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研究成果の概要（和文）：(1) DNASE1に合計42個の活性喪失型となるgenetic variantsを同定した。これらはin
 vivo酵素活性レベルを減弱させるものであり、自己免疫疾患等のリスクファクターになる。
(2) 関節リウマチに係るDNase 1-like 3及びDNase II遺伝子に活性喪失型を産生する、それぞれ4及び5個の非同
義置換型SNPsを同定した。
(3)皮膚角化に関与するDNase 1-like 2遺伝子に活性消失を惹起する32 個の非同義置換型SNPs、19個のnonsense
型及びframeshift 変異を同定し、これらは尋常性疥癬などに見られる不全角化のリスクファクターになる。

研究成果の概要（英文）：We could demonstrate that; (1) Total 42 genetic variants producing a 
loss-of-function could be identified in DNASE1. (2) In DNase 1-like 3 and DNase II genes, which have
 assumed to be involved in rheumatoid arthritis, 4 and 5 non-synonymous SNPs abolishing the 
activity, respectively, were found.  Furthermore, the synonymous SNPs in the latter exhibited a 
significant association with rheumatoid arthritis in the Japanese populations. (3) DNase I-like 2 
has been assumed to play a role in the etiology of parakeratosis through incomplete degradation of 
DNA in the epidermis.  In DNASE1L2, 32 missense SNPs and 19 SNPs originating from frameshift/ 
nonsense variants resulted in loss of function of the enzyme. (4) Almost all the variants producing 
a loss-of-function exhibited extremely low genetic heterogeneity. (5) Each of the minor alleles for 
these genetic variants may serve as one of genetic risk factors for various diseases, even though 
they lack a worldwide genetic distribution.

研究分野： 法医学、病態遺伝生化学、酵素学

キーワード： DNase　遺伝的多型　一塩基多型　心筋梗塞　自己免疫疾患　遺伝的リスクファクター　遺伝的多様性

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
自己免疫疾患や心筋梗塞などに関与するDNase I遺伝子では42個の、関節リウマチに関与するDNase 1-like 3お
よびDNase II遺伝子ではそれぞれ4及び5個の、尋常性乾癬における不全角化病変異に係るDNase 1-like 2遺伝子
では51個の不活性な酵素を産生するgenetic variantsを同定した。これらはin vivo DNase活性を減弱させるも
のであり、それら疾患のリスクファクターとなる。本研究の結果はDNase familyが自己免疫疾患などの遺伝的背
景の一部となることの確証をもたらすものであり、もって、オーダーメード医療の推進に寄与できる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
報告者らは、従前の研究から、DNase I が消化器がんや心筋梗塞の新規な疾患感受遺伝子で

あること、心筋梗塞発症に際し血清 DNase I 活性レベルの急激な上昇が惹起されること等を明
らかにし、その成果は高く評価された。本研究はそれらの研究成果を基盤とし、報告者らが見
出した“多型性”を一つの基軸として、それら疾患の発症や診断に係る DNase I を含めた DNase 
family (DNase I-like 1, 2 及び 3, DNase II)の病態遺伝・生理学的関与を解明することによって、
DNase familyを疾患危険因子・診断マーカーとして検証することを主な研究目的としている。 
従来から、DNase I を含めた DNase family は細胞死によって逸脱する高分子 DNA を排除

するなどアポトーシスに関与すること、さらにそれに関連して自己免疫疾患に伴う抗核自己抗
体の産生を抑制することが想定されてきた。また、自己免疫疾患患者において in vivo DNase 
family 活性の低下が報告されている。しかしながら、本研究で企画している DNase I を含めた
DNase family の“多型性”を一つの基軸とした病態遺伝・生理学的関与の解明による疾患危険因
子・診断マーカーとしての検証を目的とした研究は国内外でほとんどなされていない。 
報告者らは DNase I 及び II 遺伝子内にタンパク・表現型レベルで多型部位を見出し、これ

