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計画研究：2000～2004年度

統合失調症関連遺伝子群および結核発症に関連する宿主遺伝要因の
解明
●服巻　保幸1） ◆楠原　浩一2）

1） 九州大学生体防御医学研究所遺伝情報実験センターゲノム機能学分野　2） 九州大学大学院医学研究院成長発達医学分野

〈１〉統合失調症関連遺伝子群の解明
〈研究の目的と進め方〉

精神疾患の中核をなす統合失調症の発症に関わる遺伝
子群の同定を行い、診断・治療・予防の開発に資するこ
とを目的として、盧ゲノムワイド罹患同胞対解析、盪ゲ
ノムワイドおよびローカスワイド関連解析、連鎖不平衡
解析、蘯疾患モデルラットの発現解析による候補遺伝子
の選択と関連解析、盻変異マウス作出による機能面から
の解析を行う。統合失調症は生涯有病率が１%と高く、
主に思春期に発病し、罹患者のみならず、家族そして社
会への負荷が甚大な精神疾患である。したがってその解
明は重要かつ急務である。本疾患は罹患家系の遺伝学的
な解析に加え、双生児法や養子法などによる解析から遺
伝子とともに環境因子が発症に関与する多因子病である
と結論されている。しかも同胞相対リスク（λS）は10

程度であり、多因子病のなかでも遺伝子の関与が比較的
強い疾患と考えられる。したがってその本態の解明には
遺伝子の同定が必須であるが、その解析は困難を極めて
いる。その理由としては疾患自体に遺伝的異質性がある
可能性、さらに発症に比較的弱い効果をもつ複数の遺伝
子が関与している可能性などが考えられる。本研究では、
この点を考慮し４つのアプローチにより、本疾患の解明
を目指すことが特色である。一つは遺伝的に比較的均一
と考えられる日本人集団を対象とした罹患同胞対法によ
るゲノムワイドスキャンニングを行い、関連遺伝子座の
同定を試みる。第二に比較的効果が弱い関連遺伝子の同
定を目指し、ゲノムワイドおよび候補遺伝子を用いた関
連解析を行う。この際統合失調症に関する薬理学的な知
見から推定されているグルタミン酸伝達異常モデルに基
づき、これらに関わる遺伝子につき系統的に解析を行う。
第三には統合失調症様症状を惹起することが知られてい
るメタンフェタミンやフェンシクリジン投与ラット等の
モデル動物を用いた候補遺伝子の探索とこれを用いた関
連解析である。第四に変異マウス作出による疾患感受性
遺伝子の機能的検証とともに疾患発症の分子機構の解明
である。以上のアプローチを統合することにより本疾患
の遺伝的基盤が明らかとなり、ゲノタイプに基づく客観
的な診断基準の確立や、薬剤の選択、開発、さらには発
症の予防法の確立が期待される。

〈研究開始時の研究計画〉
盧罹患同胞対解析：罹患同胞対を含む110家系サンプルに
つき、約10 cMおきの全ゲノムにわたる約380個のマイク
ロサテライトマーカーを用いて連鎖解析を行う (1次スク
リーニング)。このようにして推定された領域についてさ
らに新たなマーカーを用いて１cMの間隔で解析を行い、
関連遺伝子座領域を限定する (２次スクリーニング)。
盪関連解析: 候補遺伝子として、統合失調症に関する薬理
学的な知見からその関与が推測されているドーパミン受
容体 D1 - ５遺伝子とグルタミン酸受容体 NR１, NR２A,
２B, ２C, ２Dおよびメタボトロピックグルタミン酸受容
体mGluR １ - ８ 遺伝子をとりあげる。多型の一次検索法

として罹患群100検体につきPCR-SSCPを行い変異の検出
を行う。得られた変異の同定はダイレクトシーケンシン
グで行う。同定された多型については、RFLPやドットブ
ロット法、TaqManプローブによる簡便な検出法を確立
し、より多数の検体に適用し統合失調症との関連解析に
用いる。
ａ）ドーパミン受容体遺伝子の解析: ドーパミン受容体遺

伝子の多型については報告があり、統合失調症との
関連解析も行われているが、これまでのところ確定
的な結果は得られていない。我々は陰性症状に効果
が見られるクロザピンへの親和性が高いと考えられ
るドーパミン受容体D4遺伝子(DRD４)に注目し、ま
だ解析の進んでいなかったプロモーター領域の構造
およびその機能解析を行い、さらに多数の多型を見
いだした。この多型情報を用いて、罹患群および健
常群それぞれ250検体について、各多型の頻度を算出
し、統計的な有意差の有無を判定する。有意差が認
められる場合は培養細胞を用いたCATアッセイによ
る機能解析を行う。

ｂ）グルタミン酸受容体遺伝子群の解析: cDNA配列のみ
が知られていたメタボトロピックグルタミン酸受容
体mGluR２遺伝子(GRM２)について、我々はゲノミ
ッククローンの単離と５'-RACEによって、エクソン、
イントロン及び５'上流領域の全塩基配列を決定して
いる。既に翻訳領域内に多型を見いだし、関連解析
を行っているがこれを完了する。

