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研究成果の概要（和文）：緑内障は視野欠損が不可逆的に進行し失明に至る。落屑緑内障についてはLOXL1上の
バリアントが同定されているが、人種によってリスクアレルが逆転していることからLOXL1分子以外の関与が示
唆されている。
本研究では日本人検体を用いた落屑緑内障のゲノミクスとトランスクリプトミクスから成るマルチオミクスの基
盤を構築した。ゲノミクスとしてLOXL1領域を濃縮するプローブの設計と次世代シーケンサーによるエキソーム
解析を実施した。トランスクリプトミクスとして眼組織の収集とRNAの抽出方法の最適化を行った。今後日本人
と白人由来のマルチオミクスデータを詳細に比較することで落屑緑内障の発症機序の解明が期待される。

研究成果の概要（英文）：Glaucoma is the leading cause of irreversible blindness in Japan. The common
 variants in LOXL1 are associated with one of the subtypes of glaucoma, exfoliation glaucoma (XFG). 
However, the risk allele of the exonic variants in LOXL1 have been found to be inverted between 
Asian and Caucasian populations. Therefore, there should be other genes contributing to the disease 
pathogenesis.
In this study, we are establishing multiomics datasets consisting of genomic and transcriptomic 
data. As for the genomics, we designed a probe set to enrich the LOXL1 region from the human genome.
 We also performed a whole-exome association study by utilizing a next generation sequencer. As for 
the transcriptomics, we are collecting ocular tissues and optimized a protocol to efficiently 
extract RNA from the tissue. The multiomics datasets of the Japanese XFG patients should be of use 
to reveal molecular pathogenesis of XFG by comparing with the Caucasian datasets precisely.

研究分野： ゲノム医科学、分子生物学

キーワード： マルチオミクス　緑内障　人種差

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
緑内障は本邦の中途失明原因の第1位であり、40才以上の有病率は5％と高く、この内の9割の症例で自覚症状が
無いことが早期診断を妨げている。一方、緑内障は不可逆的に進行するものの、自覚症状のない発症早期に点眼
治療を始めれば進行を抑制することが可能であり、失明に至らずに寿命を全うできる。
緑内障のバリアント情報に基づく早期検診法や発症機序解明により新規治療薬が開発できれば、医療費並びに社
会福祉関連費の大幅な削減をもたらすと共に、緑内障患者の生活の質が飛躍的に向上することが予想される。

※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 

緑内障は視野欠損が不可逆的に進行することによって失明に至る眼疾患である。落屑症候群

（exfoliation syndrome, XFS）から発症する緑内障の病型の一つである落屑緑内障（exfoliation 

glaucoma, XFG）については、眼組織を構成するエラスチンの重合酵素をコードする遺伝子

（LOXL1）上のゲノム配列の違い（バリアント）が疾患に関連することが報告されている。し

かし、XFS/XFGのリスクを規定するバリアントのアレルが日本人と白人とで逆転していること

が判明したことから、LOXL1分子以外の関連分子の存在が強く示唆されている。 

 

２．研究の目的 

本研究課題は日本人検体を用いたゲノミクスとトランスクリプトミクスから成るマルチオミ

クスの研究基盤を整備しXFS/XFGのゲノム解析を推進すると共に、今後リスクアレルの逆転現

象が判明したLOXL1周辺領域のゲノム配列情報や転写産物について白人由来のマルチオミクス

データと詳細に比較することによってXFSから発症するXFGの分子病態を明らかにすることを

目的とする。 

 

３．研究の方法 

（1）ゲノミクス 

①LOXL1領域の標的配列濃縮 

LOXL1を中心とする約500 Kbのゲノム領域を次世代シーケンサー（next generation 

sequencer, NGS）によりリシークエンス解析するために、Twist Bioscience社が提供してい

るカバー率と均質性に定評のある溶液中でのハイブリダイゼーションに基づく標的配列濃

縮法を採用し、in silicoでプローブの設計を行った。 

 

②ジェノタイプデータの取得 

アジア人に特化したillumina社のAsian Screening Array（ASA）を用いて、ゲノム

ワイド関連解析を実施するための日本人のXFS/XFG症例群および健常対照群のジェノ

タイプデータを取得した。高品質なデータを抽出するために、本研究とは別の研究課題に

おいて取得したジェノタイプデータと共にクラスタリングを行った。 

 

③NGSによるエキソーム解析 

国際共同研究の下、XFS/XFG症例群・4,028検体と健常対照群・5,638検体について次世

代シーケンサーによりゲノム上の全エキソン（エキソーム）データを取得し、大規模な相関

解析（エキソーム解析）を実施した。さらに、XFS/XFG症例群・2,337検体と健常対照群・

2,813検体およびXFS/XFG症例群・1,663検体と健常対照群・3,962検体を用いて再現性取得

実験を行った。 

 

