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計画研究：2005 ～ 2009 年度

ゲノム塩基配列の網羅的解析法による疾患遺伝子探索と新規分子
生命現象の発掘
●蓑島 伸生 1)　　 ◆大石 健太郎 1)　　 ◆大坪 正史 1)　 ◆堀田 喜裕 2)　 ◇森脇 真一 3)

1) 浜松医科大学光量子医学研究センター　2) 浜松医科大学眼科　3) 大阪医科大学皮膚科

＜研究の目的と進め方＞
１．未同定疾患原因遺伝子候補ゲノム領域の精密転写物マップの
作成

原因遺伝子未知の遺伝子疾患のリンケージ解析等の情報を基礎
として染色体特定領域を Mb オーダーの長さで選択し、自ら確立
した「ゲノム悉皆解析法」により網羅的に遺伝子を探索し、新規
遺伝子、新規転写物を予測して、実験による裏付けも行なって精
密な転写マップを作成する。
「ゲノム悉皆解析法」は以下のとおりである。

⒜　注目するゲノム領域内で反復配列、CpG 配列、公共デー
タベースとの BLAST による相同性検索、ドットマトリク
スによる欠失・重複・相同性検索、ab initio ソフトウェア
によるエクソン予測、他生物とのゲノム塩基配列比較等の
可能な限りの解析を行なう。

⒝　⒜ の結果を手作業で綿密に検討し、転写物（cDNA や
EST）の統合・連結による「真の全長遺伝子の確定」、転
写物未同定なるも遺伝子存在可能性の高い領域における転
写物検出を実験により行い、領域内全遺伝子の全長 cDNA
の単離・ゲノム構造の確定を目指す。さらにドメイン構造
等から機能の推定を可能な限り進める。

対象疾患は、緑内障、加齢黄斑変性（AMD）等、遺伝要因の
大きい失明疾患とする。対象ゲノム領域は、次の 3 種類とする。

⑴　既報告のリンケージ解析による候補領域
⑵　 本研究で収集する患者家系を用いて得られる予定の新規候

補領域
⑶　 解析予定の疾患動物モデルから得られる疾患関連領域のヒ

ト相同領域群
２．疾患原因／関連遺伝子の探究

眼、皮膚など、光に関連する器官や組織で起こる遺伝子疾患の
原因遺伝子探索及び既知原因遺伝子を含めた機能解析を行う。既
知原因遺伝子の産物タンパクと相互作用するタンパクを新規の疾
患原因候補として解析するアプローチ（「拡張候補遺伝子アプロー
チ」と命名）を考案したので、それを積極的に用いて開放隅角緑
内障（OAG）、AMD の原因遺伝子探索を進める。相互作用タンパ
クは、酵母 2-hybrid 法（Y2H）、およびプルダウン -MS 法にてス
クリーニングする。プルダウン -MS 法は、目的タンパクや、そ
れに付けて発現させたタグに対する抗体を用いてプルダウン（タ
ンパク複合体の一括取得）を行い、その成分タンパクを質量分析
計（MS）で同定する方法である。得られる相互作用タンパクの
うち、その遺伝子が既報告の原因遺伝子候補領域にマップされる
ものについては、新規原因遺伝子の候補として、患者での変異を
解析して、その可能性を追究する。また、遺伝子のマップ位置に
かかわらず、それ以外の遺伝子も含めて、当該疾患の発症との関
連を考慮して機能解析、発現抑制、過剰発現、変異の導入等によ
る表現型変化の解析を行い、原因遺伝子・関連遺伝子としての可
能性を追究する。

一方、前項のゲノム悉皆解析法により得られる高精度転写物

マップから、機能や発現組織を考慮して疾患関連／原因遺伝子と
して可能性の高いものを選択してこの項での解析対象とする。前
項 (2) のために、ヒト症例検体を用いるリンケージ解析を独自に
行い、新たな疾患候補ゲノム領域の同定を目指す。また、前項 (3)
のために、疾患モデル動物の表現型を解析し、交配により責任ゲ
ノム領域を狭小化して解析対象とする。
３．器官形成に関わる新規遺伝子の同定

