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〈研究の目的と進め方〉
本研究では、二大精神疾患の一つである双極性障害の

疾患感受性遺伝子の解明を目的とした。双極性障害に関
しては家族内集積傾向、双生児研究、養子研究から遺伝
要因の関与が強く示唆されており、連鎖解析による感受
性遺伝子領域の検索が行われてきた。しかし、双極性障
害が単一遺伝子疾患ではなく、遺伝と環境が複雑に関与
する多因子疾患であること、また遺伝的異質性があり、
複数の疾患感受性遺伝子が存在するなどの理由から、複
数の施設からの報告で一致した染色体領域は極めて少な
く、研究開始当時までの解析の結果有力な候補領域とさ
れているのは、18番染色体の動原体周辺部と21番染色体
の長腕21q22のみであった。このうち21番染色体は、当
時ヒトゲノム全体の中でも最も遺伝子解析が進んだ染色
体の一つであり、疾患候補領域の解析もほぼ完了してい
るという大きな利点があった。我々は21番･22番染色体の
マッピング・シーケンシングと新規遺伝子の探索、疾患
原因遺伝子のポジショナルクローニングを進めてきた。
特に国際共同研究チームによるヒトゲノムプロジェクト
の一環として行ったシーケンシングについては、本研究
開始時までに22番染色体長腕の全塩基配列の決定 （1999

年12月） に続き、21番染色体長腕の全塩基配列も決定
（2000年5月） した。またそれまでに、ダウン症の原因遺
伝子の探索、遺伝性自己免疫性多腺性内分泌疾患1型

（APECED）、先天性非症候群性聾 （DFNB8、DFNB10）
等の単一遺伝子疾患のポジショナルクローニングを遂行
する過程で21q22の双極性障害候補領域から多数のマー
カー、有力な候補遺伝子も発見していた。このように
21q22においては高精度ゲノムシーケンスのみならず、
系統的に疾患感受性遺伝子に迫るための基盤となる情報
が整備されており、本研究も当初は、21q22にマッピン
グされている双極性障害の疾患感受性遺伝子の解明を目
的として開始した。その後、2002年頃までに全ゲノム連
鎖解析の結果1q、4p16、10q21-q26、11p15、12q23-q24、
13q11-q32、18p11、18q21、21q21-q22、22q11-q12、Xq26
などが候補領域としてあげられたが、これまでに報告さ
れた全ゲノム連鎖解析の結果をまとめたメタ分析の論文
では13番染色体と22番染色体が有力な候補領域であると
いう結果が報告された。我々は特に、22番染色体の
22q12の候補遺伝子に注目し、解析対象に加えた。

21q22へのマッピングは、1994年、Straubらによって、
東欧出身のユダヤ人の多世代からなる一大家系を用いた
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連鎖解析が行われ、21q22.3にあるDNAマーカーPFKL
（phosphofructokinase, liver type）近傍でロッドスコアが
3.41であった、という報告がなされたのが最初である。
以後、同領域周辺に関して、多数の家系を用いた複数の
報告があり、これらの結果からは、必ずしもPFKL領域に
限らず、21q22の広い領域にわたって、疾患感受性遺伝
子が存在する可能性が示されている（図1左、点線で示し
た領域）。また、当初PFKLにマッピングしたグループに
よる多数の家系に対する解析では、PFKLよりも5cM（約
3Mb）セントロメア寄りのマーカーD21S266、D21S1260
周辺にピークがシフトしているが、D21S266からPFKL、
D21S171にかけての約4Mbの領域（図1左、実線で示した
領域）が最も疾患感受性遺伝子の存在する可能性が高い
と考えられる。図2には、この領域の遺伝子地図を示した。
我々はまず、この領域について網羅的な遺伝子探索と転
写物の解析を行い、領域内の全ての候補遺伝子の構造決
定を目指した。

また、機能的候補遺伝子については、21q22の全領域
を対象として候補遺伝子を検討し、多型解析を行った。
双極性障害患者の多型解析は、米国NIMHから入手した
双極性障害22家系と山梨大学医学部で収集した双極性障
害患者群（92名）のDNA（NIMH/NIH･Detera-Wadleigh、
理研･吉川、山梨大･神庭、塩江らとの共同研究による）
を用いて行った。

