～７のいずれかの塩基配列の塩基番号６１番目の
塩基に相当する塩基における多型である、（１）に記載の方法。
　（３）自己免疫疾患が関節リウマチまたは全身性エリテマトーデスである、（１）また
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は（２）に記載の方法。
　（４）配列番号１～７のいずれかの塩基配列において、塩基番号６１番目の塩基を含む
１０塩基以上の配列、又はその相補配列を有する自己免疫疾患検査用プローブ。
　（５）配列番号１～７のいずれかの塩基配列において、塩基番号６１番目の塩基を含む
領域を増幅することのできる自己免疫疾患検査用プライマー。
　（６）CD244遺伝子またはCD244遺伝子のプロモーターに連結されたレポーター遺伝子を
発現する細胞に医薬候補物質を添加する工程、CD244遺伝子またはレポーター遺伝子の発
現量を測定する工程、及び前記発現量を変化させる物質を選択する工程を含む、自己免疫
疾患の予防薬又は治療薬をスクリーニングする方法。
　（７）CD244遺伝子またはCD244遺伝子産物の発現量を測定する工程を含む、自己免疫疾
患の検査方法。
【発明の効果】
【０００７】
　本発明の検査方法により、ＲＡやＳＬＥなどの自己免疫疾患の発症リスクや進行を正確
に予測することができるため、これらの自己免疫疾患を予防したり、進行を抑えたりする
ことができる。また、本発明のスクリーニング方法によれば、自己免疫疾患の新規な予防
薬または治療薬を得ることができる。
【発明を実施するための最良の形態】
【０００８】
＜１＞本発明の検査方法
　本発明の検査方法は、CD244遺伝子上に存在する塩基の一塩基多型（SNP；single nucle
otide polymorphism）または該塩基と連鎖不平衡にある塩基の一塩基多型を分析し、該分
析に基づいて自己免疫疾患を検査する方法である。自己免疫疾患としては、例えば、関節
リウマチ、全身性エリテマトーデスなどが挙げられる。なお、本発明において、「検査」
とは将来、自己免疫疾患になるかどうかを予測するための検査、及び自己免疫疾患の程度
が悪化するかどうかを予測するための検査を含む。
【０００９】
　CD244遺伝子としては、ヒトCD244遺伝子が好ましく、例えば、GenBank Accession No. 
NT_004487.18に登録された配列を有する遺伝子を挙げることができる。ただし、該遺伝子
は人種の違いなどによって１又は複数の塩基に置換や欠失等が存在する可能性があるため
、上記配列の遺伝子に限定されない。
　CD244遺伝子上に存在する塩基の一塩基多型としては、CD244遺伝子のエクソンやイント
ロンに存在する塩基の一塩基多型だけでなく、CD244遺伝子の５’隣接領域や３’隣接領
域に存在する塩基の一塩基多型も含まれる。
【００１０】
　自己免疫疾患に関連するCD244遺伝子の一塩基多型は特に制限されないが、例えば、以
下に示す７種類のSNPｓが挙げられる。
【００１１】
【表１】
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【００１２】
　表１において、例えば、cd244_68はGenBank Accession No. NT_004487.18の11294157番
目の塩基におけるアデニン（A）／グアニン（G）の多型を意味し、この塩基がAである場
合は自己免疫疾患になる確率が高い。また、アレルを考慮して解析した場合は、cd244_68
がAA＞AG＞GGの順で自己免疫疾患になる確率が高い。dbSNPはNational Center for Biote
chnology InformationのdbSNPデータベース（//www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/）
の登録番号を示す。
　その他のＳＮＰについても同様であるが、いずれについても左側の塩基が自己免疫疾患
になりやすい塩基である（例えば、cd244_69、cd244_70、cd244_72の場合も、T/CのうちT
の場合が自己免疫疾患になりやすく、cd244_71の場合、G/AのうちGの場合が自己免疫疾患
になりやすく、cd244_73の場合、C/GのうちCの場合が自己免疫疾患になりやすく、cd244_