感覚器の中でヒト個体に最も多くの情報を与えるとされる眼の
発生と視覚実現に寄与する遺伝子群の同定と相互作用の解析を行
う。モデル動物を採用し、関連既知遺伝子のオルソログ、パラロ
グ遺伝子同定、それらとタンパク間相互作用する遺伝子の Y2H
等による探索を行なって、タンパク機能ネットワークの解明を目
指す。
４．遺伝子変異・表現型データベース構築

１～３の研究から得られる情報を含めた疾患原因・関連の遺伝
子とその変異、タンパク相互作用の変化、疾患症状等に関するビ
ジュアルデータベースを構築する。
＜研究開始時の研究計画＞
１．�未同定疾患原因遺伝子候補ゲノム領域の精密転写物マップの

作成
OAG、AMD に関し、以下を対象としてゲノム悉皆解析法によ

り精密転写物マップを作成する。
⑴　既報告のリンケージ解析による候補領域
　　 既報告領域のうち、領域長が短い以下の２箇所について解

析する。
⒜　OAG 候補領域 GLC1F（7q35-q36）領域長は約 4Mb
⒝　OAG 候補領域 GLC1C（3q22-q23）領域長は約 8Mb
⑵　 本研究で収集する患者家系を用いて得られる予定の新規候

補領域
次項 2-1-4 で行う OAG のリンケージ解析結果が得られ、領域

長が数 Mb に狭小化できたら対象とする。
⑶　 解析予定の疾患動物モデルから得られる疾患関連領域のヒ

ト相同領域群
次項 2-2 で行う AMD のラット実験モデルで得られる予定

の関連候補ゲノム領域を5Mb以下に狭小化して対象とする。
２．疾患原因／関連遺伝子の探究
2-1　OAG原因遺伝子の探究
2-1-1　緑内障患者家系の収集

以下の目的のために、家族性発症を示す緑内障家系の情報と患
者及び非発症者の末梢血検体を収集する。

⒜ 　本研究で同定する新規 OAG 原因候補遺伝子の患者におけ
る変異・多型の存在確認のため

⒝ 　リンケージ解析による新規 OAG 候補領域の同定または既
知 OAG 候補領域の狭小化のため

上記したように、主たる対象疾患は OAG であるが、家系収集
は OAG 以外も含めて、広く緑内障家系について行うこととする。
検体から DNA を調製するとともに、Ｂ細胞を EB ウィルスで不



− 104−− 104−

死化して細胞株を樹立する。
2-1-2　オプチニューリン相互作用タンパク

既知の OAG 原因遺伝子であるオプチニューリン（OPTN）に
相互作用するタンパクを同定し、その遺伝子を新たな OAG 原因
遺伝子候補として解析する。OPTN の cDNA のアミノ酸翻訳領
域全長をベイトとし、ヒト網膜 cDNA ライブラリーをプレイとし
て Y2H を行う。また、HEK293 細胞に FLAG タグ付き OPTN
を導入し、プルダウン -MS 法により、OPTN 複合体の成分タン
パクを同定する。プルダウンは抗 FLAG タグ抗体を用いる免疫
沈殿で行う。タンパク複合体を SDS-PAGE にて分離し、個々の
タンパクをバンドから抽出後、質量分析計にてアミノ酸配列を決
定して、タンパクを同定する。
2-1-3　ミオシリン相互作用タンパク

前項の OPTN と同様、OAG 原因遺伝子であるミオシリン
（MYOC）に関しても、その相互作用タンパクの遺伝子を新たな
OAG 原因遺伝子候補として解析する。MYOC の cDNA のアミノ
酸翻訳領域全長をベイトとし、ヒト網膜 cDNA ライブラリーをプ
レイとして Y2H 法を行う。
2-1-4　収集家系検体を用いるリンケージ解析

