
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１１３０１

基盤研究(C)（一般）

2016～2014

アルコール性膵炎患者の網羅的エクソーム解析による遺伝的要因の解明

Search for new candidate genes of alcoholic pancreatitis by whole exome 
sequencing

３０４３１５６３研究者番号：

粂　潔（Kume, Kiyoshi）

東北大学・大学病院・助教

研究期間：

２６４６１０３０

平成 年 月 日現在２９   ５ １７

円     3,800,000

研究成果の概要（和文）：アルコール性膵炎の遺伝的背景因子は十分に解明されていない。本研究では次世代シ
ークエンサーを用いたエクソーム解析により、これまで不明であったアルコール性膵炎発症のメカニズムを解き
明かすことを目的とする。アルコール性膵炎症例16例を対象に、次世代シークエンサーのHiseq2500を用いて行
い、エクソン領域の遺伝子異常を網羅的に検出した。16検体から1,340,000個の遺伝子異常を同定し、日本人健
常者と比較し、オッズ比が高かった遺伝子異常93個について、症例数を増やして追加検討した。その結果、
RNF113Bのミスセンス変異がアルコール性膵炎患者において有意に高頻度であることが確認された。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study was to identify a new candidate gene responsible for 
alcoholic pancreatitis.  Genomic DNA was prepared from a total of 560 patients with pancreatitis and
 439 control subjects.  The SureSelect Human All Exon kit was used for the analysis of all exons in 
16 patients with alcoholic pancreatitis.  There were about 1,340,000 variants in total of the 16 
samples.  We compared frequency of the residual variants from that of control samples by Human 
Genetic Variation Browser.  Statistically significant difference was observed in the frequency of p.
S89R variant in ring finger protein 113B between patients with alcoholic pancreatitis (14.3%; 
31/217) and control subjects (6.6%; 29/410) (OR 2.4 p=0.002).  The frequency of this variant in 
patients with non-alcoholic pancreatitis (8.2%; 28/343) was not statistically different from that in
 controls.  Next generation sequencing might become the new strategy to identify the candidate genes
 for alcoholic pancreatitis.

研究分野： 膵炎
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１．研究開始当初の背景 
アルコールの過剰な摂取は公衆衛生に深刻な
影響をもたらし、世界的にみても健康障害の
最大のリスク要因の一つである。若年死と身
体障害を引き起こすリスクとしては第 3 位に
あり、2004 年には世界でおよそ 250 万人がア
ルコール関連の原因で死亡し、世界の全死亡
者の 3.8％、疾病の 4.5%が有害なアルコール
の使用によるものと考えられている。有害な
飲酒は、精神神経疾患や心血管疾患、肝硬変
や膵炎などの重大な危険因子である。慢性膵
炎に関する本邦の全国調査の結果、2007 年の
1 年間の慢性膵炎の推定受療患者数は 47,100
人であり、新規発症の慢性膵炎患者数は
15,200 人であった。成因別ではアルコール性
64.8%、特発性 18.2%であり、アルコール性の
占める割合は非常に高かく、特に、男性患者
ではアルコール性が 73.1%と多かった。女性
患者ではアルコール性が 27.4%であったが、
過去の全国調査と比較すると、1978 年から
1984 年の調査で女性患者におけるアルコー
ル性の割合が 8.2％、1999 年で 13.8%であっ
たのに比べ増加傾向にあるといえる。一方、
大酒家のうちでも慢性膵炎となるのは 5%程
度と少なく、遺伝的背景因子などの存在が考
えられている。 
 近年登場した次世代シークエンサーは、従
来のキャピラリーシークエンスとは異なる技
術で読み取った短いDNA断片の塩基配列を、
ヒトゲノム解読で得られた既存の地図に貼り
付けていくという手法により、短期間のうち
にゲノム全体を読み取ることを可能にした。
なかでも蛋白質を符号化している mRNA の
翻訳領域（エクソーム）はゲノムの 1.5%、総
和は 32Mb 余りであり、遺伝病の 85%以上を
説明できるとされ、解析費用を大幅に縮小し
ながらも網羅的解析が可能である。我々も家
族歴のある膵炎患者 3 家系 7 症例の遺伝子検
体を用い、エクソーム解析し、膵炎と関連す
るカルボキシペプチダーゼ A1(CPA1)の遺伝
子変異 p.V251M を 1 家系に同定した。本遺伝
子異常は新規の膵炎関連遺伝子であり、共同
研究の結果、p.V251M では分泌が著明に低下
しており、変異による折り畳みの異常の結果、
小胞体ストレスを誘導し膵炎リスクを上昇さ
せると考えられた。今日までに、稀な膵炎で
ある遺伝性膵炎の家系においてカチオニック
トリプシノーゲン(PRSS1)の点突然変異が報
告され、膵分泌性トリプシンインヒビター
(SPINK1)や Cystic fibrosis transmembrane 
conductance regulator (CFTR)の遺伝子変異が、
原因不明の特発性膵炎と関連することが報告
されている。またキモトリプシン C(CTRC)の
遺伝子異常やトリプシノーゲン遺伝子座のコ
ピー数変異が一部の遺伝性膵炎や特発性膵炎
と関連すると報告されている。しかし、これ
らの遺伝子異常は遺伝性膵炎や特発性膵炎の
背景因子であり、最も主要な成因であるアル
コール性膵炎の遺伝的背景因子はこれまで明
らかにされていない。 

