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１．研究計画の概要 

これまでに、我々は DNase I 遺伝子内 
に SNP（一塩基置換多型）部位 A2317G
を見出し、さらにこの多型については民
族間差異を認めた（1）。この多型は翻
訳領域を構成する第 8 エキソンに位置
し、この塩基置換によって DNase I タ
ンパク上でアミノ酸置換（Q222R）が
生じ、2 個の置換型（A2317 および
G2317 型）はそれぞれ主要対立遺伝子、
DNASE1*1 および DNASE1*2 に対応
する。我々はこの DNase I 多型と各種
疾患との間の相関について網羅的な検
索 を 行 い 、 そ の 結 果 G2317 型
（DNASE1*2）対立遺伝子は胃がん、
大腸がんおよび心筋梗塞罹患と有意な
相関があることを見出した。がんや心筋
梗塞などの生活習慣病は遺伝的要因と
様々な環境要因との相互作用によって
発症する。遺伝的要因を構成する多数の
遺伝子群は疾患感受性遺伝子（疾患の危
険因子）と呼ばれ、これらの疾患感受性
遺伝子の探索・同定は発症メカニズムの
解明や予防医学的な措置などに有用な
知見を提供するものである。DNase I
遺伝子は疾患感受性遺伝子のひとつで
あると考えられるが、これまでのところ
A2317G 多型に基づくアミノ酸置換に
よって生じた DNase I1 型（Q222）お
よび 2 型（R222）の生化学的性状に顕
著な差異を見出すことは困難であった。 
一 方 、 DNase I は ア ポ ト ー シ ス
（programmed cell death）の後期過程
に関与するとされている。また、最近
DNase I は全身性エリテマトーデスの発

症に大きく関与することが示唆された。
さらに我々は急性心筋梗塞発症に伴い
血中 DNase I 活性が急激に増加するこ
とを見出すなど、DNase I と疾患の病態
生理学的観点から、アポトーシス機構が
関与しているのではないかと考えるに
至った。DNase I1 型（Q222） および 2
型（R222）の病態生化学的な差異に関し
て論じた報告は国内外において皆無で
ある。DNase とアポトーシスについて、
アメリカのジェネンティク社のグルー
プがヒト DNase I をバイオ・エンジニヤ
リング生産し、嚢胞性線維症などの治療
薬として市販しているという報告、ドイ
ツのマルブルグ大学グループによる、
DNase I とアポトーシスに関する生化学
的、組織学的、細胞生物学的研究から
DNase I の SLE 発症への関与を示唆し
た報告等があるが、アポトーシス誘導に
よる疾患感受性遺伝子 DNase I の多型
機構解明に言及した報告はない。そこで
本研究では、アポトーシス誘導による
DNase I1 型（Q222） および 2 型（R222）
の病態生化学的な差異を精査し、疾患感
受性遺伝子 DNase I の多型機構を解明
することを最終的な研究目的とする。 
２．研究の進捗状況 

心筋梗塞(MI)と病態生理学的な関連性を示
すデオキシリボ核酸分解酵素 I (DNase I)は
遺伝的多型形質であり、我々は Q222R と
MI の関連について報告した。本研究では
SNap Shot 法による同時遺伝子型判定法を
用い DNase I 遺伝子 exon 内の Q222R 他 12

部位の非同義置換 SNP 部位の頻度分布を
広範囲な民族について精査した。さらに各
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SNP に対応する組み換え変異型の酵素活
性および熱耐性を解析した。今回、アジア
人では 11SNP 部位で多型性は認められず、
Q222R のみ多型性を有することが明らか
となった。一方、アフリカ人では、Q222R

以外に多型性を有するものが 2 部位
(R-19S,G105R)、ドイツ人では Y95S、メキ
シコ人では R-19S に多型性がそれぞれ見出
されたが、いずれも Q222R との連鎖は認め
られなかった。G105R において変異型に高
い活性が認められることから、R 以外の置
換体の活性を調べたところ、G105K は
G105R と同等の活性上昇が認められたが、
G105A は全く活性上昇が認められず、アミ
ノ酸 105 番残基における＋電荷の導入が活
性変異に寄与しているものと考えられた。
また、R85G に相当する置換の導入によっ
て活性が消失し、さらに G 以外の置換体を
作成して活性をみたところ、R85A には
R85G と同様活性の消失が認められたが、
R85K はわずかに活性が低下するのみであ
り、活性の消失はアミノ酸 85 番残基におけ
る＋電荷の消失に寄与しているものと考え
られた。その他、Q35H, V89M，C209Y，
A224P，A224del でも活性低下が認められて
いた。変異型酵素、E13D, P132A, P197S, 

G240D では wild type の活性との間に顕著
な差異は認められなかったが、 E13D, 

P132A 以外はいずれも熱に対して不安定な
酵素が産生されていた。 

３．現在までの達成度 

疾患感受性遺伝子 DNase I の多型機構解
明について当初のデータベース検索は予定
以上に幅広い多検体について精査すること
ができ、統計解析結果から有用な知見を見
出せた。このデータをもとにして分子生物
学的アプローチを予定していたよりも明瞭
な方向で行えております。 

４．今後の研究の推進方策 
DNase I 1 型（Q222）および DNase I 2 
型（R222）をはじめアポトーシスに関与 
されると考えられてきたヌクレアーゼ 
群について DNA チップ解析装置を用い 
てアポトーシス前後の細胞に関してマ 
イクロアッセイを実施し、関連する遺伝 
子の変動を体系的に解析する。培養細胞 
への construct の導入に成功しなかった 
場合、DNase I 1型（Q222）およびDNase  
I 2 型（R222）をそれぞれ呈する哺乳類 
実験動物を選別し、各種哺乳類実験動物 
由来 DNase I construct を導入する試み 
も用意れている。DNase I 1 型（Q222） 
および DNase I 2 型（R222）以外でア 
ポトーシスに関与すると考えられてき 
たヌクレアーゼ群（DNase I L1、DNase  
Ⅱ、DNase γ、L-DNase Ⅱ）について、 
その発現ベクターを細胞に導入し、精製 

標品を調整する。得られた標品を抗原と 
して、それぞれに対するモノクローナル 
およびポリクローナル特異抗体を作製 
する。前項で得られた各種の特異抗体を 
用いて、アポトーシス前後におけるこれ 
らの DNase I 1 型（Q222）および DNase  
I 2 型（R222）、DNase I L1、DNase Ⅱ、 
DNase γ、L-DNase Ⅱの変動をプロテ 
オーム解析する。 
また、DNase I 1 型（Q222）および DNase 
I 2 型（R222）の活性を調節する因子を見
出すため、酵母 two-hybrid システムを利
用して DNase I 1 型（Q222）および DNase 
I 2 型（R222）と相互作用するタンパク質
を検索する。当該タンパクを同定し、両酵
素に対する調節作用を検討する。 
５. 代表的な研究成果（研究代表者、研究
分担者及び連携研究者には下線） 
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