2-1-1 で収集する OAG 家系のうち大きな家系については、単
独で用いてリンケージ解析を行う。
2-2　AMD 原因遺伝子の探求

AMD の危険因子として長期の太陽光への曝露が挙げられてい
る。ラットに強い可視光を長時間照射すると網膜光障害を起こ
し、視細胞と網膜色素上皮細胞がアポトーシスで死滅する現象が
知られており、AMD での網膜障害と共通点が多い。この動物実
験モデルで起こる現象に関与する遺伝子を解析することで、ヒト
AMD の原因追究への糸口が得られることが期待できる。このモ
デルでの網膜光障害の程度はラットの系統により大きく異なるこ
とが知られているので、我々は、網膜光障害の起き易さ（感受性）
を遺伝学的に解析することを目指した。
2-2-1　ラット実験モデルでの網膜光障害感受性測定法の確立

網膜光障害を起こさせるための照射光の照度や照射時間等、基
礎的な条件検討を行う。ラットの近交系を検討して、網膜光障害
感受性・耐性の系統を決定する。また、遺伝学的なアプローチを
とるため、交配への影響を考えて、侵襲の小さい網膜光障害感受
性の査定方法の確立を目指す。
2-2-2　メンデル遺伝形質としての評価および交配

網膜光傷害感受性・耐性がメンデル遺伝としての遺伝形質であ
るのか、そうであるとして、その優性・劣性等の検討を行う。メ
ンデル遺伝として扱えることが判明したら、優性・劣性の純系の
F-1 に劣性の純系を戻し交配して、戻し交配各個体（BC-1）での
表現型の分離を確認する。優性の表現型を示す個体にさらに劣性
の純系を交配して戻し交配第 2 世代（BC-2）を作製する。この
操作を繰り返して、「優性の表現型を示し、優性の純系親のゲノ
ムの存在率が低い戻し交配個体」を作製する。
2-2-3　網膜光傷害感受性原因遺伝子領域のマッピング

前項で得られる戻し交配個体群のゲノムを、純系親のゲノムを
識別できる多型マーカーで解析して、共通して残存する優性純系
親のゲノム領域を決定する。5Mb 以下のゲノム長に狭小化するま
で、戻し交配の個体数、戻し交配の世代数を増やして継続する。
2-2-4　網膜光障害感受性原因遺伝子の同定

前項で得られるラットのゲノム領域に対してゲノム悉皆解析法
を適用し、転写物マップを作製する。得られる遺伝子の中から、
コードするタンパクの機能や発現組織情報等をもとにして、網膜
光障害感受性原因遺伝子の候補を選択する。それらの遺伝子の多
型を優性・劣性の純系親と比較して原因遺伝子を決定する。同遺

伝子のヒト相同遺伝子における多型を調べ、AMD 患者と非発症
者で出現頻度が異なる多型の同定を目指す。そのような多型を示
すヒト遺伝子が得られたら、ヒトの AMD 発症の易罹患性を担っ
ているとして、診断に活用できる。また、発症機構の解析や、治
療法、治療薬の開発にも発展できる可能性がある。
３．器官形成に関わる新規遺伝子の同定

モデル動物としてメダカを採用し、時期特異的及び組織器官特
異的 cDNA ライブラリーの作製を検討する。ヒトの猫目症候群原
因遺伝子領域に存在する未知の眼形態形成遺伝子群等のメダカに
おける相同遺伝子の存在を追究する。
４．遺伝子変異・表現型データベース構築

我々が従来から行ってきた「研究者の手作業による論文の詳細
な解釈と情報抽出」によるデータ構築を継続する。データの種類
を、従来までの遺伝子変異・多型に加えて、タンパク機能ドメイ
ン情報、変異や多型による表現型（疾患の症状、薬効、薬副作用等）
変化にまで拡大する。それらの新規データ項目は、用語の標準化
等も不十分であるため、用語の分類、階層化を行ない、必要に応
じてオントロジー構築も進める。従来の変異のデータとは別のレ
イヤーで表現型や症状等の検索が行えて、変異のデータと相互参
照が可能なシステムを目指す。
＜研究期間の成果＞
１．未同定疾患原因遺伝子候補ゲノム領域の精密転写物マップの
作成
(1) 既報告のリンケージ解析による候補領域

