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計画研究： 2005 ～ 2009 年度

SNP解析支援体制の確立と疾患関連遺伝子の同定

●徳永 勝士 1)　　◆大橋 順 2) 　　◆宮寺 浩子 1) 　　◆本多 真 3) 　　◆慶長 直人 4)

1) 東京大学医学系研究科　2) 筑波大学人間総合科学研究科　3) 東京都精神医学総合研究所　4) 国立国際医療センター研究所

＜研究の目的と進め方＞
本研究は２つの主要な目的を持つ。第一に、「基盤ゲノム・ヒ

ト SNP タイピングセンター」として、ハイスループットかつ低
コストの SNP 解析システムを確立し、「応用ゲノム」班員が目指
す各種疾患の発症や病態に関わる遺伝子多型の探索研究を支援す
る。このため、数十万種以上の SNP を用いるゲノムワイド関連
分析（GWAS）システムを導入し、多数の疾患遺伝子候補領域を
検出する。また、新たな高成功率・低コストの SNP 解析システ
ムを開発して、GWAS 段階で観察された関連の再現性検討や候
補領域の高密度関連分析を効率化する。

第二は個別的研究であり、免疫学的機序が発症に関与すると考
えられる睡眠障害（特に過眠症）や感染症の感受性遺伝子を多数
同定し、病態機序への理解を深め、新しい治療法や予防法の開発
に貢献する。このためヒトナルコレプシーについて、ゲノムワイ
ド関連分析および網羅的遺伝子発現解析を実施することにより複
数の過眠症関連遺伝子を同定する。さらに、その機能を検討する
ことにより病態機序の解明に迫る。またマラリアの臨床亜型に関
して、候補遺伝子アプローチを行い、重症化と関連する複数の感
受性遺伝子多型を検出する。結核についても、ゲノムワイド連鎖
分析、伝達不平衡検定などを用いて複数の感受性候補領域および
感受性遺伝子を同定し、その機能的意義を探る。

＜研究開始時の研究計画＞
　SNP解析支援：　従来のSNP解析システムの手間およびコス
トを削減して、候補遺伝子の関連分析や候補領域の絞込みの効率
を 上 げ る と と も に 、 S N P に よ る ゲ ノ ム ワ イ ド 関 連 分 析
（GWAS）システムを導入し、信頼度の高い解析結果を得るため
の基準を作成し、あわせて数百人から千人規模の健常者データを
作成する。これらを活用して「応用ゲノム」班員が目指す２型糖
尿病、パニック障害、多系統萎縮症などの疾患感受性遺伝子の探
索研究を支援する。

さらに、新しいマルチプレックス SNP 解析技術（DigiTag2）
を開発・実用化して、高い成功率と大幅なコストダウンを実現す
る。またこの技術を用いて、各種疾患関連の再現性検証や候補領
域の高密度関連分析（絞り込み）のための SNP 解析を行う。
　個別的研究：　ナルコレプシーについて、アジア最大規模であ
る400例の患者試料を収集し、マイクロサテライトマーカーある
いはSNPを用いたGWASを実施して新たな感受性遺伝子を同定す
る。また、網羅的遺伝子発現解析で発現変動が見出された遺伝子
について、脳視床下部、神経細胞等の発現分布と機能解析を進め
る。

マラリアについては、３つの臨床亜型のタイ人患者試料を 500
例収集し、候補遺伝子アプローチによる重症化関連遺伝子の同定
を進める。特に注目される染色体 5q31 領域については、マイク
ロサテライトマーカーと SNP をともに用いて第一義的な多型を
特定する。

結核については、ベトナム、タイより収集した 300 名の患者、
500 名の対照者、患者・両親の 140 組、羅患同胞対 100 組の試料
に関して、新たな感受性遺伝子の探索研究を行う。ベトナム人試
料について候補遺伝子の関連分析を開始するとともに、タイ人試
料について罹患同胞対法によるゲノムワイド連鎖分析および候補
遺伝子の伝達不平衡試験を実施する。