 2012 年に報告されたゲノムワイド関連解
析(GWAS)の結果、クローディン 2(CLDN2)と
PRSS1- PRSS2 座位の遺伝子多型とアルコー
ル性膵炎との関連が明らかとなった[2]。クロ
ーディン 2 はタイトジャンクションを形成す
る膜タンパク質であり、CLDN2 のリスクアレ
ルはクローディン 2 の膵腺房細胞における局
在の異常に関連していた。CLDN2 のリスクア
レルである rs12688220[T]のアレル頻度は対
照群で 0.261 であるのに対し、非アルコール
性膵炎患者で 0.322、アルコール性膵炎患者で
0.427 であり、飲酒が重なることでリスクを上
昇させると考えられた。しかしこれらのオッ
ズ比は小さく、アルコール性膵炎の発症機構
全体を理解するには至っていない。 
２．研究の目的 
本研究では超高速の次世代シークエンサーを
用いて、蛋白質を符号化している mRNA の翻
訳領域を網羅的に解析し、アルコール性膵炎
発症と関連する低頻度アレルを同定すること
で、これまで不明であったアルコール性膵炎
発症のメカニズムを解き明かすことを目的と
する。 
３．研究の方法 
(1) PRSS1遺伝子、SPINK1遺伝子、CTRC遺伝
子、CPA1遺伝子などの変異のないアルコール
性膵炎患者 16 例を対象とし、次世代の超高速
シークエンスによりエクソーム解析を行った。
具体的にはゲノム DNA を末梢血白血球より抽
出し、Sure-Select Human All Exon Kit 
V4(Agilent 社)を用いて、エクソン領域の DNA
断片のみを抽出•濃縮した。ゲノム DNA を 200
〜300bp 程度に断片化し、両端に 2種類のア
ダプターを結合させた。アダプター配列を利
用して、フローセル上に結合・増幅させ、ク
ラスターを合成。可逆的ターミネーターを使
った Sequencing-by-Synthesis 法により、１
塩基伸長と蛍光の読み取りステップを繰り返
し行うことで、フローセル上で並列的な大量
のシーケンスを行った。シークエンスには
illumina 社の Hiseq2500 を用い、リード長
101bp の paired-end reads により解読した。
得られたシークエンスデータについて UCSC 
hg19を標準ゲノム配列としnovoalignにより
マッピングした。マッピング結果から gatk
によりバリアントコールを行い、信頼性を評
価した上でフィルタリングすることで、変異
を検出した。本邦の健常者における遺伝子異
常のデータは Human Genetic Variation 
Database (HGVD)を利用した。 
(2)膵炎との関連が疑われた候補の遺伝子異
常について、ABI3100 Genetic Analyzer を用
いたサンガー法によるダイレクトシークエン
スを行い、遺伝子異常を確認した。他の 16
例のアルコール性膵炎患者と対象に遺伝子解
析を追加し、候補遺伝子を絞り込んだ。絞り
込まれた４つの遺伝子については、さらに多
数例の膵炎患者を対象に解析し、膵炎との関
連性を評価した。対象とした患者は膵炎患者
560 例（慢性膵炎 307 例、急性膵炎 253 例）、



健常者 439 例であった。多数例の解析はダイ
レクトシークエンスもしくは
PCR-Restriction Fragment Length 
Polymorphism(RFLP)により行った。対象患者
の成因の内訳は慢性膵炎ではアルコール性
120 例、特発性 77 例、遺伝性・家族性 36 例、
自己免疫性 77 例であり、急性膵炎ではアルコ
ール性 97 例、特発性 115 例、胆石性 41 例で
あった。 
４．研究成果 
(1)各検体の総リード数は 6100 万リード以上、
を読み取った。ターゲット領域の平均 depth
は 70 以上、コーディング領域の約 70%は
depth50 以上で読み取れており、良好な結果
であった。解析を行った 16 例全例では計 134
万個の遺伝子異常を同定し、うちエクソン領
域に認められた遺伝子異常は 68000 個であっ
た。HGVD を用いて健常者における頻度と比較
してオッズ比が 5以上でかつマイナーアレル
頻度が 9%以上であった 74 遺伝子(表 1)と、オ
ッズ比が 3以上でかつマイナーアレル頻度が
9%以上であった19候補遺伝子(表2)を抽出し
た。 

 
 

 

 
 
(2)候補として同定した計 93 の遺伝子につい
て別のアルコール性膵炎患者 16 例を対象に
遺伝子解析を行った。その結果
AHNAK2:rs150385420,CDH23:rs74145660,KITL
G:rs3741457,RNF113B:rs114712839 の 4つの
遺伝子異常に絞り込まれた。この４つの遺伝
子については、さらに多数例の膵炎患者を対
象に解析し、膵炎との関連性を評価した。そ



の結果を表 3に示す。 

 

４候補遺伝子のうち 3つの候補遺伝子におい
て有意差はなく、RNF113B 遺伝子の
rs114712839 がアルコール性膵炎患者におい
て有意に高頻度であった。本遺伝子異常につ
て、アルコール性膵炎以外の成因の膵炎患者
を対象に遺伝子異常の有無を調査した（表 4）。 

 

RNF113B 遺伝子の rs114712839 すなわち
p.S89R はアルコール性慢性膵炎 120 例中 20
例 16.7％に認められ、健常者 439 例中 29 例
6.6%に比べ有意に高頻度であった（P値
0.002）。アルコール性急性膵炎患者 97 例中
11 例 11.3%にも認められ、急性と慢性を合わ
せた全アルコール性膵炎患者 217 例中 31 例
14.3%に同定され、これも健常者と比べ有意に
高頻度であった(P 値 0.002)。他の成因につい
ては胆石性急性膵炎で高頻度であったが、そ
れ以外では有意差を認めなかった。RNF113B
蛋白の詳細な機能については現在のところ十
分には解明されておらず、アミノ酸置換を伴
うこの p.S89R 遺伝子異常による機能障害に
ついても今後の検討が必要である。 
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