75の場合、G/AのうちGの場合が自己免疫疾患になりやすい）。
　なお、上記7種類のSNPｓについて、SNP塩基及びその前後６０ｂｐの領域を含む合計１
２１ｂｐの長さの配列を、それぞれ配列番号１～７に示した（なお、cd244_73は１０１bp
のみ示した）。それぞれ６１番目の塩基が多型を有する。
　これらの塩基に相当する塩基を本発明の方法においては解析する。ここで、「相当する
」とは、ヒトCD244遺伝子上の上記配列を有する領域中の該当塩基を意味し、仮に、人種
の違いなどによって上記配列がＳＮＰ以外の位置で若干変化したとしても、その中の該当
塩基を解析することも含む。
【００１３】
　上記ＳＮＰの塩基の種類を調べることによって、自己免疫疾患を検査することができる
。検査するＳＮＰの数は、一種類でもよいし、複数（ハプロタイプ解析）でもよい。なお
、cd244_68がAであれば他のＳＮＰも左側の塩基（cd244_69＝T、cd244_70＝T、cd244_71
＝G、cd244_72＝T、cd244_73＝C、cd244_75＝G）であるというように、上記SNPのタイプ
は互いに相関するため、一箇所のみを解析することによっても十分正確な自己免疫疾患の
検査を行うことができる。なお、CD244遺伝子の配列はセンス鎖を解析してもよいし、ア
ンチセンス鎖を解析してもよい。例えば、cd244_68の場合、センス鎖を解析する場合は多
型はA/Gであるが、アンチセンス鎖を解析する場合は多型はT/Cとなる。後述の実施例では
、cd244_68およびcd244_75についてはアンチセンス鎖を、cd244_70、cd244_72、cd244_73
についてはセンス鎖を解析した。
　また、本発明において解析する塩基は上記の7種類に限定されず、上記の塩基と連鎖不
平衡にある塩基の多型を分析してもよい。ここで「上記の塩基と連鎖不平衡にある塩基」
とは、上記の塩基とｒ2＞０．５の関係を満たす塩基をいう。
【００１４】
　CD244遺伝子の一塩基多型の解析に用いる試料としては、染色体ＤＮＡを含む試料であ
れば特に制限されないが、例えば、血液、尿等の体液サンプル、細胞、毛髪等の体毛、爪
などが挙げられる。一塩基多型の解析にはこれらの試料を直接使用することもできるが、
これらの試料から染色体ＤＮＡを常法により単離し、これを用いて解析することが好まし
い。
【００１５】
　CD244遺伝子の一塩基多型の解析は、通常の一塩基多型解析方法によって行うことがで
きる。例えば、シークエンス解析、ＰＣＲ、ハイブリダイゼーションなどが挙げられるが
、これらに限定されない。
【００１６】
　シークエンスは通常の方法により行うことができる。具体的には、多型を示す塩基の５
’側 数十塩基の位置に設定したプライマーを使用してシークエンス反応を行い、その解
析結果から、該当する位置がどの種類の塩基であるかを決定することができる。なお、シ
ークエンスを行う場合、あらかじめ多型を含む断片をＰＣＲなどによって増幅しておくこ
とが好ましい。
【００１７】
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　また、ＰＣＲによる増幅の有無を調べることによっても解析することができる。例えば
、多型を示す塩基を含む領域に対応する配列を有し、かつ、各多型に対応するプライマー
をそれぞれ用意する。それぞれのプライマーを使用してＰＣＲを行い、増幅産物の有無に
よってどのタイプの多型であるかを決定することができる。
【００１８】
　また、多型を含むDNA断片を増幅し、増幅産物の電気泳動における移動度の違いによっ
てどのタイプの多型であるかを決定することもできる。このような方法としては、例えば
、PCR-SSCP（ｓｉｎｇｌｅ－ｓｔｒａｎｄ　ｃｏｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ　ｐｏｌｙｍｏｒ
ｐｈｉｓｍ）法（Ｇｅｎｏｍｉｃｓ．　１９９２　Ｊａｎ　１；　１２（１）：　１３９
－１４６．）が挙げられる。具体的には、まず、CD244遺伝子の多型部位を含むＤＮＡを
増幅し、増幅したＤＮＡを一本鎖ＤＮＡに解離させる。次いで、解離させた一本鎖ＤＮＡ
を非変性ゲル上で分離し、分離した一本鎖ＤＮＡのゲル上での移動度の違いによってどの
タイプの多型であるかを決定することができる。