〈研究開始時の研究計画〉
1. 21q22の双極性障害候補領域の新規遺伝子の探索

ヒト21番染色体長腕のシーケンシングは、2000年4月ま

でには、ほぼ完了しており、21q22.3の候補領域には、す
でに我々が以前に発見した脳に多く発現する新しいタイ
プのカルシウムチャネル蛋白TRPM2/TRPC7 （transient
receptor potential melastatin 2/transient receptor potential-
related channel 7） 遺伝子 （Nagamine, K. et al.
Genomics, 1998, 54（1）, 124-131）、自己免疫調節遺伝子
AIRE （Autoimmune Regulator） （Nagamine et al.
Nature Genet, 1997, 17, 393-398）、ホスホジエステラーゼ
PDE9A遺伝子 （Guipponi M. et al. Hum. Genet. 1998, 103

（4）, 386-392）、DNAメチルトランスフェラーゼ3類似遺
伝子DNMT3L （Aapola, U. et al. Genomics, 2000, 65（3）,
293-298）、WDリピート蛋白WDR4 （Michaud, J. et al.
Genomics, 2000, 68（1）, 71-79） など少なくとも40個の
遺伝子が発見されているが、この他にも部分的にしか構
造の分かっていない遺伝子や、エキソン予測プログラム
による解析から推定された遺伝子が十数個存在する。こ
れらの新規遺伝子の全構造を明らかにするために、RT-
PCR等、実験によってcDNAの単離を進める。さらにヒ
トの各種組織由来のcDNAを用いたPCRとノーザンブロ
ット解析により、遺伝子発現の特異性を解析する。また、
21q22の双極性障害候補領域内には、3ヶ所、計約100kb
のクローンギャップが残されていた。双極性障害候補領
域内のいかなる遺伝子も取り逃がすことのないよう完璧
を期すため、これら3ヶ所のクローンギャップについて、
ギャップ内に延びたcDNAの配列を基にゲノムDNAから
のPCRを行うなど様々な手段を尽くしてギャップを狭め
るかあるいは解消することを目指す。

また、機能的観点から特に双極性障害との関連が疑わ
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れる重要な候補遺伝子については、遺伝子発現調節に重
要と思われるプロモーター領域の多型解析を有効に行う
ために5' RACE法によりmRNAの5' 末端を取得し、転写開
始エキソンを決定する。

2. 双極性障害家系における候補遺伝子の多型の検索
これまでに連鎖解析で疾患感受性遺伝子の存在する可

能性が示唆された21q22の候補領域にはすでに少なくと
も40個の遺伝子が発見されており、それらのエキソンを
合計すると500個を越える。そこで遺伝子産物の推定機能
から病態との関連が特に疑われる有力な候補遺伝子から
優先的に遺伝子解析を行う。米国NIMHから新たに入手
した双極性障害22家系のDNA試料を用い、上記遺伝子に
ついてPCR-変性HPLC法とシーケンシングにより、塩基
置換、欠失、挿入等の有無を解析する。

〈研究期間の成果〉
1. 21q22の双極性障害候補領域の新規遺伝子の探索

21q22.3のゲノムシーケンスの解析から推定された遺伝
子についてcDNAの単離を進め、グリセロール3リン酸透
過酵素と推定されるSLC37A1/G3PP [1]、UBAドメイン
とSH3ドメインを持つUBASH3A [2]、膜貫通型セリンプ
ロテアーゼTMPRSS3 （Transmembrane protease, serine

クZNF298 [8] など多数の新規候補遺伝子の構造を決定し
た。

候補領域内のいかなる遺伝子も取り逃がすことのない
よう21q22に残された3ヶ所計100kbのクローンギャップ

（GAP1 -3） の解消を試み、新たに単離したクローン、
PCRを用いて約40kbを埋めることに成功した。このうち、
GAP2については、上述のZNF298遺伝子cDNAが、ギャ
ップをまたいで存在することが先ず判明したため、ギャ
ップ内のエキソンに相当するcDNAの配列から、PCRプ
ライマーを作製し、ゲノムDNAからのPCRによって、ギ
ャップをまたぐゲノムDNA断片を３本に分けて増幅する
ことに成功したものである。増幅したDNAの塩基配列を
ショットガンシーケンシング法で解析したところ、CAリ
ッチリピートの繰り返し領域2カ所が短いシーケンスギャ
ップとして残ったものの、約25kbのギャップ内の塩基配
列を決定することができた [8]。

