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研究成果の概要（和文）：緑内障のゲノム検診法を実現と創薬の起点探索のために研究した。
第一に、ジェノタイプ取得プラットフォームを検討した。DNAチップ実験で、コールレート99%を閾値とした結
果、2.2%の検体が脱落し、NGSでは、カバレージ数10を閾値としたところ、脱落した検体は0であったので、NGS
が優れていることが判明した。第二にリスク判別方法としてアレルカウント法が優れていることが判明した。第
三に、緑内障関連SNPの生化学的機能を解明するため、コンピュータ予測プログラムでタンパク質の立体構造を
検討しシトクロムP450のCYP39A1遺伝子が同定された。酵素活性を測定して野生型に比べて優位に低い変異が同
定された。

研究成果の概要（英文）：To realize glaucoma onset risk prediction kit, we did experiments as 
follows. First, we evaluate two candidate genotyping platforms, Next Generation Sequencer (NGS) and 
DNA array made by Illumina. As for DNA array, when we set 99% call rate as the threshold, 2.2% of 
samples turned out to be not suitable. As for NGS, when we set coverage 10 as the threshold, none of
 the samples turned out to be not suitable. The result told us NGS is better genotyping platform.  
Secondly, for classification, allele count method turned out to be better than conventional machine 
learning method.
To identify biochemical function of our marker SNPs, we predicted functions of each SNPs using 
Polyphen-2 3D structure prediction software.  Several SNPs on CYP39A1 gene induced harmful 3D 
structures. Product proteins coded by such harmful SNPs showed lower enzyme activity than wild type.

研究分野：ゲノム医科学、緑内障のゲノム的リスク予測、緑内障の病態と病因解明
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
緑内障は点眼薬治療により視野欠損進行を抑制する介入が可能なため、介入を決断するための低侵襲な血液検査
による発症リスク予測法開発が切望されている。信頼性の高い緑内障のゲノム検診法を実現するためには、判別
率の高いバリアントを厳選し、検診チップに搭載する精鋭バリアントの個数や組み合わせを詳細に検討すること
と、それを利用する判別方法、最適なジェのタイピングのプラットフォームが重要である。判別方法としてアレ
ルカウント法が優位であること、プラットフォームとしてNGSが優位であると結果を得たことは前進である。SNP
の生化学的酵素活性への影響まで突き止めた研究は稀有であり、学術的価値が高い。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 
緑内障は点眼薬治療により視野欠損進行を抑制する介入が可能なため、介入を決断するための

低侵襲な血液検査による発症リスク予測法開発が切望されている。信頼性の高い緑内障のゲノ

ム検診法を実現するためには、判別率の高いバリアントを厳選し、検診チップに搭載する精鋭バ

リアントの個数や組み合わせを詳細に検討することが重要である。我々は、緑内障リスク予測に

有用なマーカーSNP同定について、正常眼圧緑内障(NTG)のGWAS競争で世界1位となったことを契

機として緑内障国際コンソーシアムに参加して、2015、2016、2017年に3年連続 (後の2論文は共

同筆頭著者と共同責任著者として全体を指導) Nature Genetics論文として成果発表した研究実

績をあげている。また、2021年にJAMA論文で記載することになる緑内障リスク予測に有用なマー

カーSNPの同定と、本研究計画で実施するリスクマーカー同定も進める。これら同定済みのリス

ク予測マーカーを用いるリスク予測方法実用化に最適なジェノタイプ取得プラットフォームが

次世代シーケンサー(NGS)なのか、イルミナ社 Asian Screening Array（ASA）アレイなどを用い

るDNAチップなのかは不明である。緑内障リスクマーカーSNPsのジェノタイプ結果を初期治療や

予防的介入の時期を予測することにどのように活用するのが最適かの判別方法の創出と最適化

を行う。 

また、既存薬と分子標的が異なる点眼薬の開発も切望されている。統計的信頼性が高い緑内障

リスクマーカーSNP自体またはその近傍に創薬の起点となる変異があると予測されるのでその生

化学的機能を解明して、その生化学的プロセスに介入する化合物を同定するための生化学的実

験系を確立して点眼薬の開発を目指す。 

 
 
２．研究の目的 
 
第一の目的は、2015、2016、2017年のNature Genetics論文や2021年にJAMA論文で記載すること

になる緑内障リスク予測に有用なマーカーSNPと本研究計画で実施するリスクマーカーSNPを用

いるリスク予測方法実用化に最適なジェノタイプ取得プラットフォームが次世代シーケンサー 

(NGS)なのか、イルミナ社 Asian Screening Array（ASA）アレイなどを用いるDNAチップなのか

を検証する。リスク判別のための判別方法の改良を重ねている我々は、次世代シーケンサー 

(NGS)実験もASAアレイなどを用いるDNAチップ実験も自分の研究室の機械で実施しているのでそ

れぞれのジェのタイピング方法の長所と短所と注意するべき問題点を知っているのでこの比較

検証が可能である。 

第二の目的は、緑内障リスクマーカーSNPsのジェノタイプ結果を初期治療や予防的介入の時期

を予測することにどのように活用するのが最適かの判別方法の創出と最適化である。 

第三の目的は、統計的信頼性が高い緑内障リスクマーカーSNP自体またはその近傍に創薬の起

点となる変異があると予測されるのでその生化学的機能を解明して、その生化学的プロセスに

介入する化合物を同定するための生化学的実験系を確立することである。 

 
 