【００１９】
　さらに、多型を示す塩基が制限酵素認識配列に含まれる場合は、制限酵素による切断の
有無によって解析することもできる（ＲＦＬＰ法）。この場合、まず、ＤＮＡ試料をＰＣ
Ｒで増幅し、それを制限酵素により切断する。次いで、ＤＮＡ断片を分離し、検出された
ＤＮＡ断片の大きさによってどのタイプの多型であるかを決定することができる。
【００２０】
　ハイブリダイゼーションの有無を調べることによって多型の種類を解析することも可能
である。すなわち、各塩基に対応するプローブを用意し、いずれのプローブにハイブリダ
イズするかを調べることによってSNPがいずれの塩基であるかを調べることもできる。
【００２１】
＜２＞本発明の検査用試薬
　本発明はまた、自己免疫疾患を検査するためのプライマーやプローブなどの検査試薬を
提供する。このようなプローブとしては、CD244遺伝子における上記多型部位を含み、ハ
イブリダイズの有無によって多型部位の塩基の種類を判定できるプローブが挙げられる。
具体的には、配列番号１～７のいずれかの塩基配列の６１番目の塩基を含む配列、又はそ
の相補配列を有する１０塩基以上の長さのプローブが挙げられる。プローブの長さはより
好ましくは、１５～３５塩基であり、さらに好ましくは２０～３５塩基である。
　また、プライマーとしては、CD244遺伝子における上記多型部位を増幅するためのPCRに
用いることのできるプライマー、又は上記多型部位を配列解析（シークエンシング）する
ために用いることのできるプライマーが挙げられる。具体的には、配列番号１～７のいず
れかの塩基配列の６１番目の塩基含む領域を増幅したりシークエンシングしたりすること
のできるプライマーが挙げられる。このようなプライマーの長さは１０～５０塩基が好ま
しく、１５～３５塩基がより好ましく、２０～３５塩基がさらに好ましい。
　上記多型部位をシークエンシングするためのプライマーとしては、上記塩基の５’側領
域、好ましくは30～100塩基上流の配列を有するプライマーや、上記塩基の３’側領域、
好ましくは30～100塩基下流の領域に相補的な配列を有するプライマーが例示される。PCR
による増幅の有無で多型を判定するために用いるプライマーとしては、上記塩基を含む配
列を有し、上記塩基を３’側に含むプライマーや、上記塩基を含む配列の相補配列を有し
、上記塩基の相補塩基を３’側に含むプライマーなどが例示される。
　なお、本発明の検査用試薬はこれらのプライマーやプローブに加えて、PCR用のポリメ
ラーゼやバッファー、ハイブリダイゼーション用試薬などを含むものであってもよい。
【００２２】
＜３＞スクリーニング方法
　本発明者の研究により、CD244のＳＮＰｓはイントロンに存在しCD244の発現量に影響を
与えること、およびCD244遺伝子の発現量が自己免疫疾患モデルで増加していることが示
された。以上のことから、CD244遺伝子の発現を調節する物質、好ましくはCD244遺伝子の
発現を低下させる物質をスクリーニングすることにより、自己免疫疾患の予防薬又は治療
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薬となりうる候補物質を得ることができる。
　すなわち、本発明のスクリーニング方法は、CD244遺伝子またはCD244遺伝子のプロモー
ターに連結されたレポーター遺伝子を発現する細胞に医薬候補物質を添加する工程、CD24
4遺伝子またはレポーター遺伝子の発現量を測定する工程、及び前記発現量を変化させる
物質を選択する工程を含む、自己免疫疾患またはその合併症の予防薬又は治療薬のスクリ
ーニング方法である。
【００２３】
　CD244遺伝子を発現する細胞としては、免疫系の細胞が好ましく、Ｊｕｒｋａｔ細胞な
どを用いることができる。
【００２４】
　CD244遺伝子のプロモーターに連結されたレポーター遺伝子を用いる場合、CD244遺伝子
のプロモーターとしては、該遺伝子の転写開始点の上流約２ｋｂｐを含む領域が好ましく
、上流約５ｋｂｐを含む領域がより好ましい。
　レポーター遺伝子としては、ルシフェラーゼ遺伝子、GFP遺伝子、クロラムフェニコー
ルアセチルトランスフェラーゼ遺伝子などが例示できる。これらのレポーター遺伝子をCD
244遺伝子のプロモーターに連結し、これを哺乳類細胞に遺伝子を導入するために用いら
