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研究成果の概要（和文）： 
 個人に対応した生活習慣病の予防・診断や薬剤投与前の事前診断を目的とするSNP解析では

短時間で正確な解析結果を得ることが重要となる。本研究では、DigiTag2法によるSNP解析を

短時間かつ低コストで実施することを目指して、実験プロトコルの改良を行った。この結果、

96か所のSNP解析結果を得るのにかかる時間は、従来のプロトコルでは約13時間を要していた

が今回の改良により約7時間まで短縮することができた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 High-throughput and highly accurate SNP typing platforms are required to perform risk 
diagnosis for multifactorial disease and drug response. Here, we improve the DigiTag2 
assay to shorten the running time and save the running cost by applying new type of 
enzyme. The DigiTag2 assay enables analysis of a set of 96 SNPs using Kapa 2GFast 
HotStart DNA polymerase with a new protocol that has a total running time of about 7 
hours, which is 6 hours shorter than the previous protocol. 
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１．研究開始当初の背景 
研究開始当初から現在まで、生活習慣病を

含むさまざまな疾患について疾患感受性遺

伝子を探索・特定する研究が数多く報告され

ている（図 1 中、フェーズ 1 およびフェーズ

2）。これらのフェーズで使用されている解析

プラットフォームの多くは海外資本のもの

であり、日本発の解析プラットフォームは皆

無といっても過言ではない。日本人における

多因子疾患の疾患感受性遺伝子を探索・特定

するために、高価な海外製の解析プラットフ

ォームを導入せざるを得ないというのが現

状である。近い将来に訪れる「個人に対応し

た生活習慣病の予防・診断、薬剤投与前の事
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図 1 生活習慣病の疾患感受性遺伝子の探

索から予防・診断までの作業フェーズ 

前診断（図 1 中、フェーズ 3）」を目的とした

解析プラットフォームは間違いなく数年内

に必要とされることから、まさに今が本課題

「生活習慣病の予防・診断および薬剤投与前

の事前診断のための遺伝子解析法の開発」に

取り組むタイミングであるといえる。 

 
２．研究の目的 
研究代表者が確立した DigiTag2 法は、ゲ

ノムワイド関連分析（GWAS）で検出された
複数の疾患感受性遺伝子候補領域の中から、
真の疾患感受性遺伝子を効率よく特定する
のに適した遺伝子解析法である。DigiTag2
法を用いて、様々な疾患のリスク診断および
薬剤投与前の事前診断を行うための遺伝子
解析プラットフォームを用意することで
DigiTag2 法が研究の場だけでなく臨床の場
でも利用されることが期待される。しかしな
がら、研究の場および臨床の場で DigiTag2
法を利用していく上で、1) 初期費用の削減、
2) ランニングコストの削減、3) ランニング
時間の短縮、4) コンテンツの充実などが今後
の課題として挙げられる。本研究においてこ
れらの課題を解決することで、DigiTag2 法に
よる疾患のリスク診断・薬剤投与前の事前診
断を目的とした遺伝子解析プラットフォー
ムの利用ニーズが広がるだけでなく、全く新
しい研究分野へも利用の場を広げていくこ
とが期待される。 

本研究では、初期費用にかかるコストを約
40%削減し、ランニングコストを約 75%削減
することを目指す。また、新しい酵素を用い
てマルチプレックス PCR にかかるランニン
グ時間を約 50%短縮することを目指す。様々
な疾患の疾患感受性遺伝子座位および薬剤
応答に関与する SNP をまとめて解析するこ
とで、”個人に対応した生活習慣病の予防・診
断および薬剤投与前の事前診断を目的とし
た遺伝子解析プラットフォーム”を開発する
ことを目標とする。 

 
３．研究の方法 
(1) DigiTag2 法のコスト削減 

DigiTag2 法の現行のプロトコルでは、1 か
所の SNP を検出するために 5 本のオリゴ
DNA（PCR 用プライマー2 本、SNP 検出用
プローブ 3 本）が必要となる。96 か所の SNP
を解析するためには、合計 480 本のオリゴ
DNA を購入するための初期費用が（ランニ
ングコストとは別に）必要となる。DigiTag2
法にかかる初期費用の削減を目指して、現行
の 5 本/SNP の必要なオリゴ DNA 本数を 3
本/SNP で済むようにプロトコルを改良する。
具体的には、現在のプロトコルで採用してい
る Oligonucleotide Ligation 法から Single 
base extension 法に変更することを試みる。
この改良により初期費用にかかるコストを
約 40％削減することができる。また、
DigiTag2 法の現行プロトコルでは同時解析
SNP 数の上限を 96SNPs としているが、
384SNPs の同時解析を目指す。384SNPs の
同時解析が可能となれば、ランニングコスト
を約 75%削減することができる。 
(2) 実験プロトコルの時間短縮 

