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研究成果の概要（和文）：脳動脈瘤を多発する単一家系を対象に、罹患者 4人を含む 7名の家系

メンバーについて、エクソーム解析を行った。出力データのクオリティ•コントロールとフィル

タリングを行い、有望な候補遺伝子の同定に至った。患者 241例と非脳動脈瘤対象 244例を用

いた関連解析にても有意な関連が認められた。変異体および野生型の機能差異を DsRed 融合タ

ンパクにて検証したところ、変異体では易凝集性を示すことが明らかになった。 
 
研究成果の概要（英文）：Whole-exome sequencing of a large IA pedigree and following 
case-control association study identified a susceptibility gene for IA. Transfection 
analysis showed that the mutant gene product obtained a trend to form dot-like 
aggregations in cytoplasm. 
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１．研究開始当初の背景 

 脳動脈瘤の破裂はクモ膜下出血をきたす。

クモ膜下出血は重篤疾患で、約半数は初回出

血で死亡する。さらに、手術で救命しえても

意識障害や片麻痺といった重度の後遺症を

残すことも少なくなく、出血前診断・治療に

対する社会的要請が最も高い疾患のひとつ

といえる。脳動脈瘤やクモ膜下出血を多発す

る家系が存在すること、また、脳動脈瘤を合

併する遺伝性疾患が存在することから、脳動

脈瘤には遺伝的な要因が高く関与している

ことが示されてきた。これを受け、我々は世

界に先駆けて全ゲノム領域での罹患同胞対

連鎖解析を行い、5 番、7 番、14 番染色体上

に脳動脈瘤感受性領域を同定した(Onda et 

al. Am J Hum Genet 69:804-819, 2001)。こ

の研究が口火となり、現在では世界中で脳動

脈瘤関連遺伝子の研究が行われるようにな

った。連鎖解析以降も、我が研究班がこの研

究を世界的にリードし、多くの業績を残して

きた。まずこれらの連鎖領域に注目し、ポジ

ショナル候補遺伝子解析による感受性遺伝

子の同定を進めてきた。14番染色体の候補遺

伝子解析では疾患との優位な関連は見出せ

な か っ た が （ Yoneyama et al. Stroke 

35(12):e376-8, 2004）、5 染色体連鎖領域の

解析では FGF1 遺伝子近傍に原因変異のある

可能性を示した(Yoneyama et al. J Hum Genet 

48(6):309-14, 2003)。特に、最も強い連鎖

を認めた 7 番染色体連鎖領域においては、
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Collagen Type I α2 (COL1A2)遺伝子を疾患

感受性遺伝子として同定することに成功し

た。COL1A2分子の triple-helical domainに

位置する 459番目のアラニンをプロリンに置

換 す る 非 同 義 の 一 塩 基 多 型 （ single 

nucleotide polymorphism,SNP）が疾患と有

意に関連することを見出したのである。この

459 番目のアミノ酸がプロリンに置換される

と、コラーゲン分子の triple-helix 構造が

不安定化し、血管壁の脆弱性を惹起して脳動

脈瘤の形成を促すのである（Yoneyama et al. 

Stroke 35(2):443-8, 2004）。この業績は内

外から高く評価され、第 62 回日本脳神経外

科学会総会優秀演題賞および第 11 回日本脳

神経外科学会奨励賞の受賞論文となった。 

 しかしながら、この知見は Polygenic 

disease と考えられる脳動脈瘤の遺伝的要因

の一部を説明できているに過ぎない。他の遺

伝要因の検索も進められてきたが、連鎖解析

からのポジショナル候補遺伝子の検索とい

ったアプローチでは限界があった。この限界

を解消すべく登場したのが Genome Wide 

Association Study (GWAS)であった。脳動脈

瘤においても、我々とエール大学、オランダ、

フィンランドの共同研究で 2100 例の動脈瘤

患者と 8000例の対照を用いた GWASが行われ、

いくつかの信頼性の高い感受性領域が特定

された（ Bilguvar et al. Nature Genet 

40(12):1472-7, 2008）。しかし、GWASで検出

された関連 SNPはあくまで疾患関連連鎖不平

衡を代表するマーカーとしての意味合いが

強く、それ自体が遺伝子の機能変化に関わっ

て疾患発症に寄与するわけではない。さらに、

信頼性はかなり高い反面、どれも効果サイズ

が小さく（オッズ比 1.5未満）、これらが GWAS

の抱える問題点として強く認識されるよう

になってきた。 

 近年、次世代高速シーケンサーが実用化の

レベルに達し、個人の全ゲノム配列までをも

決定することが可能となった。さらには、遺

伝子のコーディング領域を効率よく抽出し、

高精度に配列決定を行うことも可能になっ

ている (targeted capture and massively 

parallel sequencing 法、exome sequencing

法)(Ng et al. Nature 461: 272-6, 2006)。

これにより、疾患発症に直接的に寄与する原

因遺伝子変異そのものを同定することが可

能となった。本学においても次世代高速シー

ケンサーSOLiD™4（life technologies社）の

稼働が本格化したのを受け、多数の罹患者を

有する大家系に注目して解析すれば、有望な

疾患遺伝子変異を同定できるのではないか

と着想した。 

 

２．研究の目的 

 我々は先のゲノムワイド連鎖解析でも使

用した家族性脳動脈瘤 90 家系のサンプルを

有している。本研究では、このうち 3世代に

わたり計 7人の罹患者が存在する１家系に注

目した。サンプリング可能なメンバー全てで

次世代高速シーケンサー SOLiD™4（life 

technologies社）を用いた全エクソン領域の

シーケンシングを行い、責任遺伝子変異の同

定を試みた。 

 