れるプラスミドに組み込み、リポフェクションなどの通常の方法にて細胞にトランスフェ
クションする。
　上記のようなCD244遺伝子を発現する細胞、又はレポーター遺伝子が導入された細胞に
医薬候補物質を添加し、CD244遺伝子またはレポーター遺伝子の発現量を測定する。
【００２５】
　医薬候補物質としては特に制限はなく、例えば、低分子合成化合物であってもよいし、
天然物に含まれる化合物であってもよい。また、ペプチドであってもよい。スクリーニン
グには個々の被検物質を用いてもよいが、これらの物質を含む化合物ライブラリーを用い
てもよい。候補物質の中からCD244遺伝子又はレポーター遺伝子の発現量を変化させるも
のを選択することにより、自己免疫疾患薬の候補物質を得ることができる。なお、「変化
」とは、医薬候補物質が、非添加時に比べて、CD244遺伝子の発現量を増加させること、
および減少させることを含むが、好ましくは、CD244遺伝子の発現量を低下させることで
ある。
【００２６】
　CD244遺伝子の発現量はＲＴ－ＰＣＲ、定量ＰＣＲ、ノーザンブロット、ＥＬＩＳＡ、W
estern blotting、In situ hybridization、免疫組織染色などの方法により測定すること
ができる。
　レポーター遺伝子の発現量はレポーター遺伝子の種類にもよるが、蛍光強度などによっ
て測定することができる。
　CD244遺伝子またはレポーター遺伝子の発現量を変化させた物質を自己免疫疾患治療薬
の候補物質として選択することができる。
【００２７】
＜発現量に基づく検査方法＞
　本発明はまた、CD244遺伝子またはCD244遺伝子産物の発現量を測定する工程を含む、自
己免疫疾患の検査方法を提供する。CD244遺伝子またはCD244遺伝子産物の発現量が健常人
などの対照と比べて増加している場合、自己免疫疾患に罹患している、または自己免疫疾
患の危険性が高いと判定することができる。
　CD244遺伝子の発現量は、ＲＴ－ＰＣＲ、ノーザンブロット、マイクロアレイ法などで
調べることができる。また、CD244遺伝子産物の発現量はＥＬＩＳＡ、ウエスタンブロッ
トなどで調べることができる。CD244の配列としてはGenBank Accession No. NM_016382が
例示され、この配列等を利用して発現解析用プライマーやプローブ、抗体などを設計また
は取得することができる。検査に用いる試料は血液サンプル、あるいは胸腺、脾臓、骨髄
、リンパ節などから単離されたサンプルが挙げられる。
【実施例】



(8) JP 2009-207448 A 2009.9.17

10

20

30

40

50

【００２８】
　以下、本発明を実施例によりさらに具体的に説明する。但し、本発明はこれらの実施例
に限定されない。
【００２９】
方法
関節リウマチ患者と対照患者
　ＲＡ患者の２つの独立した集団（ｎ＝８３０と１１１２）、ＲＡ患者ではない対照の２
つの独立した集団（ｎ＝６５８と９４０）、そして全身性エリテマトーデス（ＳＬＥ）患
者の集団（ｎ＝１８８）は、ゲノムＤＮＡ及び／又は血清の収集のために、日本のいくつ
かの医療機関を通して集められた。全てのＲＡは、米国リウマチ学会（ＡＣＲ）によるＲ
Ａの改定基準に適合し、全てのＳＬＥ患者はＳＬＥの１９９７ＡＣＲ基準を満たした（Ho
chberg, M.C. Updating the American College of Rheumatology revised criteria for 
the classification of systemic lupus erythematosus. Arthritis Rheum 40, 1725 (19
97)）。８３０人のＲＡ患者の平均年齢は６４．３歳（年齢幅２８－９２歳）で、８３．
７％が女性であり、７５％がＲＦ陽性であった。一般人からの６５８人の対照サンプルは
、平均年齢が４８．６歳（年齢幅３－９２歳）で５７．４％は女性であった。インフォー
ムドコンセントは、各被検者、又は未成年者の場合には親権を有する者から得られ、本研
究は理化学研究所のＳＮＰリサーチセンターの倫理委員会において承認された。
【００３０】
ＳＮＰ分析
　ＤＮＡ抽出、ＰＣＲプライマー及びＰＣＲ実験のためのデザイン、ＤＮＡシークエンス
