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研究成果の概要（和文）： 
 近年，次世代シークエンサーの応用によって包括的かつ高精度の検出が可能になりつつ
あることを踏まえ，当初予定の方法に先行して，データ解析ワークフローの確立を行った。
これにより，紫外線高感受性症候群原因遺伝子 UVSSA の発見，データベースアクセスラ
イブラリ Ruby UCSC API の公開を達成した。期間中に口唇口蓋裂サンプルの解析を終え
ることができなかったが，今後構築したワークフローをもとに解析を継続する。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 Next generation sequencers (NGS) can analyze samples more comprehensively and 
more accurately than quantitative PCR. Thus, the author started to build data 
analysis workflow for NGS data. Using the workflow, the research team including the 
author succeeded to find the UVSSA gene causing UV sensitive syndrome A. The 
author also published database accessing library for Ruby, the Ruby UCSC API. The 
author plan to finish analysis of orofacial cleft samples using build workflows. 
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１．研究開始当初の背景 
非症候群性口唇口蓋裂の原因はいまだ不明
である。一方，症候群性口唇口蓋裂では，複
数の症候群の原因遺伝子として  TP63 と 
IRF6 が知られている。最近の報告により
（１）とマウス口蓋の癒合において，これら
の遺伝子産物のユビキチン-プロテアソーム
系（UPS）タンパク分解機構をとおした相互
作用が必須であること，（２）ヒトにおいて，
UPS 遺伝子のコピー数異常が UPS 機能異
常を引き起こすことが明らかになった。本研
究はこれらに加え，ヒト一般集団においても
複数の UPS 関連遺伝子群がコピー数多型

をもつことに注目した。本研究の目的は，こ
れらのコピー数多型による口唇口蓋裂発症
機序への関与を，現在収集を継続している 
ゲノム DNA サンプル（申請時で約 210 家
系／約 630 人）を用いて明らかにすること
である。 
 
２．研究の目的 
口唇口蓋裂は，ヒトにおける最も頻度の高い
先天性形態異常のひとつである。口蓋裂併発
を含む口唇裂の約 70%，また口蓋裂単独の約 
50%が，他の先天性異常をもたない非症候群
性口唇口蓋であるが，相関解析をはじめとす
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るさまざまなアプローチにもかかわらず
（ Mishima et al., BMC Bioinformatics, 
2008），いまだその原因は不明である。一方，
一部の症候群性口唇口蓋裂では，その原因遺
伝子が同定されている。これらは，非症候群
性口唇口蓋裂の原因解明への手がかりとな
り得る。TP63 遺伝子（p63 タンパク）は外
胚葉異形成・口唇口蓋裂・裂手裂足症 (EEC) 
症候群および眼瞼癒着・外胚葉異形成・口唇
口蓋裂（AEC）症候群の原因遺伝子である。
また，IRF6 は，口唇口蓋裂を持つ症候群で
ある van der Woude 症候群および膝窩翼状
片症候群（PPS）の原因遺伝子である。興味
深いことに，IRF6 は，非症候群性口唇口蓋
裂においても，複数の相関解析の結果から原
因遺伝子候補のひとつにあげられている。 
最近の報告（Moretti et al., 2010）により，
マウス二次口蓋癒合時において，p63 による 
IRF6 の転写活性化と IRF6 による p63 分
解促進が必須であること，およびこの p63 
の分解はユビキチン -プロテアソーム系
（UPS）によってなされることが明らかにな
った。UPS は，生体内での選択的なタンパ
ク分解を司るシステムであり，分解されるべ
きタンパクに結合するユビキチンと，ユビキ
チン化されたタンパクを分解する巨大なタ
ンパク複合体プロテアソーム，およびそれら
を制御する酵素群により構成される。UPS 
は，転写因子の分解，タンパクの品質管理，
抗原掲示，酸化ダメージを受けたタンパクの
分解など，細胞の正常な機能の維持に広くか
かわっている。その機能は発生，老化のプロ
セス，あるいは，悪性腫瘍・変性性神経疾患・
自己炎症性疾患といった疾患と関連してい
ることが知られている。 
UPS での重要なステップのひとつが，分解
標的タンパクのユビキチン化である。この機
能を司るビキチンリガーゼをコードする遺
伝子 UBE3A は，Angelman 症候群の原因
遺伝子として知られ，Angelman 症候群の一
部症例では口唇口蓋裂を併発することが報
告されている（Roesby et al., 1996; Tsai et 
al., 2004）。さらに，UBE3A のコピー数異常
（遺伝子の重複）が，mRNA およびタンパ
クレベルでの発現亢進を引き起こし，結果と
して UPS による p53 の過剰分解をもたら
すことが報告されている（Baron et al., 
2006）さらに興味深いことに，一般集団サン
プルに対するゲノム多型データベース
（DGV）上に現在登録されているコピー数多
型のうち，UPS 遺伝子のエクソンを含むも
のを検索したところ（表 1），60 個の UPS 
遺伝子のうち 3 割弱がコピー数多型を持つ
ことがわかった。一般集団において，ゲノム
上のほとんどの遺伝子は父由来／母由来（２
倍体）の２コピー存在する。コピー数多型と
は，一部の遺伝子において，２コピー以上（重 

