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研究成果の概要（和文）： 

 プール DNA を用いた，飛躍的に低コスト且つ信頼出来る疾患遺伝子の関連解析法を開発・確
立した．本法はマイクロアレイ法，定量的 SSCP法の 2 段階からなり，これを用いて全身性エリ
テマトーデスのゲノムワイド関連解析を行い，多数の疾患関連遺伝子を同定した．また，多数
の全胞状奇胎のゲノムを解析し，SNP およびコピー数多型に関する確定ハプロタイプを決定し，
日本人ゲノムの連鎖不平衡構造の情報基盤を「D-HaploDB」として公開した． 
 
研究成果の概要（英文）： 

We have established the cost-effective and reliable pooling-based methods for genome-wide association 
study. This method screens disease-associated regions by determining allele frequencies of SNPs in 
pooled DNA first by microarray analysis and then by quantitative SSCP analysis. Using this method, 
we detected many disease-related genes of systemic lupus erythematosus. We also determined 
definitive haplotype consisting of SNPs and copy number polymorphisms by genotyping duplicated haploid genomes 
of complete hydatidiform moles. This linkage disequilibrium information of Japanese genome has been made 
available from "D-HaploDB". 
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１．研究開始当初の背景 

ヒトの全ゲノム配列が解読され，疾患の遺
伝的背景をゲノムレベルで解析することが
可能になった．多因子疾患の原因遺伝子をゲ

ノムワイド関連解析により同定するための
情報基盤としては，個々の染色体における多
型の並び方（ハプロタイプ）および多型の頻
度を決定することが重要である．我々は文部
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科学省「２１世紀型革新的先端ライフサイエ
ンス技術開発プロジェクト（テーラーメイド
医療基盤整備プログラム）」により，プール
DNAの PLACE-SSCP解析による SNPアレル頻度
算出法を開発し，この方法により遺伝子転写
開始点領域の SNPを網羅的に解析し dbQSNP
データベースとして公開してきた．この成果
は，定量的 SSCP解析による SNPアレル頻度
決定法の信頼性・拡張性を示すものであり，
患者群・対照群での SNPアレル頻度を比較す
る関連解析にもこの方法は有用であると考
えた． 
一方，同プロジェクトにより，日本人ゲノ

ムのハプロタイプ構造に関する情報を整備
することも開始した．具体的には，単一精子
由来のハプロイドゲノムを持つ全胞状奇胎
試料を収集し，そのジェノタイプを解析する
ことにより，ゲノム全体のハプロタイプを直
接決定しデータベース化することに取り組
んできた．国際ハップマッププロジェクトで
も同様の試みはなされているが，同プロジェ
クトでは日本人及び中国人の試料に関して
は，血縁関係のない個人のジェノタイプデー
タからハプロタイプを遺伝統計学的に推定
している．ハプロイドゲノムを利用した確定
的ゲノムワイドハプロタイプ決定は世界に
例がなく，これを発展させてより精細なハプ
ロタイプ地図を作成することが疾患関連解
析に重要であると考えた． 
 
２．研究の目的 
(1)自動化された一塩基多型(SNP)アレル頻
度高効率高精度決定法である「pooled DNA の
PLACE-SSCP解析法」を発展させ，多数の多因
子性遺伝性疾患の原因遺伝子を大規模に探
索することを現実的なものとする方法論を
確立する． 
 
(2)疾患遺伝子の関連解析に必要な日本人ゲ
ノムのハプロタイプ多様性に関する情報基
盤を確立する． 
 
(3)上記の方法論及び情報基盤を利用して，
自己免疫疾患をはじめとする多因子性遺伝
性疾患の候補遺伝子の大規模な関連解析を
行い，疾患の要因となる遺伝的背景を解明す
る．これによって，多因子性遺伝性疾患の適
切な診断，新治療法の開発，及び予防に寄与
する． 
 
３．研究の方法 
(1)DNAプールの作成 
DNAプールは多数の個人 DNA を同濃度に調

整し，等量を混和することにより作製した．
濃度測定は DNAを蛍光試薬ピコグリーンと混
合してその蛍光をプレートリーダーで測定
することにより行った．濃度調整は分注ロボ