、ＳＮＰの発見、そしてＳＮＰｓの遺伝子型決定はすでに記載されている方法で行った（
Tokuhiro, S. et al. An intronic SNP in a RUNX1 binding site of SLC22A4, encoding
 an organic cation transporter, is associated with rheumatoid arthritis. Nat Gen
et 35, 341-8 (2003)）。
【００３１】
電気泳動度シフトアッセイ（ＥＭＳＡｓ）
　核抽出物は、Ｊｕｒｋａｔ　Ｅ６－１から、細胞質を溶解後、２０ｍＭＨＥＰＥＳ、２
０％グリセロール、５００ｍＭ塩化ナトリウム、１．５ｍＭ塩化マグネシウム、０．２ｍ
ＭＥＤＴＡ、１ｍＭＤＴＴ、０．１％ＮＰ－４０、そしてプロテアーゼインヒビターカク
テル（ナカライテスク）を含む核溶解バッファーを用いて調製された。核抽出物を小分け
して、使用するまで－８０℃で保管した。ビオチン３'末端ＤＮＡ標識キット（Ｐｉｅｒ
ｃｅ）により、各ＳＮＰを含む、ビオチン標識された二本鎖の３１ヌクレオチドからなる
合成ヌクレオチドプローブを使用した（rs6682654 および rs3766379：それぞれ配列番号
７，５の塩基番号４６～７６）。ビオチン標識プローブを、非特異的競合ＤＮＡとしての
ポリ（ｄＩ－ｄＣ）１μｇと室温で２０分間プレインキュベートした後に、核抽出物とイ
ンキュベートした。そして結合反応混合物は、０．５倍ＴＢＥランニングバッファーを用
いて、５％未変性ポリアクリルアミドゲル電気泳動により分離された。競合試験のために
、ビオチン標識プローブを添加する前に、未標識オリゴヌクレオチドプローブの１００倍
過剰量を、核抽出物とプレインキュベートした。スーパーシフトアッセイにおいて、核抽
出物は、抗ＵＳＦ－１抗体（Ｓａｎｔａ－Ｃｒｕｚ）又は非免疫ウサギ血清と共に反応混
合液中でプレインキュベートされ、その後ビオチン標識プローブが添加された。ＤＮＡ－
タンパク質複合体は、Ｌｉｇｈｔｓｈｉｆｔ　Ｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｔ　ＥＭ
ＳＡ　Ｋｉｔ（Ｐｉｅｒｃｅ）により製品説明書に従って検出された（図１ｃ、ｄ）。
【００３２】
ルシフェラーゼアッセイ
　各ＳＮＰｓを含む領域の３１ヌクレオチド（rs6682654 および rs3766379：それぞれ配
列番号７、５の塩基番号４６～７６）を、ｐＧＬプロモーターベクター（Ｐｒｏｍｅｇａ
）のＳＶ４０プロモーター上流にクローニングすることで、ルシフェラーゼレポータープ
ラスミドを構築した。アンチセンスオリゴヌクレオチドの３'末端にＳａｃＩサイトを導
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入して、ＳｍａＩとＳａｃＩ制限酵素で切断されたｐＧＬプロモーターベクターの中に挿
入した。これらをＪｕｒｋａｔ細胞に導入して転写活性を評価した（図１ａ，ｂ）。
　また、哺乳類のセルラインにおけるタンパク質発現のために、ＵＳＦ－１（GenBank Ac
cession No: NM_007122）のｃＤＮＡをｐｃＤＮＡ３．１／ｎＶ５－ＤＥＳＴ（Ｉｎｖｉ
ｔｒｏｇｅｎ）の中に構築した。対照ベクターとして、ｐｃＤＮＡ３．１／ｎＶ５－ＤＥ
ＳＴに挿入されたＬａｃＺｃＤＮＡ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）を用いた。上記ルシフェラ
ーゼレポータープラスミド（rs6682654）をＪｕｒｋａｔ細胞に導入し、ＵＳＦ－１また
はＬａｃＺを含むプラスミドを同時に加えて転写活性を評価した（図１ｅ）。
【００３３】
リアルタイムＴａｑＭａｎＰＣＲを用いた対立遺伝子変異の発現の定量化
　Ｈｅａｌｔｈ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｒｅｓｏｕｒｃｅ Ｂａｎｋ ｉｎｊ
ａｐａｎから、ＥＢＶ形質転換リンパ芽球セルラインを入手した。標的ＳＮＰとしてのｃ
ｄ２４４＿７５のヘテロ接合体である１０セルラインから、ゲノムＤＮＡとＲＮＡを調製
した。ＳＮＰジェノタイピングプローブを用いてＴａｑＭａｎアッセイにより対立遺伝子
発現分析を行った。ＣＤ２４４の（ＦＡＭ強度／ＶＩＣ強度）のｌｏｇ２を、標準化のた