(a)　OAG 候補領域 GLC1F（7q35-q36）領域の解析
GLC1F 領域はマーカー D7S2442-D7S483 間の 4Mb で、こ

の領域にゲノム悉皆解析を施行したところ、機能未知の
cDNA/EST を含めて何らかの転写物が高い相同性を示した遺
伝子または推定遺伝子 73 個を確認した。このうち眼での発現
が見られる遺伝子 (EST) は 47 個であった。また今回の解析に
より、① GLC1F 領域は D7S2442 の下流約 400kb ～ 1100kb
の位置に Zn フィンガータンパク遺伝子が密集して存在するこ
と (8/73 個 )、② D7S2442 の下流約 1200kb ～ 1700kb 間はア
クティブな遺伝子が存在しない領域であるということがわかっ
た。73 個の遺伝子のうち 3 個の遺伝子の近傍には、エキソン
様の配列を持つが転写物の登録がない領域があった。CpG アイ
ランド等の情報を参考に新たな遺伝子または隣接する遺伝子の
新規エキソンの存在可能性を実験によって検討した。予測した
エキソン上で PCR プライマーを設計し、眼由来 cDNA を鋳型
としてPCRを行ったところ、新たな転写物を3種類 (GLC1FN1
～ 3) 同定した。限られた組織、タイミングで発現する転写物
である可能性があることがわかった。
(b)　OAG 候補領域 GLC1C（3q22-q23）領域の解析

GLC1C 領域はマーカー D3S3637-D3S3694 間の 8Mb であ
る。同様に、この領域にゲノム悉皆解析を施行したところ、推
定遺伝子を含めて 60 個の遺伝子を同定した。このうち眼での
発現が見られる遺伝子は 39 個であった。この領域は、前記
GLC1F に比較して遺伝子の存在密度が半分以下であった。

(2) 本研究で収集する患者家系を用いて得られる予定の新規候補
領域

以下の 2-1-4 項に記載のとおり、研究期間内には領域の限定が
十分には行えなかったため、未だこの解析の対象とはできない。
(3) 解析予定の疾患動物モデルから得られる疾患関連領域のヒト
相同領域群

以下の 2-2 項に記載のとおり、ラットで 10Mb 未満の領域が 2
箇所同定できたが、さらに数 Mb 程度に狭小化した後、この解析
を施行する計画である。
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２．疾患原因／関連遺伝子の探究
2-1　OAG 原因遺伝子の探究
2-1-1　緑内障患者家系の収集

家系性発症を示す緑内障症例を収集した。現在までに、日本人
69 家系（患者 166 人）を収集し、111 例（患者 106 人、非発症
者 5 人）から採血し DNA を抽出した。患者の病型内訳は、開放
隅角緑内障 57 人、正常眼圧緑内障 39 人、高眼圧症 3 人、その他
12 人であった。全例についてＢ細胞株樹立に成功した。
2-1-2 オプチニューリン相互作用タンパク

研究計画に記載した 2 種類の方法（Y2H 法とプルダウン -MS
法）で、OPTN と直接・間接に結合するタンパクをスクリーニン
グした。ヒト網膜 RNA を入手して Y2H 法のプレイライブラリー
に用いる cDNA ライブラリーを構築した。得られたタンパクは機
能、遺伝子マップ等から以下のように分類された。
① 遺伝子座が7q35-q36の中に存在するもの 2 種
② 眼、神経等に特異的な発現を示すもの 多数
③ OPTNの核での機能を想起し得るもの 多数
④ ユビキチンに関連するもの 多数

