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公募研究：比較ゲノム

統合失調症関連遺伝子群を突破口とした "humanness" の起源の解
明
●柴田 弘紀
九州大学生体防御医学研究所遺伝情報実験センター

＜研究の目的と進め方＞
統合失調症感受性を高める遺伝子変異は、同時にヒトをヒトた

らしめた本質（humanness）の一つである高次脳機能では有利に
はたらくことで、平衡選択により維持されている」という仮説を
立てこれを検証する。具体的には、統合失調症関連遺伝子群を対
象にヒト及びチンパンジーの多数の検体を用いた分子進化学的解
析を行う。2005 年度の特定領域研究「グルタミン酸受容体遺伝
子群のヒト上科における多様性と "humanness" の起源」（課題番
号 17018027）では、グルタミン酸受容体遺伝子群を対象として、
①チンパンジーの遺伝子配列決定と比較解析及び、②ヒトでの非
同義 SNP周辺領域におけるヒト及びチンパンジーでの分子進化
学的解析による平衡選択仮説の妥当性の検討を行った。しかし記
載された非同義 SNPの多くはきわめて頻度が低く、対象領域を
より広く設定する必要が示された。
そこで本研究計画では、プロモーター領域を中心にグルタミン

酸受容体遺伝子群、及び他のグルタミン酸関連遺伝子群（トラン
スポーター、代謝酵素など）、さらに DTNBP1 など近年同定され
た統合失調症関連遺伝子群についてヒトとチンパンジーの分子進
化学的な解析を行い、統合失調症及び高次脳機能の平衡選択仮説
の妥当性を検討する。

＜ 2007 年度の研究の当初計画＞
①グルタミン酸受容体遺伝子ファミリーの全 26 遺伝子の、上
流領域 4-5kb を解析対象領域として、ヒト 98 検体、チンパンジー
50 検体について塩基配列を決定する。得られた両種の全変異情
報をDnaSP 等のプログラムを用いてTajima's test、Fu and Li's 
test 等により解析し、その領域の中立進化を統計的に検定する。
中立からの有意なずれが観察された場合は、さらに前後の配列を
追加して同様の解析を行い、特異な選択を受けた遺伝子領域をよ
り正確に特定するとともに 、EHH（Extended haplotype 
homozygosity）などの連鎖不平衡解析により進化のパターンを詳
細に検討する。
②前年度のグルタミン酸受容体遺伝子群の研究において同定し

た、ヒト - チンパンジー間のアミノ酸置換を 74 ケ所の全てにつ
いて他の霊長類 9種の配列を決定し、ヒト特異的な（つまりヒト
- チンパンジーの分岐後ヒト系譜において起こった）アミノ酸置
換を同定する。また同定されたヒト特異的アミノ酸置換がヒト集
団で固定していることを、7集団からなるヒト 80 検体で確認す
る。ヒト特異的でかつ固定していることが確認されたアミノ酸置
換については、物理化学的性質の保存度や機能ドメインとの関係
を検討することで、ヒト系譜においてグルタミン酸受容体の機能
に重要な変化をもたらした塩基置換の同定を進める。また、ヒト
特異的アミノ酸置換の周辺領域については、①と同様の分子進化
学的解析を行い、各アミノ酸置換の進化のパターンを検討する。
③ グルタミン酸トランスポーター遺伝子群及びグルタミン酸
代謝酵素遺伝子群全 36 個の上流領域及び非同義 SNP周辺領域 
について、①と同様の分子進化学的解析を行う。
④ これまでに統合失調症との有意な関連が複数の研究で報告
された遺伝子の 10 遺伝子の上流領域及び非同義SNP周辺領域に
ついて①と同様の分子進化学的手法で解析を行う。また研究遂行
中に新たな統合失調症関連遺伝子が報告された場合は適宜解析対
象に加えていく。

⑤ 以上のアプローチからヒト特異的な進化パターンを示す配
列が同定された場合、CATアッセイなどの機能的解析を行い、
同定された配列の生物学的意義を解明する。

＜ 2007 年度の成果＞
1）グルタミン酸受容体遺伝子の上流調節領域の多型検索
NMDA型 5種、AMPA型 4種及びカイニン酸型 5種の遺伝子
の上流領域の解析を行った。これまでに GRIN1 は 3.7 kb、
GRIN2A は 1.4 kb、GRIN2B は 3.8 kb、GRIN2C は 1.8 kb、
GRIN2D は 1.9 kb、GRIA1 は 5.1 kb、GRIA2 は 3.1 kb、GRIA3 は
3.4 kb、GRIA4 は 3.9 kb、GRIK1 は 5.3 kb、GRIK2 は 4.2 kb、
GRIK3 は 2.1 kb、GRIK4 は 3.8 kb の解析を終えた。各遺伝子全
体の中立性の検定を行ったところ、GRIN2D においてヒト -チン
パンジーともにFu & Li　test で有意な負の値が得られ、ヒト -
チンパンジーに共通した純化選択が強く示唆された。同様に
GRIN2B, GRIA4, GRIK3 においてチンパンジーのみで有意な負の
Tajima's D（それぞれ、-2.04, -1.97, -1.84, p < 0.05）が得られ、
チンパンジー特異的な純化選択が強く示唆された。一方各遺伝子
のウィンドウ解析では、同じくGRIN2B 上流領域においてヒト特
異的にTajima's D が有意に上昇する（+2.16, p < 0.05）領域が見
出され（転写開始点の上流 3.0 kb 付近）、この領域がヒト特異的
平衡選択を受けている可能性が示唆された。
2）GRIN2B 上流領域に見られた多型の統合失調症との関連解析
GRIN2B の解析でTajima's D が有意な正の値を示した領域は、
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ヒト特異的平衡選択の可能性が強く示唆される。Tajima's D の上
昇の主な要因はこの領域に存在する 2 つの common SNP
（rs12368476 と新規 SNP）であった。これら 2つの SNPの統
合失調症発症への関与を直接検討するために、日本人統合失調症
罹患群 300 検体と健常対照群 300 検体を用いた関連解析を行っ
た。その結果、有意な関連は見出されず、これらの SNPは日本
人統合失調症の発症には直接の関与はしていないことが示され
た。