ら DNase が遺伝的多型形質（個人識別マーカー）であることを世界に先駆けて報告した。特
に、主要対立遺伝子 DNASE1*1 及び*2 によって支配される DNase I 多型（一塩基置換多型
SNP p.Gln244Arg に相当）における DNASE1*2 対立遺伝子は消化器がんや心筋梗塞の新規な
疾患感受性遺伝子であることを明らかにした(Cancer, 1998, 82, 1621; Eur Heart J, 2006, 27, 
2081 など)。さらに、心筋梗塞（一過性心筋虚血）発症直後に血清 DNase I 活性レベルの一過
的な急激な上昇が惹起され、DNase I が新たな鑑別診断マーカーになりうることを示唆した
(Circulation, 2004, 109, 2400 など）。また、DNase I 以外の DNase family が自己免疫疾患に
関与していることが報告されてきたが、その病態遺伝学的背景は明らかでない。そこで、法医
学への貢献（個人識別の高度化）を目的とした研究に端を発した DNase I を含めた DNase 
family について、これら疾患の発症・病態や診断に係る病態遺伝・生理学的関与を解明するこ
とができれば、DNase family が疾患危険因子・診断マーカーとして活用できる基盤を確立で
きるものとして本研究を着想した。 
 
２．研究の目的 
本研究では、①疾患危険因子としての DNase I の病態生理学的検証、②心筋梗塞（一過性心

筋虚血）鑑別診断マーカーとしての DNase I の検証、③自己免疫疾患発症などに係る疾患感受
性遺伝子としての DNase family 遺伝子多型の病態遺伝学的基盤の確立などを主な目的とした。
なお、ここでは主に③に関する研究成果を記載する。 
具体的には、 

(1) DNase I 遺伝子における genetic variants の網羅的解析 
(2) 自己免疫疾患に係る DNase 1L3 および II 遺伝子に分布する SNPs に関する病態遺伝学的解

析 
(3) DNase 1L2 遺伝子に分布する SNPs に関する病態遺伝学的解析 
(4) 心疾患患者などにおける血清中 cell-free DNA の予備的検討 
(5) 新規 CNVs（コピー数多型）解析法の開発と DNase family 遺伝子への応用 
を実施した。 
 
３．研究の方法 
(1) DNase I 遺伝子における genetic variants の網羅的解析 
(2) 自己免疫疾患に係る DNase 1L3 および II 遺伝子に分布する SNPs に関する病態遺伝学的解

析 
(3) DNase 1L2 遺伝子に分布する SNPs に関する病態遺伝学的解析 
①それぞれの DNase について、主要 haplotype に対応する cDNA を挿入した発現ベクターを

作成し、site-directed mutagenesis によってそれぞれの SNPs 等の minor-allele に相当するアミノ酸
置換型 DNase 発現ベクターを構築した。次いで、それぞれの発現ベクターを導入した COS-7
細胞中に発現したそれぞれの DNase 活性を single radial enzyme diffusion 法によって定量した。
②それぞれの SNPs 等について、新たに開発した PCR-RFLP 法を利用した遺伝型判定法を用い
て、アジア人、アフリカ人、白人など異なる 16 集団（計 1752 名）から採取した DNA につい
て、それぞれ遺伝型を判定した。 
 
(4) 心疾患患者などにおける血清中 cell-free DNA の予備的検討 
①島根大学医学部救急外来の患者（51 名）のおよび健常人（55 名）の血清１ｍL から Maxwell® 

RSC ccfDNA Plasma Kit  (Promega Corp.)を用いて circulating cell-free DNA の抽出を行った。な
お、本研究計画は島根大学倫理委員会の承認を得ている。②DNA 1000 kit を用いて、前項で抽
出した cell-freeDNA の Shimadzu MultiNA による電気泳動を行った。  

 
(5) 新規 CNVs 解析法の開発と DNase family 遺伝子への応用 
①ゲノム DNA を鋳型として増幅した ZNF80、DNASE 遺伝子特異的な各配列を、pCR II vector 



（Invitrogen）に挿入した。さらに、ZNF80 特異的配列および目的とする DNASE CNV に特異的
な配列をそれぞれ 1 コピーずつ含むキメラプラスミドを作製した。DNASE CNV の解析に用い
る ZNF80 および DNASE の検量線は、キメラプラスミドの希釈列を鋳型とした real-time PCR 
(Q-PCR)により作成した。2 倍体あたりの CNV コピー数は式 [目的 CNV の増幅産物量/ ZNF80
の増幅産物量]× 2 によって算出した。②当該解析法を利用して、DNASE1、DNASE1L3 および
DNASE2 に分布する CNVs について、日本人(265 名)およびドイツ人(80 名)集団における CNV
コピー数を調査した。 
 