ット(Tecan Genesis)を利用して行った．DNA
検体は，がんコホート研究により収集された
国内 7地域の一般人集団 DNA,また各疾患の患
者集団 DNAであり，その使用については九州
大学ヒトゲノム・遺伝子解析研究倫理審査委
員会の承認を得た． 
 
(2)蛍光 SSCP解析（PLACE-SSCP法） 
PCR産物を蛍光標識ヌクレオチドでポスト

ラベルし，キャピラリーアレイ自動シークエ
ンサー（ABI3100）を用いて SSCP 解析した．
このとき，担体としてジメチルアクリルアミ
ドのリニアポリマーを用い，エアチャンバー
の温度は通常 27度に設定して非変性条件で
電気泳動した．これらは独自開発のプロトコ
ルである．定量的解析をおこなうときは，ヘ
テロ，ホモのアレルをもつ個人を DNAプール
と同時に解析することにより，アレルの量比
を補正した． 
 
(3)シークエンス解析 

PCR産物をシークエンスし，キャピラリー
シークエンサー（ABI3100・ABI3730）により
解析した．データ処理はベースコール・整列
のための「PhredPhrap」及び配列変化検出の
ための「PolyPhred」を Linux マシン上で実
行することにより行った． 
 
(4)定量的 SSCP解析のためのソフトウエア開
発 
DNAプールの定量的 SSCP解析を広く関連解

析研究に応用するために，Windows PCで作動
する SNP 同定・アレル頻度定量解析ソフトウ
ェア「QSNP lite」を開発した．これは，SSCP
解析による SNPタイピング及びアレル頻度決
定と，シークエンシングによる SNP 配列の同
定・確認を統合して行うものである．このソ
フトウェアは，SSCP 解析における波形解析に
は「QUISCA」モジュール(Higasa et al. 2002)
を用い，さらに各アレルのピークが重なって
いる場合に分離してアレル頻度を算出する
機能を加えた．シークエンス解析は Windows
内に組み込んだ CoLinuxの仮想ディスク上で
「PhredPhrap」及び「PolyPhred」を実行す
ることによる．また挿入・欠失変異を高い確
度で判定する独自開発の機能も組み込んだ． 
 
(5)プール DNAのマイクロアレイ解析 
全身性エリテマトーデスのゲノムワイド

関連解析をプール DNA で行うために，患者集
団・一般人集団のプール DNA を作製し，それ
ぞれを各 6セットの Affymetrix 500K アレイ
でタイピングし，蛍光強度シグナルデータを
得た．これらをもとにアレル間相対シグナル
強度（RAS）を算出し，両群で頻度に違いの
あるマーカーを RASから求めたシルエットス
コアのランクにより検出した．シルエットス



コアの計算には「GenePool」を用いた． 
 
(6)全胞状奇胎のマイクロアレイ解析 
全胞状奇胎 DNAは先行研究で国内各地より

収集されたもので，九州大学ヒトゲノム・遺
伝子解析研究倫理審査委員会の承認を得て
使用した．これを Affymetrix 500K アレイ，
Affymetrix SNP 6.0 アレイ，Illumina 1M-duo
アレイによりジェノタイプした．それぞれベ
ンダーのソフトウエアで 1 次解析を行った．
ジェノタイプのクオリティーコントロール，
異なるプラットフォーム間のデータ統合に
は「plink」を用いた．コピー数解析には
「QuantiSNP」, 「DNAcopy」なども用い，検
出感度等を検討した． 

 
(7)D-HaploDBの構築 
 全胞状奇胎 DNAのジェノタイプ結果より
SNP間の連鎖不平衡（r2）を計算し，またこ
の値をもとに「tagzilla」を用いて LD bin
（連鎖不平衡の関係にある SNPをまとめたも
の，r2≧0.8）および tag SNP を決定した．こ
れらのデータを linux上の MySQLデータベー
スに格納し Gbrowseによりウェブサイトに公
開した． 
 
４．研究成果 
(1)定量的 SSCP 解析法の開発 
多数の SNP についてプール DNA の SSCP 解

析を行い，QSNPlite ソフトウエアによりアレ
ル頻度を推定し，そのプールを構成する各検
体のタイピングから得られたアレル頻度と
比較することにより推定の精度を検討し，両
者が極めて高い相関を示すことを確認した
（Tahira et al., 2006）．またこのシステム
を用いてプール DNA の定量的 SSCP 解析によ
り SNPアレル頻度を決定するプロトコールを
総説として発表した(Tahira et al. 2009)． 
 
