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研究成果の概要（和文）：我々はアトピー性皮膚炎(AD)関連600遺伝子のターゲットリシーケンシング法を確立し日本
人AD患者の解読を行った。その結果、自然免疫もしくは上皮細胞増殖シグナル関連因子を含む６遺伝子変異候補を同定
した。その中の１つをAD患者約１５０人で解析した結果、顔面及び首周囲に特徴的なパターンの皮疹を形成する集団で
高頻度に同定された。現在、再現性確認のために他集団での解析を行っている。

研究成果の概要（英文）：We established target resequencing method using next generation DNA sequencer for 
600 Atopic Dermatitis (AD) related genes, and analyzed against Japanese AD patients. As a result, we 
isolated 6 candidate AD related mutations including natural immunity and signal pathway in epithelial 
cells. We analyzed the one candidate mutation against Japanese 150 AD patients among these candidates. 
Finally, we found the AD patients who show specific dermatitis at face and neck possess this mutation, 
frequently, and we currently are confirming this result with other Japanese AD patients.

研究分野：ゲノム科学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

(１) アトピー性皮膚炎原因遺伝子フィラグ

リンの同定  

アトピー性皮膚炎(AD)は、寛解・増悪を繰

り返すそう痒のある湿疹を主病変とする皮

膚疾患として定義される最も頻度発症の高

い遺伝性皮膚疾患の一つであり、患者の多く

は遺伝的アトピー素因を持つとされる。2006

年に尋常性魚鱗癬及びアトピー性皮膚炎の

原因遺伝子として皮膚バリア因子であるフ

ィラグリン(FLG)が同定された。最初に報告

されたアイルランド集団でのケース—コント

ロール解析では 45.2%の AD 患者から FLG

変異が同定された事から、非常に重要な AD

原因遺伝子として注目された。日本人 AD患

者集団からは欧州で同定された FLG 変異が

見られ Rなかったため、申請者は、新規 FLG

遺伝子解読方法“FLG-shotgun”法を開発し、

この方法を用いて２種の日本人における新

規 FLG変異を同定した(J. Derm. Sci., 2008)。

その結果、日本人 AD患者 230人の解析を行

った結果、約 10~20%の日本人 AD 患者で

FLG 変異を同定したが他コホートの報告よ

りも変異率は比較的低かった。この結果から、

すべての AD 患者集団で FLG 遺伝子変異率

が高いわけではない事が明らかになった。 

 

(２) 上皮顆粒層高発現遺伝子解析による新

規 AD原因遺伝子候補遺伝子のスクリーニン

グ 

 FLG が AD 原因遺伝子として同定された

事により、角層形成異常の原因となる皮膚バ

リア機能欠損により ADを引き起こす事が疫

学的に証明された。角層は皮膚の最外層に存

在している細胞が分化して形成するバリア

のような構造体であり、外部からの異物の侵

入を防ぎ、内部から水分の蒸散を防ぐなど、

生命維持に重要な機能を担う重要な臓器で

ある。しかし、人体の最外に存在し解析が困

難であるために、角層分化・形成機序や関連

遺伝子などは未知の部分が多い。そこで慶應

義塾大学医学部皮膚科では、角層形成機構の

解明のために上皮顆粒層で高発現する皮膚

バリア関連遺伝子のスクリーニングを行っ

ている。これらの結果と、これまでに層形成

に関与していると明らかになっている遺伝

子群を合わせて、新規 AD原因遺伝子候補遺

伝子とする。 

 

２．研究の目的 

 

 ADの原因遺伝子としてフィラグリンFLGが

同定された。申請者が開発した FLG 変異解析

法での解析結果、日本人 AD 集団では FLG 変

異は AD 集団での変異率が海外の報告程高く

ない(10〜20%)事が明らかになった。そこで、

①これまでに皮膚形成に関与していると報

告されている遺伝子②上皮顆粒層に高発現

遺伝子の中から200遺伝子を対象とした次世

代シーケンサーを用いて安価・迅速に解読す

る方法を開発し、慶應義塾大学医学部皮膚科

学教室で収集した日本人 AD 患者の DNA 解析

により、新規AD原因遺伝子の同定を目指す。 

 

３．研究の方法 

 

 本研究計画は、主に３つのステップからな

っていたが、解析技術の進展により解析遺伝

子数を大幅に増加させ解析を進めた。 

 

（１）皮膚バリア関連200遺伝子の抽出とPCR 

primer 作成 （平成２４年前期） 遺伝子の

抽出と PCR primer の作成 

（２）Exon PCR-multiplex sequencing 法の

開発（平成２４年前期〜２５年前期） 

multiplex ライブラリーの調製法検討と次世

代シーケンサーでの解読 

（３）日本人 AD 患者 230 人での解析（平成

２４〜２６年） 実際の日本人 AD 患者 230

人での解読 



４．研究成果 

 

