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計画研究：応用ゲノム

マイクロサテライトを用いた疾患関連遺伝子探索

●猪子 英俊 1)　 ◆間野 修平２)

1) 東海大学医学部　2) 名古屋市立大学・大学院システム自然科学研究科

＜研究の目的と進め方＞
急速なヒトゲノムの配列、多型情報の蓄積により、生活習慣病

などの多因子性疾患の感受性遺伝子のポジショナルクローニング
による同定への期待が高まっている。我々は、リウマチについて
３万個のマイクロサテライトを用いた世界初のゲノムワイドな相
関解析を進め、47 個の感受性遺伝子候補領域（約 100 kb）を同
定し、さらにそれらの領域より 7 個の感受性遺伝子を見出した。
我々の本解析の検出力は 40％であり、他に遺伝的な寄与が小さ
い遺伝子を含めれば、おそらく 100 個以上の感受性遺伝子の存在
が予想される。したがって、発症の分子機構解明のためには、そ
のような多くの疾患感受性遺伝子について、それぞれの機能を解
析するという、気の遠くなる膨大な作業も遂行しなければならな
い。

そこで本研究は、１）疾患感受性遺伝子の同定：生活習慣病な
どの疾患の感受性遺伝子を数多く同定する。そのため、pooled 
DNA 法の導入、独立な 4 回の相関解析の実施、実際のデータに
も と づ く 検 出 力 の 評 価、 及 び 連 鎖 不 平 衡（LD：linkage 
disequilibrium）すなわち遺伝的距離にもとづくマイクロサテライ
トの評価を行う、２）遺伝疫学的解析：疾患について集団遺伝学
にもとづく遺伝疫学的解析法を駆使して、遺伝的、環境的要因を
見いだすことにより、多因子性疾患の感受性遺伝子の数と遺伝的
寄与の様式を明らかにし、効率的にマッピングする方法を構築す
る、３）ネットワーク解析：同定された感受性遺伝子の情報をも
とに、遺伝的要因から発症にいたるネットワークをパスウェイ回
路として明らかにすることにより、煩雑な機能解析なしに疾患発
症の分子機構を解明して、効率的なゲノム創薬に資すること、を
目的とする。
＜ 2008 年度の研究の当初計画＞

（１）ゲノムワイドの遺伝的相関解析にもとづいて同定した疾患
感受性遺伝子の個体での検証と遺伝子機能の解析

マイクロサテライトマーカーを用いた遺伝的相関解析に基づい
て同定した多数の疾患感受性遺伝子中、関節リウマチ感受性遺伝
子 NFKBIL1、及び、高血圧感受性遺伝子 LPIN1 を主な対象とし、
モデル動物（マウス）を用いて、遺伝子と疾患の関係を検証する。
さらに、機能未知である NFKBIL1 については、その機能を探索
する。

（２）疾患感受性遺伝子の機能解析基盤技術としての酵母 Two 
Hybrid（YTH）法の再検討・再構築

酵母 Two Hybrid（YTH）法は相互作用因子同定による遺伝子
機能解析の主要な基盤の一つである。この YTH 法に関して、シ
ステムの個々の構成因子と、その組み合わせを系統的に比較・検
討するとともに、新たなコンセプトによるスクリーニング法を組
み入れ、より信頼性・効率にすぐれたシステムを構築する。
＜ 2008 年度の成果＞

（１）　ゲノムワイドの遺伝的相関解析にもとづいて同定した疾患
感受性遺伝子の個体での検証と遺伝子機能の解析

・LPIN1
我々が高血圧感受性遺伝子として同定した LPIN1 は、マウス

では lipodystrophy 原因遺伝子として知られるが、血圧との関係
は不明である。そこで、LPIN1 変異マウスを用いて血圧、及び、
脈拍を測定したところ、変異マウスで顕著な血圧の上昇が観察さ
れ、LPIN1 がマウス個体でも血圧の調節に関与することが示さ

れた。また、ヒトを対象としても、QTL 解析の結果、Lpin1 の血
圧への効果を示す結果を得ている。

・NFKBIL1
関節リウマチ感受性遺伝子 NFKBIL1 のトランスジェニックマ

ウスを作成し、このマウスでは、コラーゲン誘導性関節炎の発症
が抑制されることが見出した。また、NFKBIL1 が非古典的 NF
κB シグナル伝達系の特異的な抑制因子であり、物理的にも、
NFKB2 や RelB タンパクと相互作用すること、さらに、この相
互作用が、非古典的 NF κ B シグナル伝達系の誘導に依存するこ
とを示した。従って、NFKBIL1 は、非古典的 NF κ B シグナル
伝達系を抑制することによって、リウマチ抑制因子として機能し
ていると考えられる。

・その他
我々のゲノムワイドマイクロサテライト遺伝解析の結果同定さ

れた疾患感受性遺伝子中、HLA-DRB1（関節リウマチ）、HLA-C
（尋常性乾癬）については、既に、ヒト個体における疾患との関
連が確立している。さらに、2 型糖尿病感受性遺伝子として同定
したタンパクリン酸化酵素については、動物モデルにおいて、発
症への関与が示されている。

