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研究成果の概要（和文）：GWASなどのcase-control studyにより、疾患と関連する一塩基多型（marker SNP）が
数多く同定されている。しながら、疾患と関連するmarker SNPの約９割がnon-coding領域に存在するため、SNP
がどの遺伝子に影響を与え、なぜ疾患につながるのかといった因果関係の理解が非常に難しい。本研究では疾患
と関連するnon-coding領域のSNPに焦点を当て、それに起因する疾患プロセスの解明をめざす。その結果、
noncoding領域に存在する疾患関連SNPの連鎖不平衡領域内で、免疫や炎症に関わる複数の転写因子が結合する領
域を特定した。

研究成果の概要（英文）：GWAS and other case-control studies have identified many disease-associated 
single nucleotide polymorphisms (marker SNPs). However, since about 90% of disease-associated marker
 SNPs are located in non-coding regions, it is very difficult to understand the causal relationship 
between SNPs, which genes they affect, and why they lead to diseases. In this study, we focused on 
SNPs in non-coding regions that are associated with diseases, and aimed to elucidate the disease 
process caused by them. As a result, we identified a region where multiple transcription factors 
involved in immunity and inflammation bind within the linkage disequilibrium region of 
disease-related SNPs in the non-coding region.

研究分野：統合ゲノミクス

キーワード： GWAS　SNP　ChIP-seq　転写因子
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究はこれまで見過ごされてきたnon-coding領域のSNPに着目し、転写因子結合情報をフル活用してその
causal SNPの同定を目指すため、統計遺伝学を駆使した従来のfine-mappingとは大きく異なるアプローチであ
る。本研究の成果は罹患リスクを予測するためのマーカとしてそのまま用いることができるため、coding領域に
偏っていた従来の予測精度を飛躍的に引き上げることが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

GWAS などの case-control study により、疾患と関連する⼀塩基多型（marker SNP）が数多く同定
されている。例えば乳がんでは BRCA1、⾃⼰免疫疾患では HLA 遺伝⼦群などにマッピングさ
れ、これらの遺伝⼦異常が疾患を引き起こすメカニズムについて精⼒的に研究されてきた。しか
しながら、疾患と関連する marker SNP の約９割が non-coding 領域に存在する (Maurano et al. 2012 

Science) ため、SNP がどの遺伝⼦に影響を与え、なぜ疾患につながるのかといった因果関係の理
解が⾮常に難しい。また non-coding 領域における causal SNP の探索については、coding 領域に
おけるコドンのような指標がないため、LD-block 内の緻密な fine-mapping と⼤規模なサンプル
集団が必要となる。そのため non-coding 領域の SNP のほとんどが後続研究に供されておらず、
遺伝性疾患の全容解明には程遠いのが現状である。GWAS の成果は、ゲノム配列による疾患分類
や罹患リスク予測などへ応⽤されているが、現状では遺伝⼦ coding 領域のタイピングに偏って
いるため、予測精度の向上には non-coding SNP の積極的な理解と活⽤が不可⽋である。 

 また遺伝性疾患は、寄与率の低い複数の疾患感受性 SNP の組み合わせによって⽣じるという
polygenic effect が提唱されており、理論的な研究は盛んになされている (Stahl et al. 2012 Nat 

Genet)。しかしながら SNP の組み合わせが疾患を惹起するまでのプロセスはほとんど未解明で
ある。複数の変異導⼊と表現型の因果関係を検証する実験はこれまで困難であったが、近年のゲ
ノム編集技術はそれを実現するための強⼒なツールである。 

 

２．研究の⽬的 

以上の問題をふまえ、本研究では疾患と関連する non-coding 領域の SNP に焦点を当て、それに
起因する疾患プロセスの解明をめざす。申請者のこれまでの解析により、non-coding GWAS SNP

の周辺には様々な転写因⼦を結合する hotspot があり、なおかつ既知の causal SNP の座位と⼀致
するものが⾒出された。つまり転写因⼦結合 hotspot が causal SNP を⾒つけるための指標になり
うることを⽰唆しており、本研究では転写因⼦結合 hotspot の⽋失実験による機能解析と causality