このうち、①の２遺伝子（OIP-F01 と OIP-F02）は、１の (1)
の (a) で解析した緑内障候補領域 GLC1F 内に存在していた（図
１）。これらの遺伝子の翻訳領域全長のcDNAをタグ付きベクター
でクローニングし、培養細胞で OPTN と共発現させて、タグに
対する抗体で共免疫沈殿し、ウェスタンブロットで確認したとこ
ろ、両遺伝子ともに OPTN タンパクとの結合が確認できた。こ
れらのどちらかが新たな緑内障原因遺伝子である可能性を検証す
るために、GLC1F 領域をマップした研究者（米国オレゴン州キャ
セイ眼研究所の Mary K. Wirtz 博士）と共同研究で患者検体を入
手して変異解析を行った。その結果、患者の OIP-F02 で 5 種類
の塩基配列変化を同定した。そのうち、77G/A はアミノ酸置換
（G26E）を伴う。また、630A/T は silent であるが、A の場合
ESE (Exonic Splicing Enhancer）コンセンサス配列を構成する一
方、T ではコンセンサスからはずれるため、スプライシング変異
となる可能性がある。77G/A は当該家系内では、発症・非発症と
関連していたが、我々が収集している（上記 2-1-1 項）緑内障家
系および正常対照を用いた解析では、発症との相関は有意でな
かった。他の遺伝要因と複合して発症原因となる場合、この遺伝
子の相対的な寄与の大きさが小さくなる可能性は考えられる。

②に含まれる NRL（Neural Retina Leucine-zipper）は網膜色
素変性の原因遺伝子である。培養細胞での共免疫沈殿法で OPTN
－ NRL の結合は確認した。両タンパクのラット生体眼組織での
発現を免疫染色法で解析したところ、NRL は既報告どおり視細
胞の核に存在したが、OPTN は既報告の神経節細胞、内網状層の
細胞以外に、NRL と同じく視細胞にも検出された。そこで、ラッ
ト眼組織の核画分における両者の結合を調べた。同画分に対して
抗 OPTN 抗体を用いて共免疫沈殿を行ったところ、ウェスタン
ブロット法により NRL が検出されたので、両者は生体内でも結
合していることが強く示唆された。なお、他の抗体を併用した検
討で、OPTN は視細胞のうち、杆体のみで発現していることも判
明した。

③には核内で機能するタンパク、核内外の物質輸送に関連する
タンパクが含まれており、ストレス時に起こることが知られてい
る OPTN の核への移行現象、あるいは移行後の核内での機能に
関連する可能性がある。

④にはユビキチンやユビキチン化関連タンパクが含まれてお
り、OPTN によるユビキチン関連現象の調節機構の存在が示唆さ
れる。

2-1-3 ミオシリン相互作用タンパク
　MYOCをベイトとし、Y2H法により、網膜cDNAライブラリー
から多数のMYOC相互作用タンパクを同定した。それらの中か
ら、以下のカテゴリーの遺伝子を採り上げて研究対象とした。
① 遺伝子座が緑内障候補領域内に存在する遺伝子（9種）（図１）
② 他の眼疾患の原因遺伝子あるいは関連遺伝子（9種）（図２）
③  細胞外（ECMおよびECR）で機能すると考えられているタン

パクの遺伝子（11種）（図３）。
①のカテゴリーのうち、GLC1L (3p21-p22）領域にマップされ

た MIP-F01 と MIP-F02 については、前記の Wirtz 博士からの
供与検体を、GLC1F（7q35-q36）領域にマップされた MIP-L01, 
MIP-L02, MIP-L03 の 3 種については、メルボルン大学の P.
N.Baird 博士との共同研究で入手した検体を用いて変異解析を
行った。しかし、現在までのところ、患者での変異や有意な多型
は得られていない。

②に関しては、黄斑変性症、網膜色素変性症等の他の重要な失
明疾患の発症機構が緑内障と関連する可能性を想起させ、今後、
別途本格的な解析を行う必要性を示唆する。

③に含まれる遺伝子（OPTC、FBLN5 等）は、分泌タンパク
として報告されてきた MYOC の機能を推測する上で有効である
と考えられるため、その中から特に SERPINF1 遺伝子を選択し、
性状解析を行った。SERPINF1 は、Pigment Epithelium-Derived 
Factor（PEDF）と同じもので、糖尿病網膜症や AMD との関連
が報告されている。PEDF に関して以下の結果を得た。
a) カニクイザルの眼組織からの抽出タンパクを用いて共免疫沈殿

