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遺伝子発現の量的差異を指標とした、新規病態解析法の確立に関す
る研究
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〈研究の目的と進め方〉
個体間の体質や疾患罹患性の差はゲノム塩基配列の多

型の差に由来し、この差が遺伝子産物の構造や発現様式
の差を介して個体の表現型を修飾すると考えられる。し
かし、遺伝子産物のアミノ酸置換など構造に差を生じる
多型の数は限られており、大部分の多型は遺伝子のコー
ド領域以外に存在することから、遺伝子発現の様式や量
を修飾するものと考えられる。しかし、各アレル当りの
遺伝子発現量の差を定量的に解析する手法はこれまで限
られていた。我々は遺伝子多型を指標として、各アレル
当りの遺伝子発現量 （mRNA） を高度定量的に検出する
RNA Difference Plot （RDP） 法を確立した。この手法を
用いて、生活習慣病や遺伝性疾患において、多型、変異
の遺伝子発現量に対する影響、遺伝子発現量の表現型に
対する影響を明らかにしようと試みた。

〈研究開始時の研究計画〉
１） アレル特異的遺伝子発現の高度定量的検出法の確立
改良：多型を示すゲノム DNA 並びに mRNA から得た
cDNA の同一断片を、同一の蛍光標識プライマーにより
PCR で増幅し、塩基配列自動解析機装置を用いた SSCP
解析により分離し、増幅産物の各量比を定量する。
cDNA 由来増幅産物の比をゲノム DNA 由来増幅産物の
比で除することにより PCR による増幅効率の差を補正す
ると、標準偏差 10% 以下の高度定量的解析が可能となる。
反応系の定量性を高めるとともに、より簡便で安価な反
応後蛍光標識法の導入、さらには、多型を示さない分子
の定量法等を開発する。
２） 種々の疾患の原因遺伝子に関する検出システムの構
築：高血圧症における Angiotensinogen 遺伝子等、各種
疾患の原因遺伝子に関して、日本人で多型頻度の高い
cSNP を指標として mRNA の量的変化を検出する系を個
別に確立する。そして、遺伝子発現の量的差異を示す遺
伝子、SNP を同定して、その意義の解明を図る。

本態性高血圧症 （EHT） については有意に関連する
Angiotensinogen （AGT） 遺伝子のRDP 解析を行う。即
ち、AGT 遺伝子コドン 235 の cSNP を指標とした RDP
解析を行い、多型と遺伝子発現量、個体の表現型との相
関を検討する。
３） 他の遺伝性疾患や生活習慣病の原因遺伝子に関する
病態解析：原因遺伝子の変異と遺伝子発現量、表現型と
の相関に基づいた病態解析を行う。
４） 各アレル当りの遺伝子発現量とメチル化、遺伝子多
型との関係の RDP法、Bi-sulfite-SSCP法による検索：主
に培養がん細胞を用いて、遺伝子発現の解析、低下の原
因を検索する。

〈研究期間の成果〉
１） RDP 法の改良：マイクロサテライト多型を含むゲノ
ム DNA、cDNA 断片を PCR で増幅し、一定条件で変性
ポリアクリルアミドゲル電気泳動にて分離し、高度定量
的解析を可能とした。
２） EHT における AGT のRDP 解析：AGT 遺伝子のコ
ドン 235 の cSNP を標的とした RDP 解析を行い、統計学
的にEHTの罹患と相関する Threonine 型多型アレルから
の AGT 遺伝子の発現量が、正常血圧者と相関する
Methionine 型アレルからの発現量より有意に高い例を、
M/T ヘテロ接合者の一部に見出した（旭川医科大学、羽
田明教授、東京大学、井ノ上逸朗助教授との共同研究）。
３） 遺伝性疾患の原因遺伝子の発現量に基づく病態解
析：原因遺伝子にミスセンス変異をもつ遺伝性疾患の家
系において、変異アレル由来の mRNA 量が保因者間で差
違を示し、これが同一変異をもつ個体間の表現型の差違
の原因となる可能性があること、また、各アレルからの
発現量がハプロタイプに依存する可能性があることを見
出した（論文1）。
４） 各アレル当りの遺伝子発現量とメチル化、遺伝子多
型との関係を RDP法や Bi-sulfite-SSCP法を用いて検索し、
がん抑制遺伝子の同定や不活化の指標として役立てた

（論文2-7）。
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〈国内外での成果の位置づけ〉
遺伝子の異常は、遺伝子産物の構造異常と発現異常と

に大別されるが、従来の解析の盲点であった後者を極め
て高精度に検出可能とする点に特色と意義がある。
cSNP の意義、分子病態の解明のみならず、各種疾患の
診断にも応用可能であるが、特に生活習慣病の関連遺伝
子は、解析対象として格好のものと考えられる。
従来不可能であった各アレル当りの mRNA 量の微細な変
化を定量的に検出し、多型・変異と遺伝子発現量、ハプ
ロタイプ、さらに個体の表現型を結びつけようとする視
点は、国内外でも独創的、かつ時宜を得た研究である。

〈達成できなかったこと、予想外の困難、その理由〉
末梢血リンパ球以外の組織を収集することには困難が

つきまとったが、同時に組織特異的な発現様式の違いを
示唆する興味ある知見も得られた。

〈今後の課題〉
方法は実用化の域に達し、各アレル当りの発現量の差

違が個体間で広く認められ、表現型と相関する事実も示
唆され、研究の妥当性は十分に示されたと思われる。今
後、広範、大規模な解析に発展させることにより、非常
に独創性の高いゲノム研究を発信出来ると考えている。
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