（２）疾患感受性遺伝子の機能解析基盤技術としての酵母 Two 
Hybrid（YTH）法の再検討・再構築

YTH スクリーニングの正否の鍵となる「真の陽性と擬陽性の
判別」に関して、蛍光タグを利用した新たなコンセプトによる直
接的判別システムを構築し、YTH 法に組み入れた。この新規
YTH 法を、相互作用因子が未知の高血圧感受性遺伝子 SMOC2
に適用し、277 の YTH 相互作用因子を同定した。これら 277 因
子のネットワーク解析の結果、SMOC2 を中心とした 23 の細胞
外 / 細胞外基質因子、或いは、SMOC2 類似因子より成る密な相
互作用ネットワークを抽出することができた。

蛍光タグを利用した陽性判別法に加えて、YTH 法を構成する
構成因子（ベイト、プレイ、及び、リポーター）と、その組み合
わせの再検討を系統的に行い、新規システムを新たに再構築し
た。このシステムでは、必要に応じてダイマー、或いは、モノマー
DNA 結合ドメインをベイトに使用することが可能で、また、１
次コロニーの段階で、ベイト・プレイ依存性を直接的、且つ、明
確に判定することができる。
＜国内外での成果の位置づけ＞

世界的にも類をみない「マイクロサテライトマーカーを基盤と
するゲノムワイド遺伝解析」の結果同定した疾患感受性遺伝子に
ついて、個体での検証を行った。現在までに、我々自身で検証を
行った LPIN1、NFKIL1 以外に、HLA-DRB1（関節リウマチ）、
HLA-C（尋常性乾癬）、糖尿病感受性タンパクリン酸化酵素遺伝
子について、個体での疾患との関連が確立されている。他の感受
性遺伝子についても、個体レベルでの検証を行い、広範に行われ
ている SNP GWAS に対する、補完性、代替性を検討する計画で
ある。

NFKBIL1 については、免疫反応等に広範に機能する NF κ B
伝達系の新たな阻害因子であることを、世界に先駆けて示すこと
ができた。阻害効果が非古典的 NF κ B シグナル伝達系に特異的
な点、及び、阻害効果がシグナル伝達系誘導時にのみ有効になる
点が特徴的であり、新しいタイプの NF κ B 阻害因子として注目
される。
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酵母 Two Hybrid 法に関しては、ハイスループット解析が多数
報告されているが、擬陽性判定の信頼性など、そのシステムの問
題点も指摘されて来た。実際、SMOC2 YTH 相互作用因子中、
1/3 は既に他研究室で YTH ベイトとして使用されたものである。
それらの解析で SMOC2 が相互作用因子として同定された例は皆
無で、一般的な YTH 法における深刻な偽陽性 “誤” 判定の問題
が明らかであるが、我々の蛍光タグシステムは、この問題点を解
決するものである。さらに、蛍光タグシステム以外にも、各構成
因子の再検討に基づくシステム再構築を行うことによって、従来
法に比較して、高感度、高効率、且つ、信頼性の高いスクリーニ
ング系を確立する基盤を確立しており、相互作用因子解析におけ
る新システムの広範な有用性が見込まれる。
＜達成できなかったこと、予想外の困難、その理由＞

一部の疾患感受性領域については、これまでのところ高度に有
意な SNP が近傍に同定されていない。マイクロサテライト多型
そのものが効果を及ぼしている可能性や、SNP 以外の多型の可
能性等を、より網羅的な解析によって明らかにする必要がある。

YTH 法については、個々の構成因子とその組み合わせの検討
から、場合によっては想定外の組み合わせ効果の可能性が判明
し、これら想定外の組み合わせ効果の検証と、その知見を新
YTH システムに反映させるための予定外の作業が加わった。
＜今後の課題＞

既に個体レベルで検証された疾患感受性遺伝子については、疾
患メカニズム解明や、新たな治療戦略の構築に向けた取り組みが
求められる。HLA 遺伝子や、糖尿病感受性リン酸化酵素等につ
いては、既に、In Silico ドラッグデザインを根幹とした創薬アプ
ローチを進行中である。

他の疾患感受性遺伝子については、個体レベルでの検証が当面
の課題であり、ENU 変異マウススクリーニングを中心に、変異
個体の同定を進めている。

我々が独自に NFκB 伝達系の阻害因子であることを見出した
NFBKIL1 については、阻害分子機構の解明と、個体レベルでの
NFBKIL1 機能の詳細な解析が課題である。前者については、
NFBKIL1 と NFκB 因子の直接的相互作用による DNA 結合への
阻害効果を解析中である。後者については、KO マウスを作成し、
主として免疫系に対する影響を検討している。

YTH 法については、ベイト・プレイ・リポーターの各々の構
成因子の再検討とシステム再構築をほぼ完了した段階にあり、従
来法との定量的な比較、ハイスループット解析に向けた戦略の確
立、及び、ネットワーク解析の定式化が課題であり、これを用い
た疾患感受性遺伝子の相互作用解析を進める計画である。
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