NMDA型受容体の共通なサブユニットであるNR
１の遺伝子であるGRIN1は、21のエクソンからなる
ゲノムDNA配列が既に報告されている。この全翻訳
領域を14のPCR断片に分け、罹患群100検体を用いて
多型検索を行う。また５'上流領域はプロモーター活
性の報告されている約300 bpを含む１ kbを３つの
PCR断片として解析する。同様にゲノムDNA配列が
既知であるGRM３は６つのエクソンと上流域１ kb
を11個のPCR断片に分割して同様に多型を検出する。

cDNA配列のみが知られているGRM 1, 4～8及び
GRIN2A～Dについては、ゲノミッククローンの単離、
塩基配列決定を行い、これらの情報に基づき多型を
検索する。
蘯モデル動物を用いた解析: 覚醒剤であるメタンフェタ

ミンを慢性投与するとヒトでは統合失調症様の症状
を呈し、加えて薬剤への反応性が亢進する逆耐性現
象が形成されることが知られている。これはラット
においても認められており、統合失調症の動物モデ
ルと考えられている。逆耐性現象はひとたび獲得さ
れると長期にわたり持続することや、タンパク質合
成阻害剤投与により阻止できることから、その形成
には遺伝子の関与が推定されている。これらの遺伝
子は統合失調症の発症に関わる脳の脆弱性を規定し、
疾患関連遺伝子の候補と考えられる。そこでメタン
フェタミン慢性投与ラットにおける応答遺伝子の検
索をDifferential displayにより行っているが、単離し



－ 178－

た遺伝子については関連解析を行い統合失調症への
関わりを検討する。
盻変異マウスを用いた解析：Mohnら(1999) により、

NMDA受容体のコアのサブユニットであるNR１受
容体の発現が正常の５％程度に低下したノックダウ
ンマウスでは運動亢進や社会行動の異常など、統合
失調症様症状を呈すること、しかもこれらの症状が
精神治療薬であるハロペリドールやクロザピンで軽
減することが報告され、統合失調症のマウスモデル
として注目されている。そこで遺伝統計学的解析法
で見出した遺伝子について、その変異マウスを作出
し、機能面からの評価を行う。

〈研究期間の成果〉
盧罹患同胞対解析：全国規模の共同研究グループであ

るJSSLG (Japanese Schizophrenia Sip-pair Linkage Group)
として収集および解析をおこなった。148の罹患同胞対を
含む130家系、338名について、7施設共同で417個のSTR
マーカーを用いてゲノムワイドスキャニングを終了した。
GENEHUNTERによる解析の結果連鎖を示す領域は見出
されなかったものの、１q23.３, ２q36.３, ３q23, ４q23,
５q33.１, ８p12, ９q21.１-21.２, ９q21.31, 14q23.１,
17q12, 20q11.２にP < 0.05と連鎖傾向を示す領域を見いだ
した（MLS １.46）（図１）。

図１. １次罹患同胞対解析結果
連鎖傾向が見られる領域を矢印で示している。

またexclusion mappingを行ったところλSが３および
２の領域は全ゲノムのそれぞれ98%および70%から排除さ
れた。したがって効果の弱い多数の遺伝子の関与が考え
られた。以上の結果を文献９として発表した。

その後、検体の集積を続け先の解析で用いた122家系由
来のサンプルを含む236家系の268罹患同胞対について、
ゲノムワイドに分布した5,861個のSNP(Illumina Bead
Array Linkage Panel IV)を用いて解析が行われた。連鎖不
平衡状態のSNPを除きMERLINでの解析により、１p21.
２-１p13.２ (LOD=3.39)に連鎖が認められ、また14q11.２-
q13.２ (LOD=2.33)と 20p12.1-p11.2 (LOD=2.33)に連鎖が
示唆された（図２）。これらの領域はLewis(2003)らによ
るメタ解析で指摘されている10の連鎖領域にほぼ含まれ
るが、これまでそれほど注目されていなかった領域でも
ある。今回の解析はすでに報告されているヨーロッパ人
集団の罹患同胞対解析に匹敵するサイズの研究であり、
この点でアジアの単一集団を対象とした罹患同胞対解析
としては現在のところ唯一の研究である。以上の結果か
ら異なる集団間で共通の疾患感受性遺伝子が存在するも
のの、それらは集団特異的な効果を有していることが考
えられた。以上の結果を文献15として発表した。

盪関連解析
ａ）ドーパミン受容体遺伝子：我々は先行研究でヒトド

ーパミンD４受容体遺伝子(DRD４)の上流領域に
negative modulator regionとcell-type specific promoter
regionを見出していた（Kamakura et al.,1997）。本研
究では両領域内および領域間において見出していた
SNP（Mitsuyasu et al., 1999）を用いて統合失調症と
の関連解析を行った（図３）。 -768G>A （negative
modulator region内）、-521C>T, -376C >T, -291C>T

（cell type-specific promoter region内）、-616C>G（両
領域間）について罹患群208名と健常群210名のタイ
ピングを行った。その結果アレル頻度およびゲノタ
イプ頻度において両群間での有意差は認められなか
った。以上からDRD４のプロモーター領域は統合失
調症発症への主要な寄与はないものと結論し、これ
を文献３として発表した。

