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研究成果の概要： 

ゲノム上の発現調節領域に存在する多型はアレル依存的発現をもたらす。これを検出するため
２つのアレルに対応する cDNA の量比を SSCP 法により定量する方法を確立し、さらに、DNA タ
イピング用マイクロアレイにより解析する条件を検討した。１次スクリーニングにはマイクロ
アレイによるゲノムワイド解析を、２次スクリーニングには測定精度のよい SSCP 法を利用する
ことが効率的であると結論した。また、転写因子結合配列の挿入欠失多型を含むハプロタイプ
と発現との強い関連を見出した。 
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１．研究開始当初の背景 
生体を構成する各細胞における遺伝子発現
レベルの個体差は、体質や疾患感受性の個体
差と深くかかわっていることが明らかにな
ってきた。このような個々人の遺伝子発現レ
ベルの差異をもたらす発現量的形質遺伝子
座(eQTLs)を明らかにするため 1 塩基多型
（SNP）を用いた解析が進行しており、特に
遺伝子近傍の発現調節領域のなかにその遺
伝子の発現量の個体差と強く関連している
多型（cis-regulatory variant）があること

が明らかになってきた。われわれは遺伝子発
現に影響を及ぼす多型のリソースとして日
本人検体で転写開始点周辺の SNP を探索し
dbQSNP データベースとして公開してきた。ま
た日本人ゲノムの連鎖不平衡構造を明らか
にするため、完全胞状奇胎 DNA を用いて確定
ハプロタイプを決定し D-Haplo データベース
として公開してきた。これらの情報および国
際 HapMap 計画により整備されたヒトゲノム
の多様性データベースをもとに eQTL 解析を
進展させることが可能と考えた。特に、われ
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われがSNPの検出のために開発した蛍光SSCP
解析はアレル依存的発現の解析のために有
用であると考え、そのための実験系を構築し
た。 
 
２．研究の目的 

ヒト全ゲノム解読および国際 HapMap プロ
ジェクトによる一塩基多型(SNP)の大規模解
析の成果により、ゲノムワイドに疾患感受性
関連解析を行い、責任遺伝子を探索すること
が可能になった。一般集団での頻度が高い病
気（common disease）の遺伝的要因として、
タンパク質の質的変化をもたらすような多
型よりも、発現の量的変化をもたらす多型の
関与が大きいことが明らかになっている。実
際に、このような疾患と統計的に非常に有意
に相関した SNPの多くは非コード領域にあり、
多くは遺伝子発現調節と関与していると考
えられる。このなかで、遺伝子近傍での発現
制 御 に 関 連 し た 多 型 （ cis-regulatory 
variant）はアレル依存的発現を調べること
により同定することが可能である。本研究は
アレルによる発現レベルの違いを定量する
システムを確立し、ハプロタイプ情報と統合
的に解析することにより発現制御多型を同
定し、遺伝子発現の調節機構およびそれに起
因する疾患の解明に有用な情報基盤を提供
することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
１）SSCP 法による SNP アレル分離・定量法の
確立 
アレル依存的発現の検出には２つのアレル
（ハプロタイプ）から発現する mRNA の量比、
実際には mRNA から逆転写反応により生成さ
れる cDNA 断片の量比を定量する。この cDNA
は 2 つのアレル由来の混合物であるので、実
験系の検証のためのモデルとして、多数のサ
ンプルからプールした DNA を鋳型とする。対
象とする SNP はマイナーアレル頻度 5-50%の
間とし、様々なアレル量比のものを対象とす
る。この SNP を含む配列を増幅した PCR 産物
を蛍光標識した後、非変性条件で電気泳動す
ることにより各アレルをピークとして分離・ 
定量する。そのときに、アレル間での PCR 増
幅の違い等が生ずるので、ヘテロ体の DNA サ
ンプルも同時に解析し、その 2つのアレルの
ピーク比を補正に用いる。解析にはシークエ
ンス・SSCP 解析用に開発中の「QSNPlite」ソ
フトウエアを用いる。プールサンプルを個別
にタイピングすることでアレル頻度の実測
値を算出し、プール DNA の SSCP 解析での推
定の精度を検討する。 
 
２）DNA マイクロアレイによる SNP アレル量
比定量法の確立 
遺伝子型解析済みの42人 (Coriell研究所か

ら購入、欧米系白人 42 人、あるいはアフリ
カ系黒人 42 人)の DNA を等モルで混合した 2
種類のプール DNA を GeneChip Human Mapping 
100K Set （Affymetrix 社）により遺伝子型
タイピングと同じ条件で解析する。スキャナ
で蛍光シグナルを取得したあと、それぞれの
アレイについて各プローブの蛍光シグナル
強度が記載されたファイルを出力する。それ
をもとに、2 つのアレルの量比を計算し、個
別タイピングの結果すでに得られているア
レル頻度の実測値との相関を調べる。 
 