を行ったところ、MYOC と PEDF が結合していることが判明
した。生体内で MYOC が他のタンパクと結合することを示し
た報告は今までにない。

b) 変異 MYOC は細胞内に沈着して分泌されないと言われている
が、培養細胞での強制発現では可溶性の順に TritonX-100 可
溶性（画分 I）、SDS 可溶性（画分 II）、ギ酸可溶性（画分
III）の 3 画分にわたって存在することがわかった。そして、
興味深いことに、MYOC の変異によっては、PEDF との共発
現により、画分 II、III 中の量が減少し、画分 I 中の量が増加
していることも明らかになった。

c) PEDF は糖鎖修飾を受ける前の分子が MYOC に対してより高
い結合能を有することが判明した。

d) 若年マウスの眼組織を用いた MYOC の免疫蛍光染色により、
これまで報告がなかった網膜色素上皮 (RPE) 細胞（特に神経
網膜側）において、MYOC の局在を確認した。一方、PEDF
遺伝子の産物は網膜内毛細血管および一部の神経節細胞に認
められ、さらに RPE 層に隣接する脈絡膜毛細血管においても
強く認められた。この結果は、網膜、特に RPE 及び脈絡膜に
おける MYOC と PEDF の相互作用の可能性をさらに補強す
ると考えられた。

2-1-4 収集家系検体を用いるリンケージ解析
項目 2-1-1 で収集した緑内障家系のうち、比較的大きな家系に

ついて多型マーカーを用いてリンケージ解析を行った。連鎖が推
測される領域が複数得られているが、中でも 8p21.3 付近の
D8S258 は LOD 値 2.50 を示し、新たな緑内障原因遺伝子の存在
可能性を示唆した。
2-2AMD原因遺伝子の探求
2-2-1 ラット実験モデルでの網膜光障害感受性査定法の確立

種々の条件でラットに光照射を行い、眼組織の網膜光障害を病
理学的に観察して、照射条件や用いる系統等を決定した。その結
果、このモデルでは、光照射条件として、「午前 0 時より白色蛍
光灯の光を 3000 lux の明るさで頭上より 3 時間照射する」こと
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を決定した。用いるラットの系統は、この照射条件にて網膜光障
害感受性を示す WKY と耐性を示す LEW とした。この照射条件
で WKY は視細胞および RPE 細胞がアポトーシスを起こして
AMD 様の病理所見（網膜光障害）を呈することがわかった（図
４）。各個体の網膜光障害の程度は、モリス水迷路での泳ぎの所
要時間を測定して判断する行動学的な手法を独自に開発した。す
なわち、水迷路上で島状の標的に泳ぎ着く時間が長いほど視力障
害が大きいと判断した。この方法は、測定自体は低侵襲であるた
め、光照射、測定後も子孫を残すことができる。実際の測定では、
各個体の泳ぎの所要時間には比較的大きな「ばらつき」を示すた
め、各群の所要時間vs個体数のヒストグラムを描き、そのプロファ
イルの変化で、集団として網膜光障害の程度を査定することとし
た。
2-2-2 メンデル遺伝形質としての評価および交配

光感受性の系統 (WKY) と耐性の系統 (LEW) を交配したとこ
ろ、F-1 は雌雄に関わらず光感受性（優性）を示した。これにより、
光感受性・耐性はメンデル遺伝形質で、感受性は耐性に対して優
性であることがわかった。それゆえ、F-1 に対して劣性純系であ
る LEW を戻し交配して BC-1 を得た。BC-1 個体群には、感受
性と耐性の個体が混在していた。感受性個体の中で、泳ぎの所要
時間が長い個体を選び、さらに LEW と戻し交配を行い、BC-2
を得た。同様の方法で、BC-4 の作製まで完了し、現在 BC-5 を
作成している。
2-2-3 網膜光障害感受性原因遺伝子領域のマッピング

