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計画研究：応用ゲノム

定量的一塩基多型解析技術の開発と医療への応用

●田平 知子 1)　　 ◆久木田 洋児 1)　　◆日笠 幸一郎 1)　　◆堀内 孝彦 2)　

1) 九州大学生体防御医学研究所　2) 九州大学病院

＜研究の目的と進め方＞
ポストシークエンシング時代のゲノム科学研究では、多因子性

遺伝性疾患の原因遺伝子をゲノムワイド関連解析により網羅的に
探索することが最重要課題である。その一次スクリーニングで
は、ハプロタイプ構造情報に基づいてゲノムワイドに選択された
多数（105 オーダー）のSNPについて、数百から数千の被検試料
群と対照群DNAを用いた関連解析を行うことが必要とされる。
これを各試料のジェノタイピング、アレルカウンティングによっ
て行うとすると膨大な（108 オーダーの）タイピングをしなけれ
ばならない。また解析の再現性検証にはこれを別の試料群で繰り
返す必要がある。これはコストと労力を考慮すると、広く用いる
べき方法としては非現実的である。ここで関連解析に現実に必要
なのは SNPのアレル頻度情報のみであって、各試料のジェノタ
イプではない。従って試料DNAをプールし、定量的 SNPアレ
ル検出によってアレル頻度推定を行うことでタイピング数をその
1/102 以下に減らして、探索のコスト・労力を現実的なものとす
ることが可能である。本研究では、（１）DNAプールをもちいた
SNPアレル頻度推定を行うためのSNP解析技術を検討し、具体
的な実験系と情報技術を確立する。（２）関連解析の基礎情報と
して必要な日本人ゲノムの多様性、地域差を解明する。（３）日
本人ハプロタイプ構造の解明とその多様性に関する情報基盤を確
立する。また、（４）これらの方法論及び情報基盤を利用して、
自己免疫疾患をはじめとする多因子性遺伝性疾患の候補遺伝子の
大規模な関連解析を行い、疾患の要因となる遺伝的背景を解明す
る、これによって、多因子性遺伝性疾患の適切な診断、新治療法
の開発、及び予防に寄与することを目標とする。

＜ 2007 年度の研究の当初計画＞
我々が直接決定した日本人集団での確定ハプロタイプの情報を

更に高精細化し、これに基づいた新たな日本人ゲノムワイド関連
解析用DNAチップの開発を検討する（田平・久木田・日笠）。並
行して、DNAチップによる pooled DNA関連解析での情報処理
技術の最適化を試みる（日笠）。一方、疾患との関連が近年数多
く報告されているコピー数多型について一塩基多型定量情報をも
とに検出する手法についても検討し、定量PCR法との比較によ
り検証する（久木田）。また、実際にSLE感受性候補領域の探索
を pooled DNA を用いたDNAチップ・ゲノムワイド関連解析に
よって行い、更に高密度に配置された SNP による PLACE-
SSCP 解析を行い、原因遺伝子の絞込みを行う（田平）。また、
結果の再現性を得るために近縁人種集団でも解析を行う必要があ
るので、内外研究グループとの連携によって SLE疾患試料の収
集とそれらを用いた関連解析を前年に引き続いておこなう（田平・
堀内）。さらに特定された原因遺伝子について、機能解析によっ
てその因果関係の証明を行うと共に発症機構の研究に資する。ま
た、得られた原因遺伝子群の re-sequencing 用 DNAチップをデザ
インし診断に役立てる方策を検討する（堀内・田平）。