３．研究の方法 

 今回の解析の対象となる家系は、先のゲノ

ムワイド連鎖解析に使用した家系の長期追

跡により選定した。この家系は家系内に罹患

者を７名有する大家系であり、この家系から

サンプリング可能であった罹患者 4名および

非罹患者 3名、合計 7名のサンプルをエクソ

ーム解析に供した。シュアセレクト・ターゲ

ットエンリッチメントシステム（Agilent 

technologies社）により全エクソン領域の濃

縮およびキャプチャーを行い、次世代高速シ

ーケンサーSOLiD4（life technologies社）

により大量並列シーケンシングを行った。大

量の出力結果から、スプライス部位や、アミ

ノ酸置換、フレームシフトをきたす配列変化

を抽出した。このうち、i) 複数の罹患者で

共有され、ii) Common SNP としてデータベ

ースに登録されていないもの、ⅲ）非同義置

換については、遺伝子機能変化を来す可能性

が高いものを様々なバイオインフォマティ

クス•ツールを用いて抽出した。 

 同時に、SOLiDデータのクオリティコント

ロールと連鎖解析を行う目的でイルミナ社 

SNP arrayを用いて、高密度の SNPジェノタ

イピングも行った。 

 

４．研究成果 

 7 個体のエクソームにより、述べ 229,776 

個の１塩基置換（single nucleotide variant, 

SNV）と 14,587個の小さな欠失•挿入（indel）

が検出された。このうち、ミスセンス、ナン

センスおよびスプライス部位の SNV は計

47,903個あり、コーディング領域の indelは



 

 

計 1,208個であった。ここから、1000人ゲノ

ム デ ー タ ベ ー ス

（http://www.1000genomes.org/）を参照の

上、多型を除去した。さらに、UCSC Genome 

Bioinformatics (http://genome.ucsc.edu/) 

で公開されている GREPや phastConスコアを

用いて、種間で保存されていない部位の塩基

置換を除去し、2 名以上の罹患者で共有され

ている variantを抽出したところ、1,724 個

の SNV と 92 個の indel にまで絞り込むこと

ができた。ここから更に注目すべき遺伝子を

抽出するためには、連鎖解析を行い、LOD 値

が正の領域を採用するということが一般的

な手法として浸透している。本家系内でもイ

ルミナ社の高密度 SNP chip を用いたゲノム

ワイド連鎖解析を行い、いくつかの連鎖領域

が検出された。このうち、脳動脈瘤で現在ま

でに報告されている連鎖領域とのオーバー

ラップをみてみると、唯一、染色体 13q14領

域が該当した。この領域内で検出された

variant のうち、遺伝子機能変化を来す可能

性 が 高 い も の を PolyPhen2 

(http://genetics.bwh.harvard.edu/pph) を

用いて抽出したところ、ただ 1つの遺伝子変

異のみが該当した。（論文発表準備中のため、

ここでは遺伝子名は記述しない。）有力な候

補遺伝子をひとつ特定することができたの

で、次に、別家系および対照サンプルでのリ

シーケンシングを行った。本家系発端者も含

め、患者 241例と非脳動脈瘤対象 244例を用

い、当該遺伝子の全てのコーディング領域及

びエクソン-イントロン間隙をサンガー法に

よりリシーケンスした。その結果、3 種の新

規機能障害性変異（HumDiv score > 0.95）

が患者群にのみ検出され、統計学的にも有意

な関連が認められた（患者群 5例/241例 vs. 

対照群 0 例/244 例、Fisher exact 両側検定 

P=0.030）。特に家族性脳動脈瘤患者に注目し

て解析を行うと、より強い関連が認められた

（患者群 4例/142例 vs. 対照群0例/244例、

Fisher exact 両側検定 P=0.018）。3 つの機

能障害性変異のうち、エクソーム解析を行っ

た家系で同定されたミスセンス変異のみ、家

族性例と孤発例の両方で検出されており、別

の罹患同胞を有する家系においても疾患と

の co-segregationが確認された。 


１つの有力な候補遺伝子が同定できたので、

次いで機能解析を試みた。まず、手術により

採取された脳動脈組織で免疫組織染色を行

ったところ、当該遺伝子は脳動脈平滑筋細胞

に発現していることがわかった。RT-PCRにて

も脳動脈平滑筋細胞に発現していることを

確認している。組織での発現が確認できたの

で、次いで本家系で検出された変異の機能解

析に移った。変異体および野生型の DsRed融

合発現ベクターを作成し、COS7細胞に一過性

にトランスフェクションした。ともに細胞質

に局在したが、変異体では有意に多数の点状

凝 集 体 を形 成 する こと が 示さ れ た。

Chou-Fasman 法を用いた 2 構造予測では、こ

の変異により周辺の 2 次構造が beta sheet

に変わることが予想されている。さらにこの

beta sheetは、PASTA (Prediction of Amyloid 

STructure Aggregation, 

http://protein.cribi.unipd.it/pasta )に

よる予測によると、cross-beta凝集モチーフ

を獲得しうることが予想されている。脳血管

平滑筋細胞での当該蛋白の凝集が、脳動脈瘤

の発生にどのようにかかわるのか今後さら

なる検討が必要ではあるが、本研究により未

だ脳動脈瘤との関連が報告されていない新

規の感受性遺伝子を同定することができた。

現在、論文報告に向けて準備を行っていると

ころである。 
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