BC-1（71 匹）、BC-2（40 匹）、BC-3（41 匹）、BC-4（96 匹）
についてヒストグラム解析を行ったところ、BC-1 ～ BC-4 のど
の世代でも個体数比が感受性：耐性≒１：３となり、2 遺伝子の
同時関与が想定された。そこで、感受性個体で共通に保持されて
いる WKY ゲノムを、系統間で多型を示すマイクロサテライト座
位を利用して解析した。その結果、行動学的表現型解析手法から
得られた関連遺伝子数と一致する 2 遺伝子の存在を示す、2 箇所
のゲノム領域（5 番および 19 番染色体）が各戻し交配個体に残
存していることがわかった。当該ゲノム領域は、それぞれ 10Mb
未満の長さであった。これらを、光感受性原因遺伝子候補領域と
定義し、それぞれ Retinal Photic Injury-susceptibility (RPI)-1、
RPI-2 と命名した（図５、６）。RPI-1 と RPI-2 にそれぞれ含ま
れる 2 遺伝子が同時に感受性タイプである時にのみ、網膜光感受
性を示すと考えられる。この知見は、AMD が多因子遺伝子疾患
と考えられていることと整合性があると考えている。現在、
BC-5（82 匹）を得ており、BC-6 を作製するための光感受性
BC-5 をスクリーニングする予定である。
３．器官形成に関わる新規遺伝子の同定

メダカ CAB 系統を飼育し、卵、胚、稚魚、成魚の材料蓄積を行っ
た。さらに、それらから発生時期特異的 mRNA を抽出して、
cDNA を調製した。一方、トータル RNA から RACE 用 cDNA も
調製した。24 ～ 72hpf の cDNA からヒトの猫眼症候群原因遺伝
子領域に存在する CECR1, CECR5a, CECR6 遺伝子のメダカ相
同遺伝子 cDNA 断片を単離し、RACE 法も併用して、少なくと
も翻訳領域全長をカバーするクローニングを行った。
４．遺伝子変異・表現型データベース構築

平成 16 年度まで行ってきた単一遺伝子疾患の変異データベー
スのコンテンツ構築は、慶應義塾大学医学部清水信義教授との共
同研究として本研究でも継続した。その結果、平成 17 年度当初
から平成 21 年 12 月までに、480 疾患、135 遺伝子、14,005 の症
例データを 4,002 報の文献から抽出して、データ構築を行った。
現在の総計データは、928 疾患、403 遺伝子、症例数 29,374、文
献数 5,839 報である。これらのデータは疾患カテゴリー別に収集

しており、その内訳を図７に示す。
一方、疾患症状の体系化と遺伝的要因への関連づけを目的とし

た オ ン ト ロ ジ ー デ ー タ ベ ー ス SYMPHONIE（SYMPtomics 
Hamamatsu Ontology for New Investigative Etiology）のシステム
設計を行い、ウェブで公開した。現在、眼科、皮膚科、耳鼻咽喉
科疾患に関してデータ構築が完了した。
（これらのデータベースの URL は下記参照。）

＜国内外での成果の位置づけ＞
(1) 　ゲノム悉皆解析法と拡張候補遺伝子アプローチを組み合わせ

ることにより、ユニークな成果が得られつつある。外国の研
究者との共同研究が即時に成立したことからもわかるように、
この方法には一定の説得力があると考えている。ゲノム塩基
配列の意味を深く読み解くことは、これからも大いに必要な
ことであり、我々の方法を用いて、OAG、AMD 他の重要な疾
患の原因・関連遺伝子を解明していく計画である。

(2) 　AOG の原因遺伝子は、現在までに 3 種類同定されたが、家
族性の症例でそれらの遺伝子に変異が見つかるのは数 % に過
ぎない。また、各原因遺伝子の機能解明、発症の分子機構の
統一的な理解はほとんどなされていない。本研究でのアプロー
チは、既知原因遺伝子の相互作用タンパクの機能と、相互作
用の意義を追究し、緑内障の未知の背景現象を探って、それ
らに関与する遺伝子の中から新たな原因遺伝子を発見しよう
とするもので、世界の先端の研究者と競っていると考えてい
る。