＜ 2007 年度の成果＞
1. DNAプールを用いたマイクロアレイによるゲノムワイド関連
解析の先行研究として、SLE患者群・対照群のプールDNAを被

検材料としてAffymetrix社500Kアレイによる定量的SNP解析を
行った。アレイの生データ（蛍光シグナル強度）から算出するア
レル頻度差の指標としてシルエットスコアを含め数種類の指標の
有効性を比較検討した。またノイズの影響をスライディングウイ
ンドウ解析により排除した。二次スクリーニングには定量的
PLACE-SSCP法を用い、さらに擬陽性を除去した。最終的に全
サンプルのタイピングによりSLEと非常に強い関連を示す複数の
SNPを同定した。このうち最も関連の強かったSNPはIkaros遺伝
子の上流域にあった。Ikarosは免疫系の分化に深く関与する転写
因子をコードしており、今後同遺伝子領域での多型が病態に関連
する機序を解明して行く予定である。
2. 平成17年度より候補遺伝子アプローチとして、SLEへの関連
が疑われる遺伝子上のSNPについてDNAプールのPLACE-SSCP
解析によりSLEとの関連を検討してきた。その結果、転写因子
IRF5、補体C3の遺伝子等のSNPが疾患との関連の強いSNPとし
て検出された。補体C3のSNPについてはリスクアレルの数と血
中C3濃度の間の相関を検出し、このSNPを含むハプロタイプが
C3の発現あるいは安定性にかかわっている可能性を示した。
IRF5のSNPは欧米での先行研究と同様に、日本・韓国・台湾の
アジア集団でもSLEと強い関連を示したが、両人種間でリスクハ
プロタイプには違いがあることをタイピングによって明らかにし
た。また、IRF5プロモーターの上流の転写因子Sｐ1結合部位の
繰り返し数が4であるアレルがこの領域で最も強い関連を示すと
いう報告がなされた（Sigurdsson et al., 2008）が、我々の日本人
の結果でもこの繰り返し数が4であるアレルをホモに持つ人は3を
ホモに持つ人に比べリスクが３倍になることを示した。前者は後
者に比べIRF5発現が高いことも確認できた。従ってIRF5の発現
上昇がSLEの発症リスクと関連していると結論した。
3. D－HaploDB(我々が280K個のSNPを用いて決定した日本人確
定ハプロタイプのデータベース。既にD1 phaseを公開済み）に
Affymetrix社500Kアレイを用いて新たにタイピングしたSNP情
報を追加し、連鎖不平衡構造及びtagSNP情報をより精細にした
(D2 phaseとして公開)。D2 phaseのtagSNPにより、頻度5%以上
の未知SNPの80%をr2>0.8としてキャプチャーできた。また、連
鎖不平衡構造がD1、D2間で変わらない領域も多く、それらの領
域では既に連鎖不平衡解析に十分なSNP密度が達成されたと考え
られる。
4. SNP同定とアレル頻度推定のためのPLACE-SSCP及びシーク
エンシング解析プロセスを一貫して管理するWindows用ソフトウ
エア「QSNPlite」を改良し、各実験で得られたアレル頻度デー
タを出力ファイルから収集する機能を追加した。
5. 家族性滲出性硝子体網膜症 （FEVR）の患者の遺伝子解析を
行い、これまでにfrizzled 4 (Wntシグナルの細胞表面受容体)を
コードするFDZ4、共受容体をコードするLRP5、リガンドを
コードするNDPにそれぞれ複数の突然変異を同定した。我々は変
異の違いにより疾患重症度の相違が見られる機構を解明するた
め、遺伝子変異がWntシグナル標的遺伝子の発現へ与える影響を
定量した。その結果、Wntシグナル古典的経路の阻害と表現型が
相関しない場合もあり，発症要因が複合的であることを明らかに
した。
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6. PLACE-SSCP解析ではSNPアレルの量比を正確に決定でき
る。そこでこの解析法を脳腫瘍組織でのloss of heterozygosity 
(LOH) 解析に応用し、髄膜腫組織での高頻度LOH領域を決定し
た。 

＜国内外での成果の位置づけ＞
DNAプールを用いたマイクロアレイによるゲノムワイド関連
解析は関連解析の新たな方法として海外でも模索され始めている
が、本研究はその先端をいくもので、さらにPLACE-SSCP 法
という独自開発技術を組み合わせることにより効率化を図ってい
る。SLEに関しては国外で、ごく最近ゲノムワイド関連解析の
報告がなされた (2008 年１月、オンライン速報版 )。しかし、
SLE と非常に関連が高いと報告された SNP のいくつかは
HapMap で使用された日本人試料では検出されておらず、日本人
集団では非常にまれであると予想される。SLEを含む自己免疫
疾患ではこれまでも、欧米集団とアジア人集団とではリスクアレ
ルが共通しないケースが多数あり、これは疾患感受性あるいは抵
抗性が人種固有の環境要因（感染症など）を背景に形作られたた
めと考えられる。従って、日本人の SLEの関連解析およびハプ
ロタイプ構造の解明をめざす本研究は、免疫応答に関連した疾患
の研究に広く役立つものである。今回我々は新規 SLE関連遺伝
子を同定し、国内外に先行する成果をあげている。

＜達成できなかったこと、予想外の困難、その理由＞
Affymetrix 500K によるプール解析では、既に我々が候補遺伝
子アプローチで SLEとの関連を確認している IRF5 遺伝子との
関連を検出できなかった。これは、今回使用した既製の 500K マ
イクロアレイにはその領域のプローブが少ないことによるもので
ある。完全胞状奇胎DNAのコピー数多型の解析についても、ア
レイのプローブが設計されていない領域が多いため現在得られて
いるデータでは不完全であることがわかった。従って、日本人ゲ
ノムワイド関連解析用DNAアレイの開発が必要であると考えら
れるが、市販のアレイも高密度化していることから、まず次世代
のアレイの有用性を検討することを考えている。

＜今後の課題＞
DNAプールを用いたマイクロアレイによるゲノムワイド関連
解析において、より検出力を高め偽陽性を減らす手法を開発す
る。またSLEで同定されたリスクアレルの生物活性を検討する。
D-HaploDB をもとに疾患原因遺伝子同定の効率を飛躍的に高め
るためのtagSNPを用いたDNAプールの関連解析法を開発する。
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2)データベース／ソフトウエア
1. 0602202030
「dbQSNP public」(http://qsnp.gen.kyushu-u.ac.jp)
ゲノムの遺伝子発現制御ゲノム領域に存在するSNPを検索し、
そのアレル頻度を決定した結果に関する公開データベース。　

2. 0602202024
「D-Haplo-DB」(http://orca.gen.kyushu-u.ac.jp)
完全胞状奇胎を用いて直接決定した日本人ゲノムのハプロタ
イプに関する公開データベース。

3. 0612191657
「QSNPlite」（http://qsnp.gen.kyushu-u.ac.jp/placeSSCP/ 
qsnplite/）
シークエンシング及びDNAプールのPLACE-SSCP法を行
い、それらの結果を統合してSNPを同定し、且つアレル頻度
を決定するためのWindows 上で稼動する解析ソフトウェア
本研究には九州大学　林 健志が研究協力者として参加してい
る。