３）疾患関連多型と発現との関連解析 
全身性エリテマトーデスの疾患関連解析で
同定された座位について、HapMap (http: 
//www.hapmap.org/) および D-HaploDB で連
鎖不平衡を調べる。また、データベースに含
まれていない SNP については国際 HapMap 計
画で解析された日本人（JPT）のタイピング
を行い、これらを含めた連鎖不平衡構造を決
定し、それをもとに近傍で関連の高い SNP を
検索する。遺伝子発現と多型の関連を調べる
ためには、主に以下の eQTL データベースを
検索する。 
・GENEVAR - GENe Expression VARiation: 
http://www.sanger.ac.uk/humgen/genevar/ 
・Gene Expression Analysis Based on  
Imputed Genotypes : http://www.sph.umich. 
edu/csg/liang/imputation/ 
 
４）新規に同定した挿入欠失多型の発現との
関連解析 
遺伝子転写開始点周辺の塩基配列を解析し、
挿入欠失変異を同定する。挿入欠失配列の解
析には「QSNPlite」ソフトウエアに組み込ん
だ独自開発のヘテロ配列解析機能を用いる。
同定された多型により、転写因子結合部位が
変化するかどうかを転写因子結合配列デー
タベース（TransFac Professional ソフトウ
エアの転写因子結合部位予測ツール MATCH）
を用いて解析する。転写因子結合部位を変化
させる多型については HapMap で解析された
日本人（JPT）のタイピングを行い、得られ
た遺伝子型をもとに完全に連鎖した SNP を検
索する。さらに、その SNP が近傍の遺伝子の
発現に影響を及ぼすものであるかどうかを
データベースで検索する。 
 
４．研究成果 
１）SSCP 法による SNP アレル分離・定量法の
確立 
エクソン領域にある SNP をマーカーにして
アレル間の発現量の比をキャピラリー自動
シ ー ク エ ン サ ー に よ る 蛍 光 SSCP 法
(PLACE-SSCP 法)で高精度に定量する系を確
立した。条件検討にはプール DNA を用い、解
析結果を定量するためには、SNP アレル頻度



 

 

定量用に開発中の「QSNPlite」ソフトウエア
を利用した。このときにヘテロ体での 2つの
アレルのピーク比が 1:4以上のものは定量の
再現性が悪いので除外した。このシステムに
より 42 種類の SNP 周辺配列を解析し、PCR 反
応前の鋳型中の 2 つのアレルの比を高精度
（R2= 0.994）に定量できることを確認した。
また、SSCP 解析で各アレルの分離が不十分な
場合に、人為的にアレル特異的構造体形成を
促進する目的でプライマーに SNP 周辺配列と
相補な 9塩基のタグ配列をつけることにより
分離を改善する方法を開発した。実際に SSCP
での分離が不十分な配列 40 個についてタグ
配列を設計したところ、そのうち約 8割では
分離が改善し定量が可能となった。この方法
によっても高精度な定量が可能なことを確
認した。さらに、プール DNA の代わりに mRNA
から作製した cDNA を鋳型に用いることによ
り、同様にアレル間の発現量の比を再現性よ
く定量できることを確認した。この方法は単
一検体のアレル依存的発現の定量、および複
数検体をプールして同様の定量を行う場合
に応用可能である。以上の実験により、正確
なアレル依存的発現定量のための実験系お
よび解析ソフトウエアを整備した。 
 
２）DNA マイクロアレイによる SNP アレル量
比定量法の確立 
ゲノム全体からアレル依存的に転写される
領域を同定するためには大規模な１次スク
リーニング法を採用する必要がある。そこで、
アレル間の発現の比較定量に SNP タイピング
用のマイクロアレイを使う方法を検討した。
この方法では各アレル由来の転写産物によ
る蛍光シグナルの比を同じ細胞のゲノム DNA
の各アレルのシグナルの比で補正したもの
をアレル特異的転写物の量比として扱う。定
量性を検討する予備実験として遺伝子型解
析済みの 42 人の DNA を等モルで混合したプ
ール DNA 2 種類をマイクロアレイで解析し、
アレル頻度の定量性を検討した。用いたアレ
イはバックグラウンド補正用にミスマッチ
プローブを含んでいたが、これらによる補正
を行わないほうがデータの再現性が良くな
った。各 SNP ごとに、プール DNA を検体とし
た場合の完全マッチプローブの各アレルの
シグナルの比はアレル頻度の実測値と相関
していた（r2 = 0.95）。これをヘテロ検体の
同シグナル比から得られる kファクターで補
正したところ、更によい相関（r2 = 0.98）を
認めた。したがって、マイクロアレイをアレ
ル間の発現の比の定量に使用することは妥
当であると結論した。しかし、個別に調べる
と SSCP 法に比べてアレル量比の定量精度は
低いので、１次スクリーニングにはマイクロ
アレイを、２次スクリーニングには SSCP 法
を利用することが効率的であると結論した。