また、ABCトランスポータースーパーファミリーの一
員であるABCG1遺伝子についてはオキシコレステロール
によって誘導される転写物の解析から、従来知られてい
なかったプロモーター、エキソン、コーディング領域を
発見した [9]。

一方、我々が以前に発見した脳に多く発現する新しい
タイプのカルシウムチャネルTRPM2/TRPC7は、機能的、

3） [3]、マウス精巣特異的遺伝子Tsga2のヒト型遺伝子
TSGA2 [3]、C21orf24 [4]、C21orf25、アンキリンリピー
トを持つキナーゼANKRD3、WDリピート蛋白WDR9、
C21orf29/TSPEAR （Thrombospondin-N domain and
Epilepsy-Associated Repeat domain） 遺伝子とそのイント
ロン内に存在する毛髪ケラチン付随蛋白 KAP （keratin-
associated protein） 遺伝子クラスター （18個のKAP遺伝
子から成る） [5]、Znフィンガー蛋白ZNF295 [6]、ウロ
モジュリン類似蛋白UMODL1 [7]、Znフィンガータンパ

位置的に有力な候補遺伝子であったが、本研究を進める
間に、Yoon等によって（Biol Psychiatry, 2001, 50, 620-6）、
一部の双極性障害I型患者由来培養Ｂ細胞でそのmRNA量
の低下が報告されたため、TRPM2遺伝子の転写調節領域
の多型によってmRNA量が低下し、それが双極性障害の
引き金になっている可能性を検証する必要が重要課題と
して急浮上してきた。転写調節領域を明らかにするため
に脳のmRNAを用いたNorthern blot解析と5'RACEを徹底
的に行った結果、脳のほとんどの組織で発現する6.5kbの
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新たに発見した真の転写開始点を含む第1エキソン
（exon -1） の周辺から変異を検索したところ，7 bpの挿
入（-3282^-3283 ins7bp）及び49 bpの欠失（-3110^-
3062del）を伴うexon -1内の1塩基置換（-3465 G〉C）を
みつけた（図3）．

この多型について日本人患者群（92名）と対照群（210

名）を用いて双極性障害との関連を検討したが、有意な
関連は見いだせなかった（Table 1）。
3）22q12のADRBK2/GRK3遺伝子の多型解析：

北欧の双極性障害家系において疾患との関連が報告さ
れた22q12のADRBK2/GRK3 （adrenergic, beta, receptor
kinase 2/G protein receptor kinase 3） 遺伝子のプロモー
ター領域の多型と本邦における双極性障害の発症との関
連を検討した。北欧の家系において双極性障害との関連
が示唆された同遺伝子のプロモーター領域の多型P-5（G〉
A）のみならず、P-1（T〉C），P-2（A〉G）も、本邦に
おいては、患者群、正常対照群のいずれにおいても見出
せなかった。一方、多型P-3（T〉G）、P-4（A〉G）、P-6

（del G）は認められ、その他に新たにJ-1～5の5つの多型
も見出したが、これらのプロモーター領域の多型につい
ても、本邦における双極性障害の発症への関連は、見出
せなかった（Table 2）。さらにハプロタイプ解析も行っ
たが、同様に有意な差は認められなかった。

〈国内外での成果の位置づけ〉
双極性障害感受性遺伝子の解明が、人口の0.5̃1.5%が

罹患すると言われる双極性障害の診断･予防･治療への着
実な一歩となることは疑いの余地がない。双極性障害あ
るいは統合失調症など、主要な精神疾患の原因遺伝子の
解明は永年待ち望まれており、本研究の成功は当該分野
における世界的なブレークスルーとなるのみならず、ヒ
トゲノムプロジェクトのもたらした画期的な成果の一つ
として、社会に及ぼすインパクトの大きさは計り知れな
いものがある。

我々が発見した21q22.3の候補遺伝子TRPM2/TRPC7に
ついては、位置的・機能的に重要な候補遺伝子として注
目されており、双極性障害との関連が、遺伝子発現レベ
ル、遺伝子多型レベルで解析されている。