４．研究成果 
(1) DNase I 遺伝子における genetic variants の網羅的解析 
内在性または外来 DNA を分解・除去する DNase I を含めた DNase family は生体内の恒常性

維持に寄与しており、その活性減弱・消失は自己免疫疾患発症等に関与することが示唆されて
きた。そこで、本研究では、DNase I を含めた DNase family の病態遺伝学的関与を明らかにす
るための一助として、活性減弱・消失を惹起する可能性がある遺伝子内の非同義置換型 SNPs
やその他の genetic variants に着目し、その遺伝型－活性相関等を解析した。 
 ①報告者らは、これまで疾患の遺伝的リスクファクタ―となり得る loss-of-function 型を産生
する非同義置換型 SNPs を網羅的に同定してきた。本研究では従来の研究で解析した 61 SNPs

に加え、あらたに NCBI SNP database に登録さ
れた 70 SNPs についてアミノ酸置換による酵素
活性への影響を精査した。その結果、これら
SNPsは57 SNPs not affecting the activity、36 SNPs 
reducing it、21 SNPs elevating it および 18 SNPs 
abolishing it に分類できた。特に、後者の minor 
allele は loss-of-function 型を産生し、さらに
wild-type に比して活性を 20％以下に減弱させ
る 6 SNPs reducing it も同定され、これら SNPs
は in vivo DNase I 活性を減弱させるものである
ことが明らかとなった（図 1）。 

図 1  DNASE1 に分布する loss-of-function 型 SNPs、 
多型性および活性変動を示す SNPs 
 
 病態と関連する SNPs を予測するため、従来から様々な prediction tools が in silico 解析に利用
されている。本研究の結果は単一遺伝子における百数十のアミノ酸置換による機能への効果を
網羅的に解析したものであり、このデータを基にこれら tool の予測の正確性を検証した。その
結果、Polyphen-2 など六つのツールはいずれも活性に影響あるものをある程度正確に予測でき、
中でも PredictSNP が最も高い正確性を示した。しかしながら、活性に影響ないものについては
予測が必ずしも十分ではなく、病態への関与を明らかにするためには in silico 解析だけではな
く、タンパクレベルの解析も必須であると考えられた。 
 ②DNASE1 には 15 nonsense SNPs および 15 indels (inframe)が分布しており、本研究でそれら
の酵素活性への影響を精査した。解析した全ての nonsense SNPs では酵素活性は検出できず、
全て loss-of-function 型であった。さらに、DNase I タンパクの分子表面のループ領域に位置す
る3 indelsを除いて、13 indels (inframe)は酵素活性を示さない loss-of- function型であった。また、
これら genetic variants の相当するアミノ酸配列上の位置を鑑みると、DNASE1 に分布する 15 
indel (frameshift)は全て酵素活性を示さないものと容易に推定された。 
 以上のことから、nonsense 型およびほとんどの indel 型は酵素活性を消失する loss-of- function
型であることが明らかとなり、自己免疫疾患等のリスクファクターになるものと考えられた。 
③非同義置換型 SNPs を含めた、これら genetic variants の分布を異なる多集団で明らかにす

るとともに 1000 genome project による population data を参照・調査した。その結果、global minor 
allele frequency が 0.01 以上のものが 14 個同定された。このうち、酵素活性を変動するものとし
て SNPs p.Gln31Glu、 p.Arg107Gly、p.Arg207Cys および p.Gln244Arg が見出された（図１）。中
でも p.Gln244Arg は酵素活性が wild-type に比して約半分となる低活性型であり全ての集団で、
他方 p.Arg107Gly は loss-of-function 型でありアフリカ人集団で、それぞれ多型レベルで分布し
た。特に、前者は酵素活性を減弱させるとともに広く多型性を示す SNP として様々な疾患の発
症や病態に係る遺伝的背景を構成する一つになるものと考えられた。 
 報告者らは、SNPs p.Gln244Arg における低活性型の Arg 型 DNase I は心筋梗塞と有意な関連
があることを報告した。近年、自然免疫応答の一つとして、好中球が核内のゲノム DNA など
から構成される網目状構造体、neutrophil extracellular traps NETs を放出するが知られ、他
方過度に誘発されると心筋梗塞など様々な疾患の発症・病態の進行を引き起こすことが報告さ
れている。DNase I は過剰に形成された NETs の除去に関与する NETs の内因性制御因子とし
て機能することが想定され、低活性型の Arg 型 DNase I が心筋梗塞のリスクファクターとなる
のは、Gln 型 DNase I に比較し活性が低く、このため過剰に誘導された NETs の除去効果の低
下に基づくものと考えられた。また、心筋梗塞発症直後の DNase I の一過的動員（血清 DNase 
I 活性の上昇）は NETs の除去を促す病態生理学的な応答であることが示唆された。 