（2）トランスクリプトミクス 

①眼組織の収集と保管 

網羅的な遺伝子発現解析やqPCRを実施するために日本人のXFG症例由来の眼組織（前嚢、

虹彩、線維柱帯）を収集した。手術中に採取した組織片をRNA STAT-60（Tel-Test, Inc.）



の溶液中に保存し、匿名化した上で-80˚Cの超低温冷凍庫に保管した。 

 

②眼組織からの核酸抽出方法の最適化 

眼組織の中でも組織が不均質なため細胞が少なく物理的にも硬いことから破砕が難しい

とされている眼瞼を用いて核酸抽出方法の最適化を実施した。ウサギ由来の眼瞼から3種類

の破砕法（乳鉢、ペレットペッスル、凍結破砕器・SK mill）と2種類の核酸精製法（有機溶

媒とスピンカラム）によるゲノムDNAおよびtotal RNAの抽出を行い、収量と品質、所要時

間の結果に基づいて最適な組み合わせを決定した。最適化されたプロトコールを用いてヒ

ト由来の眼瞼から核酸を抽出し、NGSにより取得したエキソーム／トランスクリプトーム

データの精度を検証した。 

 

４．研究成果 

（1）ゲノミクス 

①LOXL1領域の標的配列濃縮 

in silicoのプログラムによるプローブ設計を終えた。500 Kbにわたる領域のカバー率は

約85.6%という結果が得られ、他社の標的配列濃縮法に比べて高い成績が得られた。また、

リシークエンス解析に供する総計96検体（LOXL1バリアントのリスクアレルを保有する検

体と保有しない検体をそれぞれ48症例分）の選定を終えた。 

 

②ジェノタイプデータの取得 

本研究課題終了時点で日本人のXFS/XFG症例群・245検体（XFS・21検体およびXFG・

224検体）と健常対照群・1,185検体についてASAのジェノタイプデータの取得を終えた（表

1）。本研究とは別の研究課題のジェノタイプデータと共に品質検定を行い、高品質なデー

タをゲノムワイド関連解析用のサーバーに格納した。 

 

表1. ASAジェノタイプデータ取得検体数 

検体群 検体数 

XFS    21 

XFG   224 

対照群 1,185 

計 1,430 

（2023年3月末日現在） 

 

③NGSによるエキソーム解析 

コンピュータ予測プログラム（Polyphen-2）でタンパク質の立体構造に重篤な影響を与

えると推定された稀なバリアント（“有害バリアント”）のうち、XFS/XFG症例群に特有な

バリアントがシトクロムP450に属するCYP39A1から新規に同定された（文献1）。この結果

は、2つの独立した検体集団においても再現された。 

また、本研究で用いた総計20,441検体の中の483検体において、CYP39A1上の有害バリ

アントが全部で42種類あることが判明した。これらのバリアントについて、個々のバリア

ントを有する変異型CYP39A1を細胞内で強制発現させ、CYP39A1の代謝産物を指標とし

た酵素活性を測定し、野生型CYP39A1と比較した。その結果、42種類のうち34種類の有害



バリアントを有する変異型CYP39A1の酵素活性が野生型に比べて有意に欠損しているこ

とが明らかになった。 

さらに、本研究で同定されたCYP39A1上の有害バリアントについて臨床情報との関連

性を検討した結果、本バリアントはXFSからXFGの発症およびそれに引き続く失明のリス

クバリアントであることが判明した（文献2）。 

 

（2）トランスクリプトミクス 

①眼組織の収集と保管 

本研究課題終了時点で日本人のXFG・56症例から眼組織を総計114検体収集し、保管を

終えた（表2）。 

 

表2. 収集した眼組織の検体数 

眼組織 検体数 

前嚢 44 

虹彩 41 

線維柱帯 29 

計 114 

（2023年3月末日現在） 

 

②眼組織からの核酸抽出方法の最適化 

凍結破砕器・SK millにより眼瞼を破砕し、スピンカラムで核酸を抽出するプロトコール

が核酸の収量、品質、所要時間において最適な方法であった（文献3）。このプロトコールに

より取得したゲノムDNAおよびtotal RNAを用いてNGSによりエキソーム、トランスクリ

プトームデータを取得したところ、十分なカバー率のエキソームデータ（図1A）と眼瞼特

異的な遺伝子の発現が検出される高品質なトランスクリプトームデータ（図1B）が取得で

きた。破砕が困難であるとされる眼瞼から高品質な核酸が十分量抽出できたことから、本プ

ロトコールは他の眼組織にも応用可能であると考える。 

 

図1. ヒト眼瞼由来のエキソームデータ（A）およびトランスクリプトームデータ（B） 
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