図３ドーパミンD４受容体遺伝子(DRD４)の上流領域の
多型関連解析に用いたSNPを四角で囲んでいる。

ｂ）グルタミン酸受容体遺伝子：研究開始後グルタミン
酸伝達異常モデルの信憑性が高まったため、グルタ
ミン酸受容体遺伝子群の解析に力点を置くことにし
た。系統的な解析を開始したが、当初解析したGRM
２については遺伝子配列が未定であったため、自ら
決定した。しかしGRIK１解析以降はヒトゲノムデー
タベースが充実したため、配列情報はそれによった。
またGRM２についてはSNPのゲノタイプ、アレル頻
度のみによる関連解析を行ったが、検出力に問題が
あるため、この解析以後は遺伝子全領域にほぼ均等

（約10-30 kb）に頻度の高い（マイナーアレル頻度：
MAFが10%以上）SNPを選択し、連鎖不平衡の状況
を明らかにしてこれに基づくハプロタイプの関連解
析も行った（ローカスワイド関連解析）。

ｉ）メタボトロピックグルタミン酸受容体mGluR２遺伝
子（GRM２）：メタボトロピックグルタミン酸受容
体には８つのサブタイプが知られている。そのなか
でグループIIに属するGRM２は、NMDA受容体のア
ンタゴニストであるPCPが統合失調症様症状をもた
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らすことや、グループIIメタボトロピック受容体の
アゴニストであるLY354740が、この反応を抑制する
ことから、統合失調症感受性遺伝子の有力な候補と
考えられる。そこで構造が未定であったGRM２のク
ローンを単離し、その配列を決定するとともに、転
写開始点およびRH mappingにより染色体上の位置を
決定した（３p12-p11）。さらにエクソン領域のSNP
を探索し13個のSNPを検出した。そのうち10個は非
同義置換であり、１個は同義置換、残りの２つは５'
非翻訳領域の塩基置換であった（図４）。

図４メタボトロピックグルタミン酸受容体mGluR２遺伝
子(GRM２)のエクソン内の多型

これらのSNPについて日本人罹患群213名と健常群220

名のタイピングを行った。その結果アレル頻度およびゲ
ノタイプ頻度において両群間で有意な差は認められなか
った。したがってGRM２は日本人集団では統合失調症の
主要な感受性遺伝子ではないと結論し、結果を文献１と
して報告した。

衫）カイニン酸受容体GluR５遺伝子（GRIK1）:カイニン
酸受容体GluR５の遺伝子であるGRIK１のコード領
域の多型検索を行った。その結果６個のSNPを検出
した。３個は既知のSNPであり（522A/C：174T,
1173C/T：391D, 2705C/T：902L/S）、後の３個は新
規SNPであった（995C/T：332A/V, 2400C/T：800L,
2585A/G：862R/Q）。この中で頻度の高い３個の
SNP（522A/C, 1173C/T, 2705C/T）について日本人
罹患群193-203名、健常群199-215名でタイピング後、
関連解析を行った。その結果アレル頻度およびゲノ
タイプ頻度、さらにハプロタイプ頻度においても、
両群間で有意な差は見られなかった。したがって
GRIK１は日本人集団の統合失調症において、主要な
感受性遺伝子ではないと結論し、文献２として発表
した。

袁）カイニン酸受容体GluR６遺伝子（GRIK２）: 本遺伝
子は連鎖解析により示されている統合失調症の感受
性領域である6q16.3-q21に位置している。GRIK2全
領域700 kb以上にわたり計15個のSNPを選択しタイ
ピングを行い（図5）、関連解析を行った。その結果
GRIK2領域は150 kb以上の３つの連鎖不平衡が高く
維持されている領域からなることがわかった。SNP
のゲノタイプ、アレルおよびハプロタイプ頻度は、
罹患群と健常群間で有意な差は認められなかった。
以上からGRIK２は、統合失調症において主要な関与
はないものと考えられ文献５として発表した。

衾）NMDA受容体NR１遺伝子（GRIN1）: GRIN１の発現
低下が統合失調症の死後脳で観察されている。また
GRIN１の発現低下を来したマウスでは統合失調症様
の症状がみられ、それが統合失調症治療薬で軽減する
ことが報告されている。そこで統合失調症における
GRIN１の転写異常を考え、ラットパラログ（Grin１）
で同定されているプロモーター領域に対応するGRIN
１の翻訳開始コドン上流約１kbの領域について、
SNPの検索を行った。17個のSNPを見出し、そのうち
10個がSP1結合サイトに位置しており、うち７つは
GSG結合サイトにも位置していた。４つのSNPが罹患
群のみでみられたが、見出した17個のSNPは-855G/C
を除きすべて低頻度（〈2.3%）であった。いずれの
SNPもアレルおよびゲノタイプ頻度には、罹患群と
健常群間で有意な差は認められなかった（表１）。以
上から、これらのSNPは統合失調症への主要な関与
はないものと考えられ、文献４として発表した。

表１ NMDA受容体NR１遺伝子（GRIN１）の上流領域の
多型の検索と関連解析

（ゲノタイプ、アレル頻度においてケース、コントロ
ール間では有意な差が見られなかった）

袞）AMPA受容体GluR４遺伝子（GRIA４）:GRIA４を対
象に、371 kbの全遺伝子領域に６個のSNPを設定し
て解析を行った（図６）。各SNP間の連鎖不平衡係数
D'が0.5に低下するのに要する距離は66.9 kbであっ
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た。イントロン13,15のSNP、およびイントロン5, 13,
15のSNPによるハプロタイプについて関連解析を行
ったところ、それぞれP = 0.0057, 0.0085と有意差が
認められた（表２）。以上から統合失調症へのGRIA4
の関与が考えられ、文献６として発表した。