 
(2) 自己免疫疾患に係る DNase 1L3 および II 遺伝子に分布する SNPs に関する病態遺伝学的解

析 
①自己免疫疾患発症に係るヒト DNase family として DNase II および I-like 3 (1L3)遺伝子

について、活性の減弱・消失をきたす
functional SNPs を検索するため、こ
れら遺伝子内に座位する全ての非同
義置換型 SNPs（35 及び 41 座位）に
ついて functionality および遺伝的多
様性を精査した。その結果、アミノ酸
置換による活性への影響の観点から、
上述のように、SNPs を四つのタイプ
に分類できた。中でも“SNPs 
abolishing the activity”は
loss-of-function 型酵素を産生する
functional SNPs であり、それぞれ 4 及
び5座位のSNPsが同定された（図2）。 

図 2 DNASE1L3 および DNASE2 に分布する functional SNPs 
アステリスクを付した SNPs は酵素活性を大幅に減弱させるものを示す。 
 

これら functional SNPs について、3 大人種を含む異なる 16 集団において、loss-of-function
型酵素を産生する minor allele は見出せず、すべて mono-allelic な遺伝型分布を示した。従っ
て、これら loss-of-function 型酵素を産生する functional SNPs は、遺伝的多様性は極めて乏
しいものの、自己免疫疾患の遺伝的リスクファクターとなることが明らかとなった。 

②ドイツ人集団において、DNASE2 に分布する SNPs が関節リウマチに関連することが報
告されており、報告者らは関連するそれぞれの遺伝型では血清 DNase II 活性が有意に低値で
あることを明らかにした。本研究では、日本人集団において、関節リウマチ患者群(200 名)と
健常者群(200 名)DNA を用いたケースコントロール解析を行った。その結果、SNPs4840209 お
よび 11085823 に、ドイツ人集団と同様な関節リウマチとの有意な関連（P=0.015 および 0.0047）
が認められた。これらおよび従前の結果から、これら SNPs は DNase II 遺伝子の転写活性の低
下を惹起し、その結果 DNase II 産生量が低下し、それによって関節リウマチの易罹患に繋がっ
たものと考えられた。 
 
(3) DNase 1L2 遺伝子に分布する SNPs に関する病態遺伝学的解析 
角化細胞の最終分化過程に関与する DNase I-like 2 (1L2)の活性低下が尋常性乾癬などに見ら

れる不全角化病変を惹起することが示唆されている。そこで、DNase 1L2 の in vivo 活性の低下
を引き起こす functional SNPs は不全角化病変発症の遺伝的背景になると想定される。本研究で

は、DNase 1L2 について、機能に影響する
可能性のある全非同義置換型 SNPs に着目
し、酵素学的性状および多集団における
SNP 分布を解析した。 
①特に、リスクファクターとなる

loss-of-function 型を効率よく同定するため、
DNASE において当該タイプを予想するの
に有用であることが検証された Polyphen-2
によって予測された 28SNPs を解析した。
その結果、そのうち 23SNPs が
loss-of-function 型として同定でき、従前の
研究と合わせ、DNASE1L2 に活性消失を惹
起する 32 SNPs が分布することが明らかと
なった（図 3）。 

図 3  DNASE1L2 に分布する loss-of-function 型 SNPs 
アステリスクを付した SNPs は酵素活性を大幅に減弱させるものを示す。 
 
② 3 大人種を含む 16 集団において、これらの SNPs の遺伝型分布は全て mono-allelic であり、

loss-of-function 型を起こす SNPs には顕著な遺伝多様性は見られなかった。 
③DNASE1L2 には 13 frameshift および 6 nonsense variants が分布している。これらはすべて酵