めにヘテロ接合対照のシグナル強度によって補正し、６つの異なる比率のホモ接合ＤＮＡ
の混合物（ＦＡＭ対立遺伝子／ＶＩＣ対立遺伝子）に対してプロットした（図２）。そし
て、リアルタイムＴａｑＭａｎＰＣＲにより、各個人からの各ｃＤＮＡ及びゲノムＤＮＡ
の対立遺伝子比率を測定した。標準ラインに基づいて、ｃＤＮＡとゲノムＤＮＡの対立遺
伝子比率を計算した。
【００３４】
　各ＳＮＰは、カイ２乗検定により、患者と対照の間における対立遺伝子頻度の相違を調
べるために試験された。２つの集団のデータが合わされ、同様に試験された。連鎖不均衡
インデックスとしてΔとＤ’を計算し、マイクロソフトエクセルソフトウェアを用いて出
力した。ハプロタイプの構築のためにＨａｐｌｏｖｉｅｗ３．２ソフトウェアを使用し、
患者群と対照群におけるハプロタイプ頻度を評価した。ＳＮＰであるｒｓ６６８２６５４
とｒｓ３７６６３７９に対するハプロタイプ関連性を計算するために、ＳＮＰＨＡＰバー
ジョン１．３を使用し、ｐ値はＳＮＰＨＡＰ（１０００置換）において入手可能な置換を
用いて多重測定のために補正した。ＳＥと遺伝子型の関連性はＳｔａｔｉｓｔｉｃａ（Ｓ
ｔａｔｓｏｆｔ）によるフィッシャーの正確確率検定により検定された。ＲＦと遺伝子型
の関連性はスチューデントｔ検定により検定した。
【００３５】
結果
　コンティグＮＴ＿００４４８７に含まれる遺伝子群に分布する１２０のＳＮＰｓを使用
した症例対照研究においてＲＡ感受性のある位置を精査した。まず、ある集団（８３０人
の罹患患者と６５８人の非罹患対照）を用いてＳＮＰｓの遺伝子型の発生頻度を比較した
。その結果、ＳＬＡＭファミリーのメンバーであるＣＤ２４４遺伝子の中に、強く関連し
たＳＮＰｓを同定した。
　ＣＤ２４４のＳＮＰの１つであるｃｄ２４４＿７２（ｒｓ３７６６３７９）は、ＲＡと
最も有意な関連性を示した（χ2＝１７．２１３、ｐ＝０．００００３３、ｏｄｄｓ比（
ＯＲ）＝１．３７、９５％　信頼区間（ＣＩ）＝１．２２－１．５２、表２ａ）。
　全体として、この領域に存在する５つのＳＮＰｓがＲＡと有意な関連性を示し（ｐ＜０
．００１、表２）、全てがＣＤ２４４遺伝子の中に存在した。従って、ＲＡとの関連性は
ＣＤ２４４遺伝子そのものに由来するものと結論付けられた。
　また、独立した日本人の第２母集団（１１１２のＲＡ患者と９４０人の対照）の試験は
、前記ＳＮＰｓとＲＡの有意な関連性を再現した（表２ｂ）。
　上記二つの独立した試験の結果を組み合わせた場合でも、イントロン５におけるｃｄ２
４４－７２（ｒｓ３７６６３７９）において最も有意な関連性を見出した（表２ｃ：対立
遺伝子頻度においてｐ＝２．７×１０-8）。
【００３６】
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【表２】

【００３７】
　次に、ルシフェラーゼアッセイと対立遺伝子特異的定量化によって、高い関連性（＜０
．００１）を有するＳＮＰｓの機能を分析した。
　ｃｄ２４４＿７５Ｃ又はｃｄ２４４＿７２Ｔを含む対立遺伝子特異的なコンストラクト
は、他の遺伝子型を含むコンストラクトよりも１．５から１．７倍高い転写活性を示し（
図１ａ、ｂ）、ＲＡ感受性の高い遺伝子型であるこれらのＳＮＰはＣＤ２４４の転写を増
加させることが示唆された。
【００３８】
　次に、ＴＲＡＮＳＦＡＣデータベースを使用して、これらのＳＮＰｓを含むオリゴヌク
レオチド配列に結合すると予想される核由来の転写因子を探索した。その結果、ｃｄ２４
４＿７５（Ｃ／Ｔ）とｃｄ２４４＿７２（Ｔ／Ｃ）が上流転写因子１（ＵＳＦ－１）結合
サイトとヒートショック転写因子（ＨＳＦ）－１／ＨＳＦ－２／早期成長応答（ＥＧＲ）
－２結合サイトの中に位置することを見出した。そこで、電気泳動移動度シフトアッセイ
（ＥＭＳＡ）によって、感受性対立遺伝子と非感受性対立遺伝子の間で核タンパク質の結
合の相違を試験した。Ｊｕｒｋａｔ　Ｅ６－１核抽出物の存在下で、ＲＡ感受性対立遺伝
子（ｃｄ２４４＿７５Ｃとｃｄ２４４＿７２Ｔ）のＤＮＡ－タンパク質複合体のシグナル
強度は、ＲＡ非感受性対立遺伝子（ｃｄ２４４＿７５Ｔとｃｄ２４４＿７２Ｃ）のそれと
比較して高かった（図１ｃ、ｄ）。ｃｄ２４４＿７５のＥＭＳＡにおいては、前記ＤＮＡ