の検証をおこなう。また、polygenic effect の実体解明のために、ゲノム編集技術による複数変異
導⼊をおこなう。これにより疾患リスクを⾼める組み合わせを検証し、発症のメカニズムやプロ
セスを解析する。本研究はこれまで⾒過ごされてきた non-coding 領域の SNP に着⽬し、転写因
⼦結合情報をフル活⽤してその causal SNP の同定を⽬指すため、統計遺伝学を駆使した従来の
fine-mapping とは⼤きく異なるアプローチである。本研究の成果は罹患リスクを予測するための
マーカとしてそのまま⽤いることができるため、coding 領域に偏っていた従来の予測精度を⾶
躍的に引き上げることが期待される。 

 

３．研究の⽅法 

(1) 転写因⼦結合 hotspot の探索 

申請者が⾏なった予備的な情報解析の結果、non-coding 領域に存在する marker SNP 周辺には種々
の転写因⼦を結合する hotspot を⾒出した。これはいくつかの既報の ChIP-seqデータを解析して
得られた結果であるため、網羅性が低いことが問題である。そこで本研究では世界中で報告され
た全ての ChIP-seq データを統合させたデータベースを作成する。そのデータをフル活⽤するこ
とにより、あらゆる転写因⼦が結合する箇所の洗い出しについて再解析を⾏う。 

 



(2) 転写因⼦結合 hotspot の⽋失実験 

上記で⾒出された転写因⼦結合 hotspot の両側を挟むように guide RNA を作成し、hotspot 領域の
⽋失実験を⾏う。 

 

４．研究成果 

(1) 転写因⼦結合 hotspot の探索 

これまでに論⽂などで報告された ChIP-seqデータは全て NCBI SRA に収録され、公開されてい
る。しかしながら、そこに収蔵されているのはシーケンサーが読み取った配列⽣データ（Fastq形
式）であるため、どのゲノム領域に結合するのかという情報が得られない。そこで我々は遺伝研
スパコンを活⽤し、すべての ChIP-seqデータの Fastq形式ファイルをダウンロードし、レファレ
ンスゲノムへのアライメントとピークコールを⾏なった。またそれらのデータ全てを Web で検
索や閲覧ができるよう、ChIP-Atlas というサイトを通じて公開した（Oki, et al, EMBO Rep 2018）。
その後もデータの更新を続けており、これまでに約 14万件のヒト、マウス、ラット、ハエ、線
⾍、出芽酵⺟の ChIP-seqデータを収集・解析し、公開した。 

これまでに報告された GWAS データは EMBL-EBI より「GWAS  catalog」としてまとめられ
おり、約 2,000 の形質、のべ約４万ヶ所の marker SNP 周辺について ChIP-Atlas の全 ChIP-seqデ
ータの enrichment 解析をおこなった。その結果、⾃⼰免疫疾患と関連する non-coding SNP 周辺
には、免疫細胞における、⾎球分化に重要な転写因⼦の ChIP-seq データが顕著に enrich した。
特に炎症性腸疾患と乾癬のそれには macrophage の PU.1 が enrich した（PU.1 は macrophage 分化
のマスター転写因⼦）。したがって、正常な macrophage の non-coding 領域に PU.1 を結合する部
位があるが、そこに疾患タイプの causal SNP があると PU.1 が結合できずに macrophage 分化が
異常となると考えられ、それが両疾患の引き⾦になると思われる。とくに腸と⽪膚は常に常在菌
にさらされるため、免疫寛容システムが必要な臓器であり、その破綻が炎症性腸疾患や乾癬を引
き起こすとされる。両疾患では他にも monocyte の STAT1 などの結合などが共通しており、両疾
患の発症プロセスの共通性を⽰唆する。 

この ChIP-Atlas のデータをフル活⽤することで、noncoding 領域に存在する疾患関連 SNP の連
鎖不平衡領域内で、免疫や炎症に関わる複数の転写因⼦が結合する領域を特定した。またそれら
のうち、マウスゲノムと相同性が⾼いものを選別し、さらにマウスゲノムにおいても複数の転写
因⼦が結合するかについて ChIP-Atlas で検証した結果、最終的に数⼗箇所の領域が causal SNP

候補として得られた。 

 

(2) 転写因⼦結合 hotspot の⽋失実験 

上記で得られた数⼗箇所の causal SNP 候補領域について、それぞれの両端を挟むように guide 

RNA を設計し、⽋失変異の導⼊を試みた。Guide RNA の有効性を評価するため、ひとつのコン
ストラクトあたり 20-30個の受精卵にエレクトロポレーション法で導⼊し、胚盤胞まで培養した
のち、PCR によって変異導⼊率を算出した。これにより有効な guide RNA を選別した。 
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