図６ AMPA受容体４型遺伝子（GRIA４）の関連解析に用
いたSNP

表２ GRIA４のハプロタイプ関連解析

衵）メタボトロピックグルタミン酸受容体mGluR３遺伝
子(GRM３): 全遺伝子領域にわたりSNPを６個選択
し、タイピング後、本遺伝子領域の連鎖不平衡状態
の評価とともに、関連解析を行った。各SNPの関連
解析ではイントロン３内のSNP4でゲノタイプ、アレ
ル頻度ともに有意差を見いだした。さらにこのSNP
を含む２つもしくは３つのSNPによるハプロタイプ
の関連解析で極めて強い有意差（最低値P = 0.00083）
を見いだした。以上の結果からGRM３は統合失調症
感受性遺伝子であると結論し、文献７として発表し
た。また、上記の関連を日本人別集団で確認すると
ともに、本遺伝子のプロモーター領域、エクソン領
域のSNP検索を行ったが、機能に関わるようなSNP
は見られなかった。SNP４の周辺に密にSNPを選択
し解析を行った（図７）。SNP４を含み低いP値を示
すSNPが位置する約40 kbの連鎖不平衡ブロックが見
出されたが(図中両矢印)、ここにも明らかな機能
SNPは見られなかった。複数SNPの組み合わせによ
り、遺伝子発現へ弱い効果もたらしている可能性が
考えられた。

図７ メタボトロピックグルタミン酸受容体mGluR３遺伝
子(GRM３)のSNP4周辺の連鎖不平衡の状況と関連
解析におけるアレル頻度のP値

衽）メタボトロピックグルタミン酸受容体mGluR８遺伝
子(GRM８): GRM8全領域を連鎖不平衡でカバーする
ことを目的に、22個のSNPを選択し（図８）、統合失
調症例および健常群各100例につきタイピングを行っ
た。その結果SNP２とSNP３の間の領域は組換えの
ホットスポットの存在が示唆されが、それ以外の領
域は連鎖不平衡でカバー出来た（図９）。SNP18と
SNP19について、ゲノタイプおよびアレル頻度と疾
患との間に関連を認めた。しかしBonferroniの補正
によりその有意差は消失した。ハプロタイプの関連
解析を行ったところSNP５-SNP６において有意差が
認められ、SNP４-SNP５-SNP６（P= 0.0075, Pcorr =
0.015）およびSNP５-SNP６-SNP７（P = 0.0011,
Pcorr = 0.0022）においてBonferroni補正後も有意差
が認められた（表３）。以上の結果から、GRM８は
日本人の統合失調症の発症に関わっていると結論し、
文献10として発表した。

図８ メタボトロピックグルタミン酸受容体mGluR８遺伝
子(GRM８)の関連解析に用いたSNP
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表３ GRM８のハプロタイプ関連解析

袵）NMDA受容体NR２D遺伝子(GRIN２D): NMDA受容
体のアンタゴニストであるPCPにより統合失調症様
症状が生じることから、NMDA受容体サブユニット
遺伝子は統合失調症感受性候補遺伝子として注目さ
れる。そこでGRINN２Dを対象に関連解析を行った。
全てのエクソンとエクソン-イントロン境界およびエ
クソン１の５'上流1.7 kbの領域について32人の日本
人統合失調症検体を用いて多型の検索を行った。そ
の結果13個のSNPと１個のSTR見出した。さらにイ
ントロン10の中にデータベースからSNPを選択した。
これらから頻度およびHardy-Weinberg平衡を加味し
て７つのSNPを選択し、統合失調症例群201名と、健
常群221名の検体についてタイピングを行った。ゲノ
タイプとアレル頻度について両群間での比較を行っ
たが、いずれのSNPについても有意差は認められな
かった。各SNP間の連鎖不平衡を検討したところ、
SNP4-SNP5間を除きLDが保たれていた。ペアワイズ
のハプロタイプ関連解析を行ったところ、SNPによ
る５種類の組み合わせによるハプロタイプに有意差
が認められた。多重検定のためFDR(BL法)による補
正を行ったところ、閾値のP 値が 2.908 x 10－3におい
てSNP３-SNP６, SN5P-SNP6, SNP6-SNP7の有意差が
確認された（図 10）。これらの結果からSNP５から
SNP７にわたる領域が統合失調症に関連していると
結論し、文献13として発表した。

図10 NMDA受容体NR2D遺伝子(GRIN2D)のSNP検索とハ
プロタイプ関連解析

衲）カイニン酸受容体GluR７, KA1, KA２遺伝子(GRIK３,
GRIK４, GRIK５): それぞれの遺伝子のサイズ（240

kb, 430 kb, 90kb）に応じ16, 24 そしての５個のMAF
0.1以上SNPを選択した。次に100 ペアのケース、コ
ントロール群のタイピングを行いゲノタイプ、アレ
ル頻度における両群間での有意差を検定したが、
GRIK３の１個のSNP以外では有意差は認められなか
った。しかしこのSNPの示す有意差も、Bonferroni
補正により消失した。またペアワイズハプロタイプ
の関連解析ではGRIK３で７つの、GRIK４で４つの
ペアワイズハプロタイプで両群間での有意差が見ら
れた。しかしこれらもBonferroni補正により消失し
た。また別サンプルセットを用いた解析でも、関連
は再現されなかった。以上からGRIK３, GRIK４およ
びGRIK５は日本人の統合失調症への主要な関与はな
いものと結論し文献16として発表した。