－タンパク質複合体のバンドは、ＵＳＦ－１に対する抗体の反応物への添加によって消失
した。
【００３９】
　次に、ＵＳＦ－１の発現ベクターを、ｃｄ２４４＿７５を含むルシフェラーゼ構造遺伝
子と共にＪｕｒｋａｔ　Ｅ６－１細胞に導入した。その結果、ＵＳＦ－１の過剰発現はｃ
ｄ２４４＿７５によるルシフェラーゼ活性を有意に誘導した（Ｐ＜０．０１、スチューデ
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ントｔ検定、図１ｅ）。一方、ＨＳＦ－１、ＥＧＲ－１及びＥＧＲ－２は、ｃｄ２４４＿
７２を含むＤＮＡ領域の転写増大との関連性は見出されなかった。これらのことから、Ｒ
Ａ感受性対立遺伝子にはＵＳＦ－１が結合し、ＣＤ２４４の発現が増加することが示唆さ
れた。
【００４０】
　次に、National Center for Biotechnology Information （NCBI）のGene expression 
omnibus（ＧＥＯ）から公開データを入手し、国際ＨａｐＭａｐプロジェクトからのサン
プルの一部である、北京における４１人の中国人と、東京における４１人の日本人からの
各遺伝子型を有するＥＢＶ形質転換ヒトリンパ球芽球様セルラインを使用して、ｃｄ２４
４＿７５の多型を有するＣＤ２４４の発現レベルを評価した。ＣＤ２４４の発現レベルは
ｃｄ２４４＿７５Ｃ対立遺伝子の数と正の相関があった（Ｒ2＝０．１７１、枝分かれ（n
ested）重回帰モデル、ｐ＝０．００００５、Ｆ－検定、図２）。このことから、ＣＤ２
４４に存在するこれらのＳＮＰｓがインビトロ、およびインビボで影響すると考えられた
。
【００４１】
　続いて、完全な連鎖不均衡（Ｄ'＝１）における二つの機能的ＳＮＰｓ（ｃｄ２４４＿
７２Ｔ／Ｃとｃｄ２４４＿７５Ｃ／Ｔ）を使用したハプロタイプ分析を試験した。両ＳＮ
ＰｓのＲＡ感受性遺伝子型（ｃｄ２４４＿７２Ｔ、ｃｄ２４４＿７５Ｃ）は、両ＳＮＰｓ
のＲＡ非感受性遺伝子型（ｃｄ２４４＿７２Ｃ、ｃｄ２４４＿７５Ｔ）よりも高い相関を
示した（表３）。ハプロタイプ相関が順列試験により評価されたが、その結果もまた、各
ＳＮＰの相関よりも有意であった。この結果はｃｄ２４４＿７２Ｔ／Ｃとｃｄ２４４＿７
５Ｃ／Ｔの両方がＲＡと相関しているという仮説を支持した。
【００４２】
【表３】

a：９５％信頼区間
【００４３】
　また、ＲＡの臨床学的因子として、ＨＬＡ－ＤＲＢ１共通エピトープ（ＳＥ）またはリ
ウマトイドファクター（ＲＦ）の力価と、ＣＤ２４４＿７２との相関を調べた（表４ａ、
ｃ）。ＣＤ２４４＿７２のＲＡ感受性遺伝子型がホモ接合体である個体は、陽性分画率が
それぞれ５８％（ＳＥのヘテロ接合体）及び６１％（ＳＥではないホモ接合体）である他
の二つの遺伝子型に比べてＳＥのホモ接合体に対してより陽性であった（６６％）。
　ＣＤ２４４のＲＡ感受性ハプロタイプのホモ接合体を有する個体のＲＦ力価もまた、他
のＣＤ２４４ハプロタイプよりも高かった。ＳＥとＲＦに対する傾向は、フィッシャーの
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正確確率検定と、統計的有意性を伴うstudent t-testにより試験された（表４ｂ、ｄ；そ
れぞれｐ＝０．０１８及びｐ＝０．０４０）。
　これらの結果より、ＣＤ２４４遺伝子の多型はＲＡの重篤度にも相関することが示唆さ
れた。
【００４４】
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【表４】

【００４５】
　ＲＡの病理学的プロセスに対するＣＤ２４４の関連性の調査するために、リアルタイム
Ｔａｑｍａｎ発現分析を使用して、コラーゲン誘導関節炎（ＣＩＡ）マウス（OgawaY et 
al. The Journal of Rheumatology 28(5):950-955 (2001)）からの組織における発現を評
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価した。１５匹のＣＩＡマウスと１７匹の非免疫対照マウスから組織を入手し、マウスに
おけるヒトＣＤ２４４ホモログ遺伝子である、２Ｂ４遺伝子（GenBank Accession No. NM
_018729）の遺伝子発現を比較した。その結果、脾臓（図３ａ）と胸腺（図３ｃ）におい