(3) AMD は多因子遺伝の様式を取り、これまでに患者ゲノムの連
鎖解析などにより30を超える候補遺伝子が報告されてきたが、
発症機序との関係が解明されていない。本研究におけるラッ
ト網膜光障害モデルを用いた遺伝学的アプローチにより、網
膜光障害の感受性遺伝子が同定でき、その遺伝子の性状解析
を進めることにより網膜光障害機序の推定、さらにヒトでの
太陽光が関係する AMD の発症機序解明への発展ができると考
えられる。我々が開発した網膜光障害の行動学的スクリーニ
ング法は、感受性の確認後に次世代を作成できるという大き
な特徴が有り、これまでに報告されていない。また、別のス
クリーニング法による、マウスを用いた遺伝学的アプローチ
が、海外の研究室で試みられたが、発症機序に本質的に関連
する遺伝子は報告されていない。

(4) 我々の構築している遺伝子疾患変異データベースは、順調に
データ数が増加している。このような、グラフィクスを活用
した特徴あるデータベースは世界的に見ても、我々のみが構
築している。また、遺伝子疾患を対象とした症状－病名－原
因遺伝子のデータベースは世界に類型を見ない。

＜達成できなかったこと、予想外の困難、その理由＞
⑴　拡張候補遺伝子アプローチによる緑内障原因遺伝子の同定は

未完了である。これは OAG が多因子遺伝子疾患であることに
原因があると考えている。すなわち、OAG として収集してい
る症例群は、実際には多くの原因遺伝子が複数、しかも家系
ごとに異なった組み合わせで関与していると考えられ、それ
らを合わせて解析することに無理がある可能性が高い。今後、
OAG 診断の他のパラメーターの発見を期待し、それによる症
例群の細分化を行って、再度遺伝子解析を行うことにより、
関連遺伝子が同定できる可能性が高まると考える。また、遺
伝学的アプローチの前に、関連する現象やタンパクを明らか
にし、そこからの演繹で関連遺伝子群を予測して、候補遺伝
子アプローチを行っていくことが、一見遠回りのようで、実
は着実な方法と考えられ、我々はそのアプローチも行ってい
る。
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⑵　データベース構築のうち、疾患症状オントロジーデータベー
ス SYMPHONIE の構築には、各診療科別の専門知識を持つ医
師の協力が必須であるが、医師による症状の体系的記述には
長い時間と多くの努力が必要であり、5 ～ 6 診療科のデータを
構築する計画であったが達成できなかった。所属研究機関の
内部で今後自助努力して構築を継続する計画である。

＜今後の課題、展望＞
⑴ 　成果欄の2-1-2項の③および④の継続：OPTNのユビキチン

関連機能、核内移行後の機能に関してはまったく報告がないの
で、それらを解明すれば、緑内障発症機構の理解のためのブレ
イクスルーになる可能性があるため、積極的に研究継続する。

⑵ 　成果欄の2-1-3項に記載したPEDFとMYOCとの相互作用
は、従来言われてきたMYOCの線維柱帯での機能や眼圧上昇と
の関連以外の新しい現象への関与を示唆する可能性がある。
MYOCの網膜での機能、MYOCの変異による網膜の性質変化、
それらへのPEDFの関与等に関して、今後も研究を継続する予
定である。

⑶ 　成果欄の2-2-3項の継続：間もなく得られる追加のBC-6個体
も用いてRPI-1とRPI-2の候補領域をさらに狭小化し、5Mb以
下の領域にまで限定することを目指す。両領域内のゲノム塩基
配列をゲノム悉皆解析法で解析して精密な転写物マップを作成
し、含まれる遺伝子の発現組織、機能などを考慮して候補遺伝
子を選択し、WKYにあってLEWにない変異や多型を探索す
る。それを満足する遺伝子が得られたら、ヒト相同遺伝子の多
型を解析し、AMD患者と非発症者で出現頻度が異なる多型を
探索する。これが得られれば、その遺伝子はヒトAMD発症の
原因／感受性遺伝子であることが結論でき、発症機構解析や遺
伝子診断開発への道が開ける。

(4) 　データベース構築は今後も積極的に継続発展させていく計画
である。
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