複）あるいはそれ以下（欠失）のコピー数の
集団内多様性を持つことである。これらは，
UBE3A 同様に，UPS の機能に影響を与えて
いる可能性がある。 
申請者は，以上の背景より，UPS 遺伝子の
コピー数多型が，UPS による制御機構の撹
乱を引き起こし，口唇口蓋裂発症につながる
との仮説を立て，本研究計画の着想に至った。 
 
研究期間に何をどこまで明らかにしようと
するのか 
 
UPS 遺伝子群のコピー数多型 それぞれの 
UPS 遺伝子に対して校正プラスミドを構築
し，正確なコピー数測定系を確立する。その
上で口唇口蓋裂患者群と一般集団群との間
でコピー数分布に差異を示す UPS 遺伝子
の存在を明らかにする。検出されたコピー数
は遺伝性か，それとも de novo か？ 申請者
が収集継続しているサンプルでは患者とそ
の両親の３サンプルをセットにしている。非
症候群性口唇口蓋裂群に関しては，家系内個
発例が多い特徴を考えると，非遺伝性（de 
novo）コピー数変異が生じている可能性があ
る。コピー数多型は UPS 遺伝子発現に影響
するのか？ 一部のサンプルについては，不
死化 B 細胞を得ている。細胞抽出液を用い
て，mRNA およびタンパク発現量にコピー
数が影響しているかどうかを明らかにする。
コピー数多型は  UPS 機能に影響するの
か？ 同様に不死化 B 細胞でのユビキチン
化タンパク／酸化タンパクの蓄積，プロテア
ソームのタンパク分解活性を測定し，UPS 
遺伝子コピー数多型が UPS 機能への影響
するのかを確認する。 
 
本研究の学術的な特色・独創的な点及び予想
される結果と意義 
 
非症候群性口唇口蓋裂の原因は，広範な努力
にもかかわらずいまだ不明である。また，ヒ 
ト UPS 遺伝子群のコピー数が UPS 機能
へ及ぼす影響は UBE3A に関する報告以外
ほとんどわかっていない。本研究は，これら
の状況をふまえ，複数の UPS 遺伝子にコピ
ー数多型が存在することに注目し，本研究の
着想に至った。本研究は口唇口蓋裂／ UPS 
／コピー数多型を総合した点に特色・独創性
を持つ。本研究の結果は，口唇口蓋裂の予防
法開発にむけたブレイクスルーという意義
のみならず，多因子遺伝疾患（口唇口蓋裂の
他に自閉症・統合失調症などといった精神疾
患，あるいは生活習慣病などが含まれる）の
テーラメード予防医学の確立にインパクト
を与えることが期待できる。 
 
 



 

 

３．研究の方法 
当初予定されていた方法は以下のとおりで
ある：（１）詳細な解析を行う UPS 遺伝子候
補の絞り込みを目的に，申請者所属教室の持
つマイクロアレイデータのコピー数解析を
行う。（２）正確なコピー数測定系の確立を
目的に，校正プラスミドを構築する。（３） 
患者サンプルを用いたコピー数測定を行う。
（４）コピー数伝達様式の推定を目的に，患
者両親サンプルのコピー数測定を行う。（５） 
コピー数変異の細胞内での影響の確認を目
的に患者由来不死化 B 細胞を用いて対象遺
伝子の mRNA 量，およびタンパク量の定量，
さらに，（６）ユビキチン化タンパク／酸化
タンパクの蓄積，およびプロテアソームのタ
ンパク分解活性測定を行う。 
 しかしながら，急速な次世代シークエンサ
ー技術（NGS）の発達に伴い，NGS によるユビ
キチン－プロテアソーム系関連遺伝子のス
クリーニングを行い，その結果に対して上記
の詳細な解析を進めるべきであると考えた。
このためには，まず NGSから出力される大規
模なデータを解析するワークフローを構築
することが必須であり，まずこの課題に取り
組んだ。 
 
４．研究成果 
まず，NGS データのうち，実際のエクソー

ム解析のワークフローの構築を行った。エク
ソーム解析ワーフローについて，恵まれてい
た点は，ゲノムマッピングソフトウェアや，
ゲノムを対象としたデータベースの整備な
どコアになる技術の開発が急速に進んでい
た点である。一方，その発達は急激であり，
高頻度に更新されるため，プロジェクト途中
に繰り返しワークフローの再構築が必要に
なる問題点があった。これに対し，代表研究
者が構築した Pwrake/Rakeをベースにしたワ
ークフロー管理（Mishima et al., BMC Res 
Notes, 2011）が効果を発揮した。これによ
り最終的に紫外線高感受性症候群原因遺伝
子 UVSSA の発見という成果につながった。 
 また，ワークフローの試行錯誤による改良
をすすめるためには，データベースへのアク
セスを容易にする必要があり，特にヒトゲノ
ムのアノテーションを広範囲に収載してい
る UCSC Genome Database を対象にしたライ
ブラリ Ruby UCSC APIを開発し，オープンソ
ースソフトウェアとして公開した。 
 口唇口蓋裂サンプルについて，エクソーム
解析に用いることを前提に，研究倫理審査委
員会の承認および文書によるインフォーム
ドコンセントを得た上での収集を継続して
いる。しかしながら，本研究期間中には解析
を終えることができなかった。これまで構築
に成功したデータ解析のためのワークフロ
ーを活用して，今後，これらのサンプルの解

析をすすめる予定である。 
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