＜研究期間の成果＞
　SNP解析支援：　ゲノムワイドな50万種～90万種のSNPタイ
ピングシステムを導入し、その精度管理のため、種々のパラメ
ターやその閾値を検討した。多系統萎縮症、パニック障害につい
ては50万SNP arrayを用いたGWASを完了し、複数の候補領域を
検出した後、再現性検討のSNP解析を行った。引き続いて、パ
ニック障害については新しい90万SNP arrayを用いた世界最大規
模（患者600人、健常者600人）のGWASを行った。これまで
に、再現性検討のための候補SNPの選出を終えている。また同じ
く90万SNP arrayを用いて、アルツハイマー病のGWAS（患者
1000人、健常者1000人）の一部を担当した。さらに、規模を拡
大したパニック障害のゲノムワイド関連分析も完了した。また、
500Kおよび900K SNP chipによる健常者集団試料のタイピング
データから日本人一般集団におけるCNV（c o p y  n um b e r 
variation）の種類と頻度を明らかにするため、いくつかのアルゴ
リズムを用いて比較解析した。

さらに、候補領域絞り込み用の新規マルチプレックス SNP 解
析技術（DigiTag2）の開発を進め、約９割という高い成功率、高
い精度（sequencing 結果と 100% 一致）、低いコストで 96 種の
SNPs を同時タイピングできる条件を確立した。2007 年 2 月から
は、従来使用してきた一分子蛍光検出法に代わって DigiTag2 法
を「ヒト SNP タイピングセンター」における SNP タイピング法
として採用している。

この方法を用いて、２型糖尿病については、疾患グループが進
める３次スクリーニングの SNP 解析を担当した。７個の感受性
領域が同定され、引き続き、絞り込みのための SNP 解析を担当
した結果、新たな感受性遺伝子 KCNQ1 が同定された。ヨーロッ
パ系集団で報告された約 20 種の感受性遺伝子が日本人にも共通
するか否かの検討にも貢献した。さらに、２型糖尿病の連鎖分析
から検出された候補領域のひとつについて、プール試料を用いた
第一次スクリーニング、個別試料を用いた第二次の関連分析、再
現性の確認を経て、新規感受性遺伝子を見出した。この遺伝子多
型はやせ型 (BMI ＜ 24) 糖尿病患者により強い関連を示し、オッ
ヅ比は 2.5 に達した。この多型は mRNA レベルやインスリン分泌
能とも関連した。このほか、アトピー性喘息の新規感受性遺伝子
の同定、高血圧、１型糖尿病などと関連する多数の SNPs の検出、
さらに、 C 型肝炎のインターフェロンα療法への応答性に強く関
連する遺伝子 IL28B の GWAS による発見にも貢献した。

一方、耳垢型決定する遺伝子 ABCC11 や毛髪の太さに強く関連
する遺伝子 EDAR の同定にも貢献したほか、アジアの 73 集団（約
2000 人）についてゲノムワイドな 5 万 SNP を解析した Pan-
Asian SNP Consortium に参加して、アジア諸集団の形成や疾患
関連遺伝子の研究に有用な基盤情報を得た。
　個別的研究：　ナルコレプシーに関しては、マイクロサテライ
ト多型を用いたGWASによって検出された11カ所の候補領域のひ
とつ（21番染色体上）についてマイクロサテライト多型および
SNPを用いた絞り込みを行い、新規抵抗性遺伝子NLC1Aを同定
した。さらに、50万SNP arrayを用いたGWAS、再現性確認、絞
り込みを経て１つのSNPとLDブロック内にある2つの新規疾患関
連遺伝子CPT1B、CHKBを同定し、その遺伝子発現量がSNP型特
異的発現変化を示すこと、さらに疾患特異的な発現変化も示すこ
とを見出した。CPT1Bは脂肪酸β酸化の律速酵素である。血清
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中のアシルカルニチンがナルコレプシー症例の21%で異常低値を
示すこと(対照群は0%)、低値はSNP型によらないことを見出し、
過眠症の病態に脂肪酸代謝経路の異常が関わることを発見した。
またこのSNPについて韓国人試料でも有意な関連を確認し、ヨー
ロッパ系およびアフリカ系集団においても頻度は低いながら同様
の傾向を観察した。