袂）まとめ：グルタミン酸受容体遺伝子群と統合失調症
との関連につき、総説依頼があり、我々の結果を中
心にまとめ、文献８として発表した。またGRIA２,
GRIA３, GRIN３B, GRM１, GRM４, GRM５, GRM７
についての関連解析もほぼ終了しつつあり、順次論
文として発表予定である。

ｃ）グルタミン酸トランスポーター遺伝子：解析の進行
とともに、統合失調症におけるグルタミン酸伝達系
の関与の可能性が高まったため、グルタミン酸トラ
ンスポーター遺伝子に関わる関連解析も開始した。

グルタミン酸トランスポーターEAAT２遺伝子
(SLC1A２)の全領域を連鎖不平衡でカバーするため
MAF > 0.1の SNPを11個選定し、九州地区の統合失
調症罹患群と健常群、それぞれ100人につきタイピン
グを行った。SNP２についてゲノタイプ、およびア
レル頻度で関連を見出したが（P = 0.012, 0.083）い
ずれもBonferroni補正で有意差が消失した。しかし
このSNPと他の８個のSNPによるペアワイズハプロ
タイプの関連解析で有意差が認められた（最低値 P
= 9.4 x 10-5, P= 0.0052 Bonferroni 補正後）。さらに
Bonferroni補正後に有意差が認められるハプロタイ
プについて愛知地区のサンプル100ペアを追加したと
ころ有意差が認められ（P = 5.0 x 10－４）（図11）文献
11として報告した。以上からSLC1A２は日本人の統
合失調症の発症への関与が考えられた。すでに我々
はGRM３が統合失調症に関与することを報告してい
る（Fujii et al., 2003、文献７）。その後GRM３の統
合失調症との関連とともに、GRM3ゲノタイプと
SLC1A2の発現との関連が米国のグループから報告さ
れている（Egan et al., 2004）。したがって今回の結
果はGRM3-SLC1A2パスウエイの統合失調症病態へ
の関わりを支持するものと考えられる。
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図11 グルタミン酸トランプポータEAAT２遺伝子(SLC１A
２)のングルマーカーおよびハプロタイプ関連解析

ｄ）ゲノムワイド関連解析：先の罹患同胞対解析から効
果の弱い遺伝子の関与が示唆された。このような遺
伝子の検出には関連解析が有力であることから
(Risch, 2000)、ゲノムワイドな関連解析をスタート
した。東海大学医学部 猪子 英俊 博士、九州大学生
体防御医学研究所 山本 健 博士の協力を得て、ゲノ
ムワイドに分布した約27,000個のマイクロサテライ
トマーカーにつき、プールした1次サンプル（罹患群、
健常群の157検体ペア）を用いた関連解析を行った。
データ取得マーカー数26,962個であり、そのなかで
有意マーカー数は3,242（12.0％）であった。１- 18番、
20番染色体はほぼ終了した。これと並行して独立に
収集調製した２次サンプル（罹患群、健常群の150検
体ペア）を用いてマーカーの絞り込みを行った。デ
ータ取得マーカー数2,176個であり、その中で有意マ
ーカー数 720（33.1％）であった。１ - ５番染色体、
９- 18番染色体、20番染色体についてはほぼ終了して
いる。今後2次スクリーニングを終了し、３次スクリ
ーニングによるさらなる絞り込み、ついで、４次ス
クリーニングによる個別タイピングによる有意マー
カーの選別と、その付近のSNPを用いたタイピング
により、統合失調症感受性遺伝子の同定を行う予定
である。

蘯疾患モデルラットの解析
ａ）メタンフェタミン投与ラット：先行研究により、メ

タンフェタミン(５mg/kg)を３日間投与したラット
で逆耐性現象が見られることを確認していた
(Hamamura et al., 1999)。これに基づき３回目の投与
を行った24時間後のラットの大脳皮質からRNAを調
製し、cDNAを合成後、Research Geneticsのプライ
マーセットを用いてdifferential displayを行った。そ
の結果発現変化を来すクローンを複数個単離した。
そのなかでアンフィファイシン遺伝子（AMPH）を
同定しin situ hybridizationによりその発現変化を確
認した。次にこれを候補遺伝子とした関連解析を行
った。遺伝子の全長約250 kbをカバーする7つのSNP
を選択し（平均heterozygosity 34.3%）、罹患群100検
体、及び健常群100検体を用いて各SNPのタイピング
を行った。その結果、各SNPの両群間でのゲノタイ
プやアレル頻度、またハプロタイプ頻度には両群間
で有意な差は認められなかった。

ｂ）PCP投与ラット： NMDA型グルタミン酸受容体アン
タゴニストであるPCPは統合失調症様症状を引きお
こすことが知られている。PCP投与（５mg/kg）１
時間および４時間後のラットの大脳の５部位（内側

前頭皮質、側坐核、線条体、海馬、後帯状皮質）か
ら、マイクロアレイ(Agilent Technologies, G4105A)
を用いて生食投与群に比べ1.5倍以上の変化を来す90

種類の遺伝子を見出した。その中で2.5倍以上の変化
を来す10種類の遺伝子を定量的RT-PCR法により確認
した（表４）。現在それらについてのローカスワイド
関連解析を行っている。