双極性障害において、細胞内Ca2+動員の異常が認めら
れ，その治療薬がCa2+動員に調整的に働くことは多くの
研究から明らかにされている。我々が注目している
TRPM2は、カルシウムチャネルの遺伝子であるが、
ADP-riboseやH2O2等の活性酸素種により、細胞内にβ-

NAD+が生じ、それ
がTRPM2タンパク
のC末端側ドメイン
に存在するNUDIX
モチーフに結合する
ことによりチャネル
が活性開口し、その
結果、Ca2+やNa+が
細胞内に大量流入し
て細胞死をもたらす
ことが報告されてい
る。このことは，虚
血などで神経細胞死
をもたらし、神経系
の可塑性にも関与し
ていると考えられ
る。

TRPM2遺伝子の

主要な転写産物が、従来知られていた開始コドンを含む
第１エキソンよりも約3kb上流の非翻訳領域のみからな
る新規エキソンから開始していることが明らかとなった

（図3）[10]．さらに興味深いことに脳の線条体 （被殻、
尾状核） に特異的に発現する5.5kbの短型転写産物が、
TRPM2遺伝子内の第二のプロモーターから転写されるこ
とを明らかにした [10]。後者からのmRNAは、これまで
に報告されていない線条体に特異的な短型TRPM2蛋白を
コードしていたが、この短型TRPM2蛋白もカルシウムチ
ャネルとして機能していた [10]。

2. 双極性障害家系における候補遺伝子の多型の検索
1）候補遺伝子の突然変異の検索：
既知遺伝子の中から、マーカーD21S1260近傍の位置的候
補遺伝子としてMXA （myxovirus resistance 1, interferon-
inducible protein）, MXB, TMPRSS2 （Transmembrane
protease, serine 2）, BACE2 （beta-site APP-cleaving
enzyme 2）を、また21q22の機能的候補遺伝子として
NCAM2 （neural cell adhesion molecule 2）, SLC5A3

（solute carrier family 5/inositol transporter, member 3）,
SYNJ1 （synaptojanin）を選び、すべてのコーディング領
域を増幅するPCRプライマーを作成し、PCRの条件を設
定した。米国NIMHから入手した双極性障害22家系の
DNA試料を用い、上記遺伝子についてPCR-変性HPLC法
とシーケンシングにより、塩基置換、欠失、挿入等の有
無を解析した。合計132個のエキソンを解析し、106種類
の多型を発見した。この内アミノ酸置換を伴うもの5種類、
アミノ酸欠失を伴うもの1種類であった。

2）TRPM2遺伝子の転写調節領域の多型解析：
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転写調節開始点を詳細に検討し、その後、多型解析を行
ったところ、挿入、欠失を伴う一塩基置換をみつけたが、
双極性障害との関連は認められなかった。しかしながら，
双極｡型障害患者由来のBリンパ芽球細胞株のうち、細
胞内Ca2+濃度の高い群において、TRPM2 mRNA量が有
意に低下していることが報告され、その後、同グループ
によるTRPM2遺伝子のmRNA量が有意に低下している群
を対象とした多型解析の結果、intron 18およびintron 19
内に有意差のある一塩基置換が発見された。また、最近、
McQuillinらは、600人の双極性障害患者を対象として関
連解析を行い、TRPM2遺伝子のexon 11のアスパラギン
酸からグルタミン酸へのアミノ酸置換を伴う一塩基置換
と疾患との関連（P=0.008）を発見したと報告した。これ
らの報告は、TRPM2遺伝子と双極性障害の関連を強く示
唆するものであり、注目されている。

〈達成できなかったこと、予想外の困難、その理由〉
我々の解析した患者群では、疾患に関連した多型と感

受性遺伝子を決定することができなかった。双極性障害
の発症に影響を与える遺伝的要因が、多岐にわたるため、
個々の多型と疾患感受性との関連について有意な差を見
出すためには、もっと症例数を増やして解析を進める必
要があった。

〈今後の課題〉
双極性障害患者家系をより多く集めて、さらに解析を

進め、TRPM2遺伝子多型と双極性障害の関連を実証する
ことが重要である。また、TRPM2蛋白のアミノ酸置換に
よる機能の変化とその生理学的影響の解析、イントロン
内の多型による遺伝子発現の変化等も解析し、多型と疾
患発症機序との関連が解明されれば、新しい創薬開発の
糸口として脚光を浴びるであろう。
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