本年にはスタンフォード大グループとの国際共同 GWAS によ
り、ヨーロッパ系集団とアジア系集団に共通して、TCRA（T 細
胞リセプターα）遺伝子内の複数の SNP がナルコレプシーと関
連することを見出した。この結果とすでに知られている HLA-
DQA1/DQB1 との強い関連から、過眠症の発症に自己免疫機序も
関与していることが推定された。

一方、ナルコレプシーと極めて強く関連する主要な HLA-DQA1, 
DQB1 間の二量体形成能を測定し、各二量体の発現時における安
定性を、測定・比較した。これは、HLA クラス II の安定性を、
主要なすべてのアリル間で定量的に比較した初めての成果であ
り、ナルコレプシー感受性・抵抗性の機構の理解が一歩進んだ。

また、ナルコレプシー患者死後脳の網羅的遺伝子発現解析に基
づいて、新規関連遺伝子 IGFBP3 を同定し in vitro レポーターアッ
セイ系、in vivo の過剰発現マウス系でともにオレキシンを減少さ
せることを見出し、さらに行動レベルで覚醒が減少することを証
明した。

マラリアに関しては、染色体 5q31 領域の高密度解析から、重
症マラリアと関連する第一義的多型が IL13 のプロモーター領域
を含む連鎖不平衡ブロック内に存在することを見出した。また、
TIM1 遺伝子プロモーター領域多型が遺伝子発現レベルと脳性マ
ラリアに関連すること、CR1 遺伝子プロモーター多型が脳性マラ
リア抵抗性と関連するとともに、赤血球表面上の CR1 分子の発
現量とも関連することを見出した。

結核については、タイ罹患同胞対連鎖解析により第 5 染色体長
腕上に連鎖を示唆する候補領域を検出した。引き続いて、高密度
関連マッピングを行い、サイトカイン遺伝子クラスターから有意
な関連を見出した。また若年発症例では、第 17 番と 20 番に新た
な連鎖領域を見出した。さらにヒト気道上皮のパネルにより、抗
酸菌感染に関連する CFTR 遺伝子の多型が、エクソン９のスプ
ライシング効率と関連することを明らかにした。アジア系とアフ
リカ系では結核の遺伝要因に違いがあり、若年患者には成人患者
とは異なる遺伝要因が関与すると考えられた。

＜国内外での成果の位置づけ＞
　SNP解析支援：　まず、ゲノムワイド連鎖分析から検出されて
いた候補領域における高密度SNP関連分析によって、アトピー性
喘息や２型糖尿病の新たな疾患感受性遺伝子が同定された。特に
アジアで特徴的な“やせ型”糖尿病に強く関連する新規感受性遺伝
子を見出した意義は大きい（Am. J. Hum. Genet.印刷中）。

また、日本で発見されたヒトのメンデル形質、耳垢型を決定す
る遺伝子の発見にも貢献した（Nature Genetics 2006）。また、東
アジア集団に特徴的な毛髪の太さに強く関連する遺伝子の発見に
も貢献した（Hum. Mol. Genet. 2008）。これらの成果は新聞ほか
マスコミでも取り上げられた。

２型糖尿病については、10 万種の SNP を用いた GWAS によっ
て検出された候補領域の再現性検証と絞り込みに貢献し、アジア
系集団の新規感受性遺伝子が特定され、国際的にも注目された
（Nature Genetics 2008）。さらに、90 万 SNP を用いた GWAS
によって C 型肝炎患者のインターフェロン療法への応答性に強く
関連する遺伝子を特定したことは、臨床に直結しうる成果として
国内外で大きな話題となっている（Nature Genetics 2009）。これ
らの成果は新聞ほかマスコミでも取り上げられた。