表 4

盻変異マウスによる機能解析：先に関連が認められた
GRIA4の統合失調症発症への関与や、高次脳機能にお
ける役割を明らかにするため、標的遺伝子組換え法に
より（図12）、細胞膜ドメインのうちM１とM２を含む
領域をコードしているエクソン12を欠損させた変異マ
ウスを作出した（図13）。GluR４はAMPA型グルタミ
ン酸受容体の膜への輸送に関与しているとの報告もあ
る。そこでウェスタンブロット法及び免疫組織染色法
により、GluR４ KOマウスの海馬及び小脳でGluR１や
GluR２の発現量及び分布を調べたが、成体マウスでは
WTとの顕著な差は見られなかった。現在海馬スライ
スを用いた電気生理学的解析を進めるとともに、行動
解析のために戻し交配を行っている。

図12 GRIA4領域のターゲティングベクターと相同組換え
後の構造　

図12 GRIA4領域のターゲティングベクターと相同組換え
後の構造
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図13ターゲテイングマウスのDNAおよびタンパク質
レベルでの確認

〈国内外での結果の位置づけ〉
盧罹患同胞対解析については、１次解析では有意な連鎖

領域は見いだせなかった。しかし２次解析では検体数
の増加や5,861個のSNPを用いたことなどから検出力が
高まり、有意な連鎖領域を見いだすことができた。こ
こで用いた122家系由来のサンプルを含む236家系の268

罹患同胞対のサンプルサイズは、これまで行われた単
一集団を対象とした統合失調症の連鎖解析のサイズと
してはアジア集団に関しては最大のものであり、意義
が高い。連鎖が認められた1p21.2-1p13.2や、連鎖が示
唆された14q11.2-q13.2、 20p12.1-p11.2 については、こ
れまで国外からの連鎖解析により報告されている領域
にほぼ一致しているが、これまでそれほど注目されて
いた領域ではなかった。統合失調症感受性遺伝子の集
団間での寄与度の違いを示唆する結果と考えられる。
盪グルタミン酸受容体遺伝子群の系統的な関連解析を行

っているのは我々のみであり、総説依頼をうけ文献８
として発表した。先に関連を見出したGRM3について
は(文献７)その後これらのSNPを含めたハプロタイプ
がヨーロッパ系アメリカ人集団を用いたTDTにおいて
も、統合失調症と関連していることが認められた
(Egan et al., 2004)。しかも認知機能評価テストにより
多型と前頭葉や側頭葉の機能との関連が認められ、ま
たこの結果はfMRIを用いた解析によっても確認されて
いる。さらにリスクゲノタイプがシナプスや、組織内
グルタミン酸のレベルを反映すると言われている
NNA(N-acetyl aspartate)のレベルや、前頭前野のグル
タミン酸トランスポーター遺伝子SLC１A２の発現レベ
ルと関連していることが示されている。GRM３の特定
の多型や複数の多型によりGRM３の発現に軽微な変化
が起こり、SLC1A２の発現が変化することにより脳の
高次機能に関わるグルタミン酸伝達系の機能低下を来
たし、統合失調症発症脆弱性をもたらしている可能性
が考えられる。我々はSLC1A２についても関連解析を
行い、疾患との関連を見出し報告した(文献11)。また
中国人集団においても、GRM３のハプロタイプとの関
連が報告された(Chen et al., 2005)。さらにGRM３の上
流領域の多型とオランザピンによる陰性症状の改善度
との関連も報告されている(Bishop et al., 2005)。また
関連を見出したGRIA4, GRM8, GRIN２Dについてはこ
れまで関連を示す報告がなく、GRM３の結果と相まっ
て、グルタミン酸伝達系異常の統合失調症発症への関
与を支持する知見と考えられる。
蘯PCP応答遺伝子の検索として、前頭前野のみを用いた

報告はあるが（Kaiser et al., 2004）我々の様に大脳の
５部位（内側前頭皮質、側坐核、線条体、海馬、後帯
状皮質）のサンプルを用いた報告はなく、より正確な
発現変化を反映した遺伝子の探索ができると考えられ
る。

〈達成できなかったこと、予想外の困難、その理由〉
盧グルタミン酸受容体遺伝子群の関連解析を完了する予

定であったが、遺伝子のサイズが比較的大きいこと、
頻度の高いSNPの同定に予想外の時間がかかり、完了
できなかった。今後HapMapのデータを参考にしなが
ら解析を進める予定である。
盪関連が見られる遺伝子における機能SNPの同定には至

っていない。複数のSNPのシナジェステイックな効果
による可能性も考えられる。
蘯GRIA４ノックアウトマウスの作出には成功したが、戻

し交配に時間がかかっている。特に出産率が悪いこと
が理由である。組織学的な解析でも、本来GRIA４の発
現が高い若齢マウス（PND３）での解析に時間がかか
っている。これも上記と同様の理由である。

〈今後の課題〉
盧グルタミン酸受容体遺伝子群の関連解析を終了する。
盪グルタミン酸トランスポーター遺伝子群およびグルタ

ミン酸代謝系遺伝子群の関連解析を進めるとともに、
PCP応答遺伝子群からの疾患感受性遺伝子の同定を行
う。
蘯リスクハプロタイプにおける機能SNPの同定を進める。
盻罹患同胞対解析により連鎖が見られた領域について関