これによってアレル特異的転写産物の定量
をゲノムワイドに行うための重要な技術基
盤を確保した。  
 
３）疾患関連多型と発現との関連解析 
自己免疫疾患である全身性エリテマトーデ
スの関連解析により IRF5 遺伝子の SNP が疾
患と強い関連を示すことがわかった。IRF5 遺
伝子領域の疾患関連 SNP はスプライシング、
polyA 付加を含む複数の発現調節機構に関与
していることが欧米の研究で示されたが、ど
れが疾患感受性の原因となっているかにつ
いては結論がでていない。われわれは日本人
患者の解析により欧米で同定された関連の
いくつかについて否定的結果を得ており、疾
患感受性関連多型に人種的差異があること
を示した。一方、遺伝子上流の転写因子 Sp1
結合配列のコピー数多型（5 bp の挿入欠失多
型）と疾患の関連は再現され、われわれの検
体では最も強い関連を示した。この多型が発
現と関連していることを証明するためには
多数の検体で IRF5 遺伝子発現を調べ統計的
解析を行う必要があるが、サンプルの入手が
困難なので、ヒトリンパ芽球細胞についてゲ
ノムワイド発現アレイで各遺伝子の発現レ
ベルを調べ、それと SNP の遺伝子型との関連
解析を行った外部 eQTL データベースを利用
した。主なデータベースとして HapMap 構築
に利用したアジア人・アフリカ人・欧米人計
270 人の検体を用いたもの（GENEVAR、サンガ
ー研究所）、および欧米人約 400 人の検体を
用いたもの（Gene Expression Analysis Based 
on Imputed Genotypes、ミシガン大学）を利
用した。挿入欠失多型と高度に関連している
（r2 = 0.89）近傍の SNP (rs4728142)は約 400
人の発現解析により IRF5 発現と強く関連(P 
= 2.6 x 10-16)していることが明らかになった。
発現制御の機構は人種によらず同様である
と考えると、われわれの結果は IRF5 の発現
が高いタイプの多型が疾患感受性と関連を
示すと解釈される。これは、疾患がインター
フェロンパスウエイの亢進と関連している
という観察と一致するもので、転写因子 Sp1
結合配列多型が有力な原因変異であるとい
う可能性を示す。この結果は発現解析とハプ
ロタイプ情報の統合が疾患感受性原因多型
を同定する有効な手法であることを示す。 
 
４）新規に同定した挿入欠失多型の発現との
関連解析 
転写開始点周辺領域での挿入欠失多型は転
写因子結合に大きな影響を与える可能性が
あるため、これに注目した。これまで dbQSNP
データベース構築のための実験により、約
800 個の挿入欠失多型を新規に見つけており、
そのうち 360 個は日本人サンプルでのアレル
頻度が 5%以上のものであった。これらについ



 

 

て、転写因子結合部位予測ツール MATCH の最
新版で解析したところ約 1/4 は既知の転写因
子結合配列のなかにあった。これらが、遺伝
子発現に影響を与えている可能性を調べる
ために、これら挿入欠失多型と同じハプロタ
イプにある SNPについて近傍の各遺伝子の発
現と強い関連を示すかどうかを前述の eQTL
データベースにより検討した。その結果、こ
れらのうち FTSJ3 遺伝子近傍の 14 塩基の挿
入欠失多型（われわれが dbSNP にデータ提供
後、rs28362565 として登録された）が HapMap
アジア人検体で rs2584624 と完全に連鎖して
いること、及びこの rs2584624 の遺伝子型が
発現と強く関連している（P = 4 x 10-11）こ
とを見出した。この挿入欠失多型は、転写因
子 Nkx2-5 の結合部位のコピー数が１または
２となるものであり、コピー数が多いほど発
現量が低下した。以上のような手法は、転写
配列結合配列の多型とアレル特異的発現の
関連の新たな同定を可能にするものであり、
dbQSNP データベース等に蓄積した転写制御
領域多型情報を利用して転写ネットワーク
と疾患の関連解析を行うために有用である
ことを示した。 
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