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研究成果の概要（和文）：本研究課題では、ヒト凍結保存血液を試料として実験的ハプロタイプ

解析するための技術確立および実証実験を行った。放射線感受性との相関が報告されている

CD44遺伝子の SNP４個について、検体５０名分の解析を遂行した。６検体については再解析を

繰り返しても良好な結果が得られず、検体の状態によっては解析が困難な場合もあることが明

らかになった。今後機会があれば、技術的な改善を検討していきたく考えている。 
 
研究成果の概要（英文）：In this study, experimental haplotype determination has been 
conducted using cryopreserved human blood samples. Improvement of technology to remove 
contaminating small DNA fragments generated by freeze and thaw process was carried out. 
Four SNPs of the CD44 gene were selected and analysis of 50 frozen human bloods was 
attempted by this experimental system. Failure of 6 samples indicated that some physical 
properties of DNA preparation might be affecting suitability for this experimental system. 
Further improvement should be necessary to overcome this. 
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１．研究開始当初の背景 

申請者は１塩基置換多型（SNP）を指標と
して、３９９名の乳癌患者における放射線誘
発正常組織有害反応と相関する遺伝子領域
の探索に携わった（文献１）。その結果、細
胞分裂時の核染色体分配に関わる PTTG1遺伝
子や細胞間相互作用に関与する細胞膜表面
糖タンパク質 CD44 遺伝子など６種類の遺伝
子における SNPの組み合わせ（ハプロタイプ

多型）が有意な相関示すことを明らかにした。
ただし、この研究でのハプロタイプ多型は統
計学的な手法を用いて推測されたものであ
り、解析対象とした集団レベルでの頻度比較
に用途が限定されていた。すなわち、統計学
的な手法では患者個人におけるハプロタイ
プ多型の同定が困難であり、将来的なオーダ
ーメイド医療等への個人レベルでの臨床応
用を検討することはできなかった。 
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これは申請者に限定した問題ではなく、ハ
プロタイプ多型を実験的に直接決定する技
術が一般化されていないため限定的な利用
に留まっているのが現状である（文献２）。
そこで、申請者は独自に igMDA (in-gel 
Multiple Displacement Amplification)法と
命名した新規技術開発を行い、実験的なハプ
ロタイプ多型直接決定を可能とした（文献
３）。 
 

ハプロタイプ多型は同一染色体上におけ
る多型の配列情報であるが、それを特定する
ためにはひと繋がりの染色体分子を切れ目
無く、かつ相同染色体が混在しないように 1
分子レベルで解析する必要がある。長さとし
ては通常数十 kbに及ぶ距離が対象になるが、
それを１分子レベルで途切れないように扱
うことは非常に困難である。 
 
igMDA 法では、分子生物学実験で日常的に

使用されているアガロースゲルで生細胞由
来染色体分子を包み込むことにより問題の
解決を行った。溶液状態のアガロース内部に
生細胞（ヒト血液由来の EB ウィルス形質転
換 Bリンパ球細胞）を直接添加して希釈分散
させてから、小容量ずつ分注して冷却ゲル化
させることで１分子レベルの染色体 DNAが単
離できる。この条件では希釈に伴う DNA不安
定化をアガロースの存在が緩和するので、細
断片化や凝集化されることなくサイズの長
い DNA を安定に分離することが可能である。 
 
ゲル化したアガロースに外部から Phi29 

DNA ポリメラーゼと６塩基ランダムオリゴヌ
クレオチドプライマーを添加すると、ゲル内
部に両者が侵入し、埋め込まれている DNAを
鋳型として 10 万倍程度まで鎖置換型増幅反
応が行われる。この鎖置換型増幅反応は温度
サイクルを必要とせず、30℃の一定温度で連
続的に反応が遂行されるため、ゲル化状態が
維持することで内包されている鋳型 DNAも安
定に保持される。反応終了後アガロースゲル
を加熱して融解させ、増幅 DNAを水溶液中へ
回収する。このようにして回収された１分子
由来の増幅 DNAは、特別な処理を施すことな
くそのままハプロタイプ多型解析を含めた
様々なゲノム研究に用いることができる。 

 
しかしながら、この方法はヒト由来の生細

胞試料として EB ウィルス形質転換 B リンパ
球細胞を必要としたため、その利用にはやは
り制約があった。現実的な臨床応用のために
は血液等のヒト由来試料を直接解析試料と
して利用することが必要である。 
 
文献１：Suga T. et al. Haplotype-based 
analysis of genes associated with risk of 

adverse skin reactions after radiotherapy 
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fragments diluted to the single molecule 
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２．研究の目的 
本研究計画は申請者が開発した igMDA法を用
いてハプロタイプ多型と放射線感受性の詳
細な相関解析を行うことが目的である。まず
臨床試料として入手し易い血液を解析試料
として利用するための諸実験条件を確立す
る。その後、５０名の放射線治療乳癌患者に
由来する血液を用いて、６種類の遺伝子にお
ける既知の放射線感受性相関ハプロタイプ
多型を実験的に直接決定する。このようにし
て決定されたハプロタイプ多型と報告済み
統計学的推測ハプロタイプ多型との比較を
行い、両手法の信頼性を検証する。さらに、
同一遺伝子ハプロタイプ組み合わせ（ディプ
ロタイプ）と放射線感受性との相関、及び複
数遺伝子ハプロタイプ組み合わせと放射線
感受性との相関をそれぞれ統計学的に評価
する。 
 