連解析を行い、感受性遺伝子を同定する。
眈ゲノムワイド関連解析の3次および4次スクリーニング

を終了し、さらにSNPによる関連解析を行い感受性遺
伝子の同定を行う。
眇マウスによる疾患感受性遺伝子としての機能的検証を

行う。

〈研究期間の全成果公表リスト〉
最後にまとめて記載した。

〈２〉 結核発症に関連する宿主遺伝要因の解明

〈研究の目的と進め方〉
結核菌やBCGをはじめとする抗酸菌に対する感受性を

決定する宿主側遺伝要因を解明し、今後の有効な結核対
策に資することを目的として、１) 結核同胞例を対象と
した全ゲノム領域の罹患同胞対連鎖解析、sTDT解析、関
連解析、２)結核菌およびその他の抗酸菌による重症/反
復感染症例を対象としたTh1サイトカイン/受容体遺伝子
の解析を行う。

〈研究開始時の研究計画〉
盧結核の罹患同胞対解析、sTDT解析および関連解析：結

核同胞例から得られた血液からDNAを抽出し、全ゲノ
ム領域にわたる罹患同胞対連鎖解析を行う。また、結
核患者とその非罹患同胞とのペア検体を収集してDNA
を抽出しsTDT解析を行う。これらの解析により、日本
人において結核発症に関与している遺伝子の染色体上
の位置が決定されれば、さらにその遺伝子座に存在す
る候補遺伝子について関連解析を行い関連遺伝子を同
定する。また、単独の結核患者検体の収集も並行して
行い、ビタミンD受容体遺伝子、NRAMP１、IL-
12/IFN-γ経路のサイトカイン/レセプターおよびその
関連分子、などの各種候補遺伝子について関連解析を
行う。
盪BCG菌その他の抗酸菌による重症/反復感染症症例の

遺伝子解析：結核/非定型抗酸菌の重症/難治/反復例
およびBCGの重症副反応例の集積を行い、IL-12/IFN-
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γ経路のサイトカイン/レセプターの遺伝子を解析し
て、変異の有無を調べる。また、遺伝子多型について
も、その頻度を正常集団と比較することにより、これ
らの症例における重症化の遺伝的側要因を明らかにす
る。

〈研究期間の成果〉
盧結核患者を対象とした候補遺伝子の関連解析: 全国の４

施設から結核同胞例の８家系21検体（うち家系内対照
４検体）を集積した。また、sTDT解析のための同胞検
体４組８検体および関連解析のための結核患者検体74

検体を収集した。これらの検体のうち同胞による重複
を除外した結核患者検体87検体について、正常対照265

名とともに、一塩基多型(以下SNP)をマーカーとした
候補遺伝子の関連解析を行った。スクリーニングとし
て、21の候補遺伝子の118個のマーカーSNPについて、
Assays-on-Demandを用いた関連解析を行なった。次に、
複数のマーカーSNPが結核と関連を示した遺伝子につ
いて、そのマーカーSNPの近傍のcoding SNP(以下
cSNP)を検索し、アミノ酸置換を伴うcSNPについて関
連解析を行った。

表１

表１にマーカーSNPによるスクリーニングの結果を示
した。解析した候補遺伝子は、関連を示す報告が複数あ
る遺伝子３個、IL-12/IFN-γ経路関連の遺伝子14個、
TNF-α経路関連の遺伝子３個、連鎖解析によって最近候
補に挙がった遺伝子1個の計21個であり、全て常染色体上
にある。このうち、IL-１βをコードするIL1BとIL-12レセ
プターβ１をコードするIL12RB1について、関連を示し
た複数のマーカーSNPの近傍のcSNPを検索した。IL1Bに
はアミノ酸置換を伴うcSNP認められなかったため、以下、
IL12RB1の解析を行った。図１はマーカーSNPの関連解
析結果を示す。このうち、結核との関連を示した
rs2305739とrs383483の近傍に、アミノ酸置換を伴う
cSNPが４つあり、これらについて関連解析を行なった。
641A/Gでは、GG ゲノタイプとGアリルは、有意に結核
群で多くゲノタイプ頻度の2×3解析でも有意差がみられ
た(表２上)。表２下に1094T/C および1132C/Gの関連解
析の結果を示す。この２つのcSNPはTとGを入れ替える
と全く同じ頻度であった。CC ゲノタイプとCアリルは、
有意に結核群で多く、ゲノタイプ頻度の２×３解析でも
有意差がみられた。1573G>Aでは、ゲノタイプ頻度、ア
リル頻度とも有意差はみられなかった。

連鎖不平衡解析の結果を表３に示す。641A/G、
1094T/C 、1132C/Gはほぼ完全な連鎖不平衡にあり、

1573G/Aと他の３つのcSNPとの間には緩やかな連鎖不平
衡がみられた。表4はこの４つのcSNPによるハプロタイ
プの推定頻度を示す。GCCGハプロタイプは、結核群で
多い傾向がみられ、ATGGハプロタイプは結核群で有意
に低頻度であった。