３．研究の方法 
 
本研究では、以下のように倫理面に配慮して研究を実行した。研究期間全体にわたり緑内障症

例群および対照群由来の臨床情報とゲノム情報を取り扱うので、関連する倫理と法令を遵守し

ながら研究を実行する。また、国際共同研究においては、各国各施設での倫理委員会の承認とイ



ンフォームドコンセントの下に検体を収集し、ジェノタイプデータの取得とその解析を実施し

た。 

国際緑内障遺伝学コンソーシアム（IGGC）のガイドラインに準拠し、本研究の趣旨に同意した

者ついて緑内障専門医により前眼部、眼圧、隅角、眼底検査等を行い、視野（静的/動的/FDT）、

前房隅角および網膜神経線維層厚の測定(OCT; 光干渉断層計)、視神経乳頭形状解析(HRT)、網膜

視神経線維層解析（GDx)、前角膜厚・前眼部形状解析（Pentacam）データを検討した上で、「緑

内障診断および緑内障病型」を厳格に決定した。同じ検査により40歳以上の正常ボランティアを

選んだ。採血後、連結可能匿名化バーコードを付与しゲノムDNAを抽出すると共に、血漿と全血

を保存した。更に、EBウイルスで細胞株を樹立して保存した。アジア人に特化して質の高いゲノ

ム情報を取得できるイルミナ社ASAチップを用いてイルミナ社HiScaSQ装置を用いてハイブリダ

イゼーション実験により、44アレイで1056検体について新たにゲノム情報取得を実行した。ジェ

ノタイピングに際しては、イルミナ社が供給しているクラスタリングプロトタイプでは、約3割

のSNPについて本研究のハイブリダイゼーション結果と微妙にずれるため領域の微修正を行って、

より正確な結果を得た。高精度シークエンス情報と高精度情報臨床に基づくケース・コントロー

ル相関解析を実施した。アレル頻度比較およびジェノタイプ頻度比較のχ二乗検定により、ケー

ス群に有意なバリアントを抽出する。マイナーアレル頻度（minor allele frequency, MAF）に

よるフィルターは設定せずに、領域内の緑内障に関連する全バリアント情報を網羅的に取得し

た。 

緑内障で二番目に主要な落屑症候群（exfoliation syndrome, XFS）から発症する落屑緑内障

（exfoliation glaucoma, XFG）に関連する解析を実行した。国際共同研究の下、XFS/XFG症例・

4,028検体と正常コントロール・5,638検体について次世代シーケンサー(NGS)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、相関解析（エキソーム解析）を実施した。エキソー

ム解析により同定した遺伝子上の稀なバリアントについては、疾患との関連性を明らかにする

ための生化学的な解析を実行した。 

第一の目的のプラットフォームの特性と優劣の比較のために、ジェノタイプ実験の品質として

国際的に用いられている、DNAチップのコールレート(call rate)と脱落検体数、次世代シーケン

サー(NGS)のカバレージ数を用いる。 

第二の目的の判別方法については、今回の研究期間内に特許庁との明細書改訂のやりとりを終

えて成立した、2本の特許に記載したアレルカウント法と、従来の機械学習法を比較検討した。 

第三の目的の緑内障リスクマーカーSNP自体またはその近傍に創薬の起点となる変異があると

予測されるのでその生化学的機能を解明して、その生化学的プロセスに介入する化合物を同定

するための生化学的実験系を確立することについては、次世代シーケンサー(NGS)によるエキソ

ーム解析で同定された変異について、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かどうか検討した。個々のバリアントを有する変異型を細胞

内で強制発現させ、代謝産物を指標とした酵素活性を測定し、野生型と比較した。 

 
 
４．研究成果 
 

第一の目的のプラットフォームの特性と優劣の比較のために、ジェノタイプ実験の品質として

国際的に用いられている、DNAチップ実験結果のコールレートと脱落検体数、次世代シーケンサ

ー(NGS)のカバレージ数を実験で得た。DNAチップ実験において、コールレート99%を閾値として

それに到達していない検体を「脱落」とした。その結果、1056検体のうち23検体が脱落した。脱



落率は約2.2%であった。次世代シーケンサー(NGS)では、最低限10のカバレージ数が出た変異を

データとして採用した。脱落した検体は0であった。この結果、プラットフォームとして次世代

シーケンサー(NGS)が優れていることが判明した。 

第二の目的の判別方法については、今回の研究期間内に特許庁との明細書改訂のやりとりを終

えて成立した、2本の特許に記載したアレルカウント法が、従来の機械学習法に比べて3%から6%

判別成績が優れていた。 

第三の目的の緑内障リスクマーカーSNPの生化学的機能を解明して、その生化学的プロセスに

介入する化合物を同定するための生化学的実験系を確立することについては、次世代シーケン

サー(NGS)によるエキソーム解析で同定された変異について、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かどうか検討した。XFS/XFG症例

に特有なバリアントが既報のLOXL1遺伝子からだけでなくシトクロムP450に属するCYP39A1遺伝

子からも新規に同定された。さらに、CYP39A1遺伝子の有害バリアントを保有する検体数を比較

した結果、XFS/XFG症例における保有者数の割合が52/4028であり、正常コントロールの17/5638

に比して有意に高いことが判明した。CYP39A1遺伝子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

比べて有意に低下していることが明らかになった。 
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