 
３．研究の方法 
本研究計画の実施期間は 3年間を予定してお
り、各年度予定に対応する下記 3段階の計画
により遂行される。 
第 1段階：凍結保存ヒト血液を利用するため
の諸実験条件検討 
第 2段階：収集済み凍結保存血液（50名）を
用いた実験的ハプロタイプ多型解析 
第 3段階：実験的ハプロタイプ多型データに
よる放射線感受性相関解析 
 
 
４．研究成果 
（１）研究計画の初年度（平成２２年度）

は、凍結保存血液をハプロタイプ解析試料と
して利用するための技術開発を予定通り行
った。開発した技術は、①細胞のゲル内埋め
込み、②ゲル内拡散、③サイズの小さな DNA
除去、の 3点に関連する技術である。 
 
①では、血中細胞に含まれる DNAを抽出せ

ずかつ定量的にアガロースゲルへ埋め込む
ため、核 DNAを保有する血中細胞のみを簡便



に計数する方法を検討した。その結果、スラ
イドガラス上に血中の全細胞を塗布乾燥し
てから蛍光色素で核 DNAを染色し、顕微鏡的
な観察により正確な計数を行うことにした。 
 
②では、鋳型 DNAが極力細断されない状態

で 1分子レベルの限界希釈するため、既存の
ゲル内埋め込み実験条件の改善を行った。そ
の結果、80℃で保温状態のアガロースゲル溶
液に血中細胞を直接添加し、そのまま振動を
与えず保温しながらゲノム DNAを穏やかに自
然拡散させる反応条件を確立した。 

 
③では、拡散の過程で生じる細断化 DNAに

ついて、DNA が埋め込まれたゲルを電気泳動
し、サイズの小さな分子を選択的に取り除く
ことで、ゲル内に残留する長鎖 DNAの頻度を
高めることにした。5 名分の凍結保存血液試
料を用いて試行を行ったところ、良好なハプ
ロタイプ解析結果を得ることができた。次年
度は解析検体数を 50 名に増やし、統計学的
ハプロタイプ推定法と実験的決定法との詳
細な比較を行う予定とした。 

 
（２）次年度（平成２３年度）はまず、ハ

プロタイプ解析技術のさらなる改善を行っ
た。これまでの方法ではアガロースゲル内に
埋め込まれた１分子レベル DNAの増幅産物を、
加熱処理で液状化し回収していた。この溶液
は常温に放置すると再固化して、繰り返しの
回収効率を低下させていた。そこで、アガロ
ース分解酵素（ニッポンジーン社、アガラー
ゼ）による液状化処理の導入検討を行った。 

 
アガラーゼ処理では液状化した状態が長

期間維持され、繰り返し使用の際の回収効率
に大きな改善が認められた。その後、ハプロ
タイプ解析対象として CD44 遺伝子の SNP を
４個選出し、予定していた検体５０名分につ
いて一通りの解析を遂行した。５０検体中３
８検体については、4SNPを全て含む増幅産物
が９６ウェルの反応セット中で２０個以内
に収まり、かつジェノタイピングの結果全て
ホモアレルと判定できたものが複数個同定
できた。 

 
ホモアレル同士を組み合わせたジェノタ

イプは元のジェノタイプと矛盾なく、ハプロ
タイプとして結論づけた。残りの１２検体に
ついては、一度の解析で十分な数の全長ホモ
アレル産物を得ることができず、再度の解析
を最終年度に行う予定とした。全検体のハプ
ロタイプを決定した上で、統計学的なハプロ
タイプ推定法との比較を行い、論文をまとめ
る予定とした。 
 
（３）研究計画最終年度にあたる平成２４

年度は、予定していたヒト５０検体ハプロタ
イプ解析を完遂するため、残っていた１２検
体の再解析を行った。３８検体については昨
年度までに解析終了しており、対象遺伝子は
CD44で SNP４個を選択している。上記１２検
体についても一度解析を試みていたが、良好
な結果を得ることができなかった。 

 
再解析の結果、６検体については SNPを全

て含む増幅産物が９６ウェルの反応セット
中で２０個以内に収まり、かつジェノタイピ
ングの結果全てホモアレルと判定できたも
のが複数個同定できた。ホモアレル同士を組
み合わせたジェノタイプは元のジェノタイ
プと矛盾なく、ハプロタイプとして結論づけ
ることができた。 
 
しかしながら、再度残った６検体について

は全てを含む増幅産物を得ることができず、
検体の DNAが小さく断片化されていることが
推測された。そこで、良好な解析が得られた
６検体と上記６検体の断片化状況をアガロ
ースゲル電気泳動法で比較してみたが、特に
違いは認められなかった。一分子レベル希釈
時に不安定化する可能性を考慮してサイズ
の長い DNAを濃縮しておくため、アガロース
ゲル電気泳動法やショ糖密度勾配遠心分離
法などで粗分画を行って再解析を行ってみ
たが、改善は得られなかった。 

 
今回用いた検体は抽出済みヒトゲノム DNA

であり、検体ごとの抽出条件もしくは物理的
安定性の違いが影響しているものと考えら
れる。もともとの方法は血液検体中の白血球
をそのままアガロースゲル内に埋め込むこ
とで、断片化を防ぎながら穏やかに一分子レ
ベルの希釈を行っていた。本研究課題を遂行
することで、抽出済み DNAを出発材料とする
と解析が困難な場合もあることが明らかに
なった。抽出済み DNAでも解析できるように
なれば、汎用性が高まる。今後機会があれば、
技術的な改善を検討していきたく考えてい
る。 
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