盪BCG菌その他の抗酸菌による重症/反復感染症症例IL-
12/IFN-γ経路の遺伝子解析

ａ）抗酸菌易感染例の検体46検体、対照検体10検体を集
積した。これら56検体についてIFN-γレセプター１
遺伝子(IFNGR１)の解析を行い、うちBCG骨髄炎症
例13例中３例と、抗酸菌に易感染性を示した患者の
父親1例に優性IFN-γR１部分欠損症を本邦で初めて
見出し(818del4:３例、814del4:１例)(表５, 図２)、文
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献17として報告した。
ｂ）IFNGR１の異常がみられなかったBCG骨髄炎症例10

症例のうち、８例でIFNGR２、５例でIL12B・
IL12RB１・IFNG・STAT１、６例でIL23(p19)・
IL23R、７例でIL27R(WSX-１)の遺伝子解析を行った
が、IL27Rのsynonymous cSNP (276T/A)が３例にみ
られた以外には、異常をみとめなかった。また、
BCG骨髄炎以外の抗酸菌易感染例８例について
IFNGR２の解析を行ったが、異常は認められなかっ
た。以上の結果を、表６に示した。

ｃ）結核患者検体95検体について、優性IFN-γR１部分
欠損症の中でわが国で最も頻度の高い818del4をPCR-
RFLPにて検索したが、全て正常パターンであった。

ｄ）BCG骨髄炎症例についてBCG刺激単核球のDNAマイ
クロアレイ解析を行った。Cytokine CHIP (242spots)
では、優性IFN-γR1部分欠損症の2症例でIRF-1の発
現低下がみられたが、IFNGR１,２ に異常のない３
例では対照との相異はみられなかった。AceGene
Human Oligo Chip 30K (30,000 spots)を用いた解析で
は、既知のIL-12/IFN-γ経路に異常のない１症例と
対照との間で逆の発現パターンをとる遺伝子５個を
見出した。

〈国内外での成果の位置づけ〉
盧結核患者を対象とした候補遺伝子の関連解析

アフリカで行われた結核の罹患同胞対解析とその後の
fine-mappingの結果、15q11-13にあるUBE3Aまたはその
近傍に結核感受性ローカスが存在することが示唆されて
いる (Bellamy et al. Proc Natl Acad Sci 2000および
Cervino et al.  Hum Mol Genet 2002)。このグループ以外
では、国内外で同様の解析は行われていない。私たちは、
UBE3Aを含む21の結核感受性候補遺伝子についてSNPs
マーカーを用いた関連解析を初めて行い、IL12RB1の２

つのcSNP(1094T>C, 1132C>G)が結核発症と関連している
ことを見出した。これらのcSNPと結核との関連は本邦の
Akahoshiら(Hum Genet 2003)も報告しているが、本研究
では多数の候補遺伝子を対象としたマッピングの結果と
して関連が見出された点が意義深く、IL12RB１が日本人
における結核感受性遺伝子の一つであることを強く示唆
している。一方、モロッコと韓国での検討ではこのクラ
スターと結核との関連は認められず、また、モロッコで
の検討で関連が認められたプロモーター領域のSNPは今
回の解析では関連が見られなかった(Remus et al. J Infect
Dis 2004およびLee et al. Respiration 2005)。IL12RB１の
結核感受性への関与は民族間で異なる可能性が考えられ
る。この成果は2005年11月に開催された１st Congress of
Asian Society for Pediatric Research (ASPR)で発表し、日
本人における結核感受性遺伝子の同定として注目を受け
た。
盪BCG菌その他の抗酸菌による重症/反復感染症症例IL-
12/IFN-γ経路の遺伝子解析
今回の研究で見出した優性IFN-γR１部分欠損症症例

は、わが国では初めての報告であり、その後は、国内の
他施設から１例が学会報告されているのみである。国内
では、我々の施設以外で抗酸菌に対する易感染性に関連
するIL-12/IFN-γ経路の異常症(IFN-γR１, IFN-γR２, IL-
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12, IL-12R, STAT-１欠損症)の系統的な解析を行っている
施設はなく全国の医療機関から抗酸菌易感染例の解析の
依頼を受けている。

〈達成できなかったこと、予想外の困難、その理由〉
結核同胞例からの検体の集積が難航し、罹患同胞対解

析を行うことができず、結核発症に関与している遺伝子
の染色体上の位置決定に至らなかった。これは、同胞例
の多くが現在、通院/入院中でないことが主な理由であ
る。また、新たな共同研究機関は同胞例１組のところが
多く、１組の検査を行うために各機関の倫理委員会に申
請を行うことについて共同研究者の理解が得られにくい
という面もある。

〈今後の課題〉
関連解析およびマイクロアレイを用いた新規候補遺伝

子の検索によって、本邦において結核患者の発症に関与
している新たな感受性遺伝子を同定する。結核発症と関
連する新たなSNPsが見出された場合には、機能解析を行
って結核の発症病理に果す役割を明らかにする。
盧ローカスワイド関連解析によって結核との関連を示す

SNPsマーカーが見出された遺伝子のうち, IL１B, STAT
１, TNFRSF１Bについて、マーカー近傍のSNP(とくに
cSNP)の検索を行い、結核との関連を解析する。
盪抗酸菌に対する易感染性を示しながらTh１経路の異常

が見出されていない症例について、30 Kチップを用い
たDNAマイクロアレイ解析の例数を増やし、その結果
に基づいて新たな感受性遺伝子の解明を進める。
蘯上記１)２)により結核発症と関連する新たなSNPsが見

出された場合には、機能解析を行って結核の発症病理
に果たす役割を明らかにする。
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