素活性を示さず、loss-of-function 型であり、また多集団において相当する minor allele は認めら
れなかった。特に、他の DNase I family には見られない 19 アミノ酸残基から成る C 末端延長領
域における frameshift も酵素活性消失を惹起し、C 末端延長領域が DNase 1L2 の酵素活性には
不可欠であることが明らかとなった。さらに、従前から分子中央の Pro-rich 領域を欠損した
short-type DNase 1L2 の存在が報告されたが、wild-type に比して高活性型であった。しかしなが
ら、皮膚上皮細胞では相当する mRNA は検出されず、少なくとも高活性な short-type は角化に



伴う DNA 除去には関与しないことが明らかとなった。 
以上のことから、loss-of-function 型酵素を産生する非同義置換型 SNPs、frameshift および

nonsense variants について、in vivo 活性が保持されるようにヒト集団において分布が著しく偏っ
ているが、これら minor allele は不全角化病変のリスクファクターになることが明らかとなった 

 
(4) 心疾患患者などにおける血清中 cell-free DNA の予備的検討 

Cell-free DNA の多くは、血球系細胞の死滅に由来する DNA といわれており、健常人にも存
在する。妊婦の血液中には胎児由来の cell-free DNA が含まれ出生前診断に用いられている。

cell-free DNA は心筋梗塞でも増加すると報告
があるが、その他疾患と cell-free DNA の関連
については明らかになっていない。 
そこで、本研究では心疾患など様々な疾患

罹患者の cfDNA について、その断片化等に
着目した。心筋梗塞以外の心疾患罹患者にも
cfDNA が検出されたが、特に心筋梗塞罹患
者ではnucleosomal DNAに相当する166 bp 
DNA 断片の有意な増加が認められ、cell-free 
DNA の断片化が亢進していることが明らか
となった（図４）。 

図４ 心疾患患者における cell-free DNA の断片化 
 
血清 DNase I は DNase 1L3 と協働して DNA の断片化に関与しており、従前の研究で報告

者らが明らかにした「急性心筋梗塞発症に伴う血清 DNase I 活性の一過的な上昇」に関連す
ることが示唆された。現在、症例数を増やすなど、詳細を検討することとしている。 
なお、本研究は島根大学医学部藤原純子博士との共同研究である。また、本成果には平成

29 年度第 19 回日本 DNA 多型学会優秀研究賞が授与された。 
 
(5) 新規 CNVs 解析法の開発と DNase family 遺伝子への応用 

近年、様々な病態や身体的特徴と関連する CNVs が多数報告されている。そこで、従来から
の解析方法で必要とされていたコピー数既知のサンプルを使用することなく、Q-PCR による簡
便な CNV 解析を開発した。本法の特徴は、目的とする CNV を有する遺伝子および単一コピー

遺伝子（ZNF80）に特異的な配列をそれぞれ１
コピーずつ含むキメラプラスミドを作製し、こ
れを内部標準として検量線を作成する点にある。
リファレンス遺伝子 ZNF80 と目的 CNV の増幅
効率に大きな相違は無く、適切な正規化と正確
な判定 
が可能であり、調製したプラスミド混合物を用
いて CNV の模擬分析をおこなったところ、正
確なコピー数の算出が可能であることが確認で
きた。 
自己免疫疾患に係る DNASE1、DNASE1L3 お

よび DNASE2 には多数の CNV が分布しており
（図５）、特に loss of copy は in vivo DNase  

 
図５ DNASE1 に分布する CNVs 
点線に相当する exon4 を全ての CNVs を網羅的に検出する目的 CNV 領域とした。 
 
活性を大幅に減弱させ、疾患のリスクファクターになると考えられる。そこで、それぞれの
DNASE について、活性変動を惹起する全ての loss of copy または gain of copy を一括して網羅で
きる共通領域をそれぞれの目的 CNV 領域として、日本人集団およびドイツ人集団についてそ
れぞれの copy 数を算定した。その結果、両集団において、三つの DNASE について diploid あた
り 2 copies のみが観察された。このように、自己免疫疾患関連の DNASE には活性減弱を起こす
loss of copy は認められなかった。従って、in vivo DNase 活性の変動を惹起する CNVs に関して、
これら DNase 遺伝子は極めて遺伝低多様性に乏しいことが明らかとなった。 
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