また、我々が 50-100 万種の SNPs を用いて GWAS に貢献した
多系統萎縮症グループおよびパニック障害グループは国内および
世界で最大規模の試料収集を実現しており、その成果は世界を
リードしている。

さらに Pan-Asian SNP Consortium に参加し、アジア 73 集団

についての空前の大規模 SNP 解析に貢献した（Science 2009）。
この成果は国際的にも注目され、マスコミにも取り上げられた。
　個別的研究：　ナルコレプシーについては、国内最大、世界で
も有数の試料を収集し、世界に先駆けてSNPsを用いたGWASを
実施して新しい疾患感受性領域を同定した。これまで睡眠との関
連についてほとんど研究されていなかった脂肪酸代謝経路の変異
が見出されたことにより、睡眠制御機構の本質、および過眠症の
病態への関与についてあらたな研究分野を拓くものとなった
（Nature Genetics 2008）。この成果は国内外の新聞ほかマスコ
ミでも取り上げられた。さらに本年はスタンフォード大グループ
との共同研究によりナルコレプシーに自己免疫機序も関与するこ
とを指示する結果も得た（Nature Genetics 2009）。CPT1B、
IGFBP3、HLA-DQA1/DQB1等の遺伝子機能解析も進んでおり、
病態解明に向けて目に見える進展があった。

これまでマラリア重症化におけるヒトの遺伝要因の研究はアフ
リカ集団を対象に行われてきた。本研究ではタイ人を対象として
いくつかの感受性遺伝子を同定しており、アフリカ系集団とアジ
ア系集団との共通性と異質性を明らかにするために、これらの成
果は高い注目を受けている。

結核症の疾患感受性遺伝子研究についても、まだ研究報告が少
なく、その結果が一定していない。我々は日本をはじめアジアに
おいて最大規模の試料収集および研究ネットワークを実現しつつ
あり、すでにゲノムワイドな探索からアジア集団に特徴的な遺伝
要因の存在を支持する成果を見出している。

＜達成できなかったこと、予想外の困難、その理由＞
　SNP解析支援：　計画に添ってほぼ順調に進行しており、予想
外の困難もなかった。ただし、数十万種のSNPsを用いるGWAS
は本特定ゲノム領域が発足した当時に存在しなかったため、当初
予想できなかった技術的検証作業やタイピング作業のための人員
と予算を必要とした。
個別的研究：　おおむね計画に従って順調に進行した。ただし、
ナルコレプシーについては見出した疾患関連遺伝子の機能解析に
まで進展しており、そのための組織や細胞の取得が容易ではな
かった。

＜今後の課題、展望＞
　SNP解析支援：　ゲノムワイド連鎖分析および関連分析のため
のSNPタイピングは順調に進行している。今後も常に最新のシス
テムを取り入れて効率よくタイピングを実施することが重要であ
る。一方、産生される膨大なデータから有意義な関連を検出する
方法の改良、開発が重要である。特に、GWASタイピング結果か
らCNVを推定するソフトウェアを吟味したうえで、日本人におけ
るCNVの種類と頻度分布を明らかにし、疾患との関連解析を実現
することが求められている。また、再現性検証、絞り込みのため
のSNP解析技術についても、一層の簡便・低コスト・自動化が期
待される。
　個別的研究：　ナルコレプシーについては、過眠症での脂肪酸
代謝異常について、各種の臨床指標等を測定して病態との関連を
明らかにし、生物学的分子指標として過眠症の臨床へ応用するこ
とを目指す。またHLAとTCRが関わる自己免疫機序についても
機能的解析が期待される。マラリアの臨床亜型に関するGWASを
実施することにより、これまでの候補遺伝子アプローチでは困難
であった新規のマラリア感受性・抵抗性変異が発見されると期待
される。結核についてもGWASを行い、豊富な試料を用いた比較
関連分析によって、アジア系集団における結核の病態に関わる遺
伝子の探索を進める。

＜研究期間の全成果公表リスト＞
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