現在のDigiTag2法で時間がかかる工程は、
ゲノム DNA をテンプレートとしたマルチプ
レックス PCR と蛍光分子を導入する工程で
あるラベリングである。短時間の実験プロト
コルを実現するために、新しい酵素の適用を
検討する。現行のプロトコルで使用している
酵素、Qiagen multiplex PCR キットおよび
Ex Taq polymerase に代わる酵素として、
KAPA2G FAST PCR キット（KAPA）や
SpeedSTAR HS DNA Polymerase
（TaKaRa）といった短時間で PCR を行うこ
とのできる酵素や Titanium Taq 
polymerase（Clontech）や Multiplex PCR 
Assay Kit（TaKaRa）などのマルチプレック
ス PCR に適した酵素を検討する。実験的な
評価は、ヒューマンサイエンス研究資源バン
クから購入した PSC 細胞株の精製ゲノム
DNA を用いて、96-plex SNP タイピングを
行う。ここで用いるタイピングセットはこれ
までに設計したものから任意に選択する。 

 
４．研究成果 
 個人に対応した生活習慣病の予防・診断や
薬剤投与前の事前診断を目的とする SNP 解
析では、短時間で正確な解析結果を得ること
が重要となる。本研究では、DigiTag2 法によ
る SNP 解析を短時間かつ低コストで実施す
ることを目指して、実験プロトコルを改良し
た。 
 従来のプロトコルでは、Qiagen multiplex 
PCR キット(工程：マルチプレックス PCR)
および Ex Taq polymerase 酵素（工程：ラベ
リング）を使用し、それぞれの工程に 5 時間
30 分、3 時間 30 分の時間がかかっていた。
両工程で使用する酵素を KAPA2G FAST 
PCR キット（KAPA）に変えたところ、それ



 

 

図 2 改良版 DigiTag2 法による 

SNP タイピング 

a) 新規プロトコル 

b) 従来プロトコル 

表 1 SNP タイピング結果の比較 

ぞれの工程にかかる時間を 2 時間、1 時間 30
分に短縮できることが明らかとなった。この
結果、マルチプレックス PCR にかかる時間
を 50%以上削減する目標を達成した。また、
SNP 解析結果を得るためにかかる総時間に
ついても、従来のプロトコルでは約 13 時間
を要していたが、今回の改良により約 7 時間
まで短縮することができた（図 2）(Nishida N 
et al. PLoS One 2012)。 

 
 KAPA2G FAST PCR キットを用いた SNP
解析結果（表 1a）を、従来のプロトコルによ
る SNP 解析結果（表 1b）と比較したところ、
解析結果に大きな違いは見られなかった。合
わせて、192 か所を同時に増幅するマルチプ
レックス PCR を実施し、その産物をテンプ
レートとした SNP タイピング結果の比較に

おいても、新規プロトコルと従来プロトコル
の間で大きな差は見られなかった(Nishida 
N et al. PLoS One 2012)。また、256 か所を
同時に増幅した結果においても、タイピング
結果に大きな差異は見られなかった（論文未
報告）。目標であった 384 か所のマルチプレ
ックス PCR は今後の課題として残ったもの
の、256 か所の同時増幅が可能であったこと
から約 60%のランニングコスト削減が現実
的なものとなった。 
 
また、タイピングコストの削減を目指して、

1 箇所の SNP について 5 種のオリゴ DNA を
必要とした従来のプロトコルから、3 種/SNP
で済む一塩基伸長法による遺伝子型決定を
試みた。一塩基伸長法に適したプローブ配列
の設計パラメータを決定した。なお、プロー
ブデザインはVisual OMPソフトウェアを用
いて実施した。4 種類の蛍光分子を使用する
一塩基伸長法での SNP タイピングでは、4
種類の蛍光分子を検出する DNA アレイスキ
ャナーを準備する必要がある。一塩基伸長法
による SNP タイピングを実験的に検証する
ことが今後の課題として残った。 

これまでに DigiTag2 法を用いてヒトの
様々な疾患（肝炎、2 型糖尿病など）を対象
として合計 3,724 種の SNP タイピングを実
施し、そのうち 3,384 種の SNP タイピング
に成功した（タイピング成功率 90.87%）。現
在も、国内外において様々な疾患を対象とし
た研究が進められており、GWAS 後の
Replication解析などで複数か所の SNP を対
象とした解析の必要性は今後ますます高ま
るものと考えられる。 
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