て、ＣＩＡマウスの２Ｂ４発現が対照マウスとよりも有意に高かった（それぞれｐ＝０．
０１７とｐ＝０．０３２）。一方、ＮＫ細胞マーカーとしてＣＤ５６プローブを使用した
が、ＣＩＡマウスと正常マウスの間でＣＤ５６の有意な差は検出できなかった。２Ｂ４発
現はタイプＩＩコラーゲンによる関節炎の誘導に伴って増加し、ＮＫ細胞の増加には依存
しないということが考えられた。
【００４６】
　マウス各組織におけるCD244遺伝子の発現をRT-PCRで調べた。その結果、CD244は脾臓、
胸腺、リンパ節、骨髄、全血などで多く発現していることがわかった（図４ａ）。
　また、ＣＤ２４４は、ＲＡ患者からの滑膜組織のsublining areaで発現していることも
わかった（図４ｂ）。
【００４７】
　以前の研究において、ＦＣＲＬ３及びＳＴＡＴ４のようないくつかのＲＡ関連遺伝子は
また、ＳＬＥとも相関していたことから、我々は、ＳＬＥの日本人集団（ｎ＝１８８）を
使用して、ＲＡと強く相関する５つのＳＮＰｓの遺伝子型（ハプロタイプ）を調べた。
　その結果、これらのＳＮＰｓはＳＬＥと有意な相関を示した（表５）。また、ＲＡとＳ
ＬＥの混合サンプルは、ｃｄ２４４＿７２に対して７．６×１０-9のｐ値を与えた。これ
らの結果から、ＣＤ２４４がこれらの自己免疫疾患の危険性を増加させ、ＣＤ２４４によ
り影響される分子経路もまた、いくつかの自己免疫疾患で共通することが示唆された。
【００４８】
【表５】

【００４９】
結論
　ＣＤ２４４における機能的ＳＮＰｓが、ＲＡに強い相関を示すことが明らかとなった。
このことから、ＣＤ２４４がＲＡの進行における遺伝的因子の一つであると考えられる。
さらに、これらのＳＮＰｓがインビトロ及びインビボでＣＤ２４４の発現に影響を与え、
ＣＤ２４４を増加させることを見出した。また、自己免疫疾患の１つであるＳＬＥがＣＤ
２４４遺伝子と関連していることも見出され、ＣＤ２４４は自己免疫疾患における共通の
遺伝的因子であると予想された。
【図面の簡単な説明】
【００５０】
【図１】Jurkat E6-1細胞を用いたCD244遺伝子のSNPsの解析。a, bはrs6682654 (a) およ
び rs3766379 (b)の各多型の転写増幅活性を示す。（－）は空ベクター(pGL3 promoter v
ector)を表す。c, dはrs6682654 (c) および rs3766379 (d)のEMSAの結果を示す。非標識
プローブを競合因子として使用した。rs6682654 および rs3766379のRA感受性SNPｓへの
核因子の結合が観察された。(c) では、抗USF-1 抗体によってバンドが消失した。eはUSF
-1の過剰発現によりrs6682654によるルシフェラーゼ活性がいずれのジェノタイプにおい
ても増加した。ルシフェラーゼの比活性は３回の実験の平均値±標準偏差で示した。*p<0
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.0001 (student t-test).
【図２】ＥＢＶ形質転換ヒトリンパ球芽球様セルラインを使用した、ｃｄ２４４＿７５（
rs6682654）アレルのＣＤ２４４の発現レベルへの影響を示す。リアルタイムＴａｑＭａ
ｎＰＣＲを用いた対立遺伝子の発現の定量化を行った。その結果、rs6682654のCアレルは
CD244の高発現と相関が見られた（T検定によるP値は0.00005）。
【図３】CIAマウスまたは正常マウスの脾臓(a, b)と胸腺(c, d)における、CD244マウスホ
モログ（2B4）の発現。2B4の発現を、脾臓および胸腺から単離されたトータルRNAを用い
、定量リアルタイムTaqMan（商標）RT-PCRによって測定した。発現レベルは４回の実験の
平均値±標準偏差で示した。
【図４】各組織におけるCD244の発現解析。(a) 定量リアルタイムTaqMan（商標）RT-PCR
によって測定されたCD244の発現レベルを示す。GAPDHで標準化し、骨髄での発現レベルを
１とし、相対的なレベルを示した。(b) RA患者の滑膜切片を抗CD244抗体で染色した結果
を示す。

【図１】 【図２】

【図３】
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