（１）皮膚バリア関連200遺伝子の抽出とPCR 

primer 作成について 

 

 Agilent 社から平成２４年に発売された

Haloplex ターゲットエンリッチメントシス

テムは、安価に２００〜３００遺伝子を対象

とし次世代シーケンサーを用いてターゲッ

トリシーケンシング可能なシステムで、特定

領域をPCRで増幅させ次世代シーケンサーで

解読するよりも優れていた。そこで方法をタ

ーゲットリシーケンシグ法に切り替え、解読

方法の確立を行った。これにより解析対象遺

伝子は、当初の皮膚バリア関連２００遺伝子

に加え、自然免疫及び獲得免疫関連の遺伝子

を加えた６００遺伝子を対象としたターゲ

ットリシーケンシグが可能となった。 

 

（２）Exon PCR-multiplex sequencing 法の

開発（平成２４年前期〜２５年前期） 

multiplex ライブラリーの調製法検討と次世

代シーケンサーでの解読 

 

 平成２４年度に Haloplex ターゲットエン

リッチシステムを用いたターゲットリシー

ケンシング法に切り替えたことにより初年

度から次世代シーケンサーによる解読が可

能となったことから、平成２５年度に予定し

ていた、次世代シーケンサーによる解読と、

解読結果のコンピューター解析法の確立を

行った。 

 平成２４年度には、イルミナ社から小型次

世代 DNA シーケンサーMiseq が発売され、タ

ーゲットリシーケンシング法を用いて345遺

伝子解読方法を確立した。平成２５年度は、

Miseqの1Runあたりの解読容量が増加した事

から Haloplex ターゲットエンリッチシステ

ムを用いた約６００遺伝子を解読する方法

の確立をおこなった。AD 患者から抽出したゲ

ノム DNA を用いて、ターゲットリシーケンシ

ング用ライブラリーを作製し Miseq DNA シー

ケンサーでの解読を行った結果、メーカーか

ら提示された方法では十分量の解読データ

を得る事ができなかった。そこでライブラリ

ーDNA やプロトコールを検討した結果、解読

容量の増加に伴って変更した標準プロトコ

ールのライブラリーDNA 変性条件に問題があ

る事が明らかになり修正を行った。その結果、

データが得られる様になり、６００遺伝子解

読方法が確立できた。 

 次世代シーケンサーから供出されるデー

タ量は膨大であることから、解読結果の解析

には専用の解析ツールを開発する必要があ

った。プログラム開発は平成２５年から行う

予定であったが、ターゲットリシーケンシン

グに切り替えたことからすぐにデータが産

出可能となったことから、初年度には①

cutadapt ② Bowtie2 ③ samtools ④ GATK ⑤

snpEFF⑥SIFT の６種類のプログラムを組み

合わせた遺伝子変異同定法を確立した。この

方法を用いて AD 患者６人の解析を行い、２

０カ所のミスセンス変異を同定した。 

 平成２５年度には、Haloplex 法に特化した

解析プログラムが Surecall 開発され、既知

病原変異などの情報も簡単に付加可能とな

ったことから、本プログラムを採用して解析

を行うこととした。 

 

（３）日本人 AD 患者 230 人での解析（平成

２４〜２６年） 実際の日本人 AD 患者 230

人での解読 

 

 平成２４年度に解読方法まで確立でき、ま

た平成２５年度には遺伝子数を600まで拡張

できたことから、合計２４人の AD 患者のタ

ーゲットリシーケンシング解読とシーケン

スデータ解析を行った。 

 これまで得られた結果をすべて統合して

解析した結果、６つの遺伝子変異候補を同定



した。それらは、自然免疫もしくは上皮細胞

増殖シグナル関連因子であった。その中の自

然免疫関連膜貫通型レセプター遺伝子変異

に対して、1000 人ゲノムや日本人多型データ

ベース解析の結果、アジア人に特異的に見ら

れ集団の１〜２％存在しレセプター認識部

位構造に影響を与える低頻度多型であった。

この遺伝子変異を AD 患者約１５０人に対し

て解析した結果、全体では日本人集団での出

現頻度には有意差は見られなかったが、皮疹

のパターンによってさらに分類した顔面及

び首周囲に特徴的なパターンの皮疹を形成

する集団で高頻度に同定され。現在、我々が

同定した特徴的なパターンを示す他の日本

人 AD 集団の収集を進め、他の集団での再現

性確認を行っている。 
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