3）グルタミン酸受容体遺伝子群におけるヒト特異的アミノ酸置
換の同定
2005 年度の特定領域研究（課題番号 17018027）で、グルタミ
ン酸受容体 26 遺伝子における、ヒト - チンパンジー間のアミノ
酸置換 74 個を同定していた。本研究課題において、この 74 カ所
の塩基置換をヒト系譜側で起きたものとチンパンジー系譜側で起
きたものに選別するために、ゴリラ、オランウータンなどの他の
霊長類8種の該当配列を決定した。その結果41個が、チンパンジー
との分岐後ヒト系譜側でおきた「ヒト特異的アミノ酸置換」であ
ることを確認した。さらにそれらを世界各地の 7集団からなるヒ
ト 80 検体でタイピングし、そのうちの 34 個がヒトで固定してい
ることを確認した。これら「ヒト特異的アミノ酸置換」は、チン
パンジーとの分岐後に正の自然選択によってヒト集団に急速に固
定した可能性がある。さらにこれら 34 個のうち、12 個は重要な
モチーフの変化をともなうことを見出し、ヒト系譜において重要
な機能変化をもたらしたことがアミノ酸置換であることが強く示
唆された（前頁の表 1）（論文準備中）。
　

＜国内外での成果の位置づけ＞
ヒトの系譜における正の自然選択により進化してきた遺伝子の

探索は候補遺伝子アプローチ、ゲノムワイドアプローチともに盛
んに行われており、脳機能に関連した一部の遺伝子についても正
の自然選択が示唆されている。しかし、ヒトの適応度に極めて重
要な高次脳機能に関係し、かつ平衡選択で維持されているような
遺伝子多型を探索している研究は 2008 年 1 月現在他に類をみな
い。特にヒト -チンパンジー分岐後のヒト特異的な中立進化の検
定のためにはヒトだけでなくチンパンジーの多型解析も必要とな
る。本研究のように類縁関係のない多数のチンパンジーサンプル
から得られる、信頼度の高いチンパンジー多型情報を用いている
研究は世界的にもごく少数である。

＜達成できなかったこと、予想外の困難、その理由＞
1）遺伝子の上流領域はGCリッチであることが多いため、通

常のPCR条件では増幅が困難な場合がある。本研究で対象とし
ているグルタミン酸受容体遺伝子群の上流領域においても、PCR
の条件検討に予想外の時間がかかった。しかし条件検討用のフ
ローを整備し、またあらかじめターゲット配列のGC含量によっ
て増幅断片長を調整するなどして対応している。また、QIAGEN
の Long PCRのキットが、GCリッチな領域の増幅の成績が大変
よいことを確認し、これを標準使用する事で 1度に解析する断片
長を長くできるようになり、解析の効率化をはかることができた。
2）実際に上流領域を解析してみると、ヒト、チンパンジーと
もに数多くの挿入欠失変異が観察され、新たにシークエンシング
プライマーまたはPCRプライマーを設定することで対処しなく
てはならない場合が予想以上に多く、時間がかかっている要因と
なった。

＜今後の課題＞
1）グルタミン酸受容体遺伝子の上流調節領域のリシークエン

シングによる全変異検出と分子進化学的解析をひきつづき行う。
2）全変異検出で得られるデュプロタイプデータから、PHASE

プログラム等を用いてハプロタイプの復元解析を行うステップ
を、解析フローに組み込む。また将来のデータベース化に向けて
検出された全変異の表示方法についても検討する。

3) グルタミン酸関連遺伝子群及び他の統合失調症関連遺伝子群
の解析
同様の解析をグルタミン酸トランスポーター遺伝子群、グルタ

ミン酸代謝酵素遺伝子群、及び統合失調症関連遺伝子群について
も進める。
4）グルタミン酸受容体遺伝子群におけるヒト特異的アミノ酸

置換の周辺領域における分子進化学的解析
これまでに同定した 34 個のヒト特異的アミノ酸置換が高次脳
機能に関連する正の自然選択によりヒト集団で急速に固定した可
能性を検証するために、該当アミノ酸配列の周辺領域の多型解析
をヒト及びチンパンジーで行い、上流領域の解析と同様の手法で
中立進化の検討を行う。
5) 関連解析、機能解析
1）から 4）において、中立からの有意な逸脱が観察された領
域については、統合失調症との直接の関連を、罹患群健常群各
300 検体を用いた関連解析で検討する。さらに上流領域の変異に
ついては下流の遺伝子の発現に及ぼす効果をCATアッセイなど
により直接解析する。
以上の研究から高次脳機能に関連してヒト特異的な選択を受け

た遺伝子領域を "humanness" 形成の遺伝的要因として同定し、そ
の機能的意義の解明を目指す。
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