(2)定量的 SNP 解析技術を利用した病因遺伝
子解析 
①DNA プールによる候補遺伝子解析 
 自己免疫疾患である全身性エリテマトー
デス（SLE）の発症機構は未だ不明で，環境
要因と遺伝的要因の関与が考えられる．この
遺伝的要因を解明するために関連解析を行
った．先行研究として「dbQSNP」システムを
用いて免疫系のシグナル伝達やアポトーシ
スに関連する 53 候補遺伝子の全エクソンお
よびプロモーター領域の SNPを患者検体から
探索し，患者群および対照群の DNA プールの
アレル頻度を定量し関連解析を行った．これ
により補体 C3 をコードする遺伝子内に疾患
との関連の強い SNPを検出した． (Miyagawa 
et al. 2008)． 
 次に欧米での先行研究で SLEとの関連が示
唆された遺伝子について同様にプール DNAを

用いた関連解析を行い，転写因子 IRF5 遺伝
子領域の SNPが疾患と強い関連を示すことを
見出した．個別サンプルのタイピングによっ
て，欧米人とアジア人ではリスクハプロタイ
プには違いがあることを明らかにした．  
 ② がん組織での遺伝子異常の解析 
癌細胞でのヘテロ接合性欠失 (LOH)やコ

ピー数変化の検出に PLACE-SSCP 解析を応用
した．正常組織が多く混入した腫瘍組織でも，
LOH を的確に検出可能であることを明らかに
し，高頻度 LOH領域を決定した（Hata et al., 
2006）．またこの方法で多数の髄芽腫検体を
解析し共通欠失部位を同定した（Guan et al., 
2008）．LOH をゲノムワイドに解析するため，
レーザーマイクロダイセクション法により
切り出した脳腫瘍細胞の DNAをマイクロアレ
イを用いて解析し，コピー数が変化しない
LOH，つまり片側のアレルが倍加しているも
のを高頻度に検出し，このような特異な染色
体変化が癌化に関わっていることを示した
(Kuga et al. 2008)． 
③遺伝性眼科疾患の変異解析 
家族性滲出性硝子体網膜症 （FEVR）の多

数の家系での原因遺伝子突然変異探索を行
い，細胞外シグナル分子norrin及びこれの受
容 体 ― シ グ ナ ル 伝 達 系 蛋 白 質 で あ る
frizzled 4 (Wntシグナルの細胞表面受容体)
をコードするFDZ4，共受容体をコードする
LRP5，の3つの共役複合体の遺伝子にそれぞ
れ複数の突然変異・多型を同定し，その機能
解析を行った（Qin et al., 2005; Kondo et 
al., 2007; Qin et al., 2008）． 
 
(3)プール DNA を用いたゲノムワイド関連解
析（P-GWAS） 
 SLE 患者群および対照群の DNA プールを被
検材料とし，SLE の P-GWAS を行った．まず，
Affymetrix 500K アレイによる定量的 SNP 解
析で 1次スクリーニングを行った．両群の RAS
のクラスターがどのぐらい分離しているか
の指標であるシルエットスコアで SNPをラン
ク付けした．マイクロアレイを用いた解析で
はノイズによる偽陽性が大きな問題となる
ので，これを除外するためにランクに基づく
スライディングウインドウ解析を行った．こ
の解析では複数の SNPが連鎖不平衡にある場
合にその領域のランクが上がるので検出力
が向上する．これにより，患者群と健常者群
のプールでアレル頻度が異なると予想され
る複数の領域が検出された． 
 この中からさらに偽陽性のシグナルを除
外するために，定量的 SSCP 法を２次スクリ
ーニングとして用いて DNAプールの SNPアレ
ル頻度を測定し，疾患と関連が強い領域をさ
らに絞り込んだ． 
 これら２段階の検討で非常に強い関連が
示された複数の SNP について TaqMan アッセ



イによる個別タイピングを行い最終的に疾
患との関連を確認した．最も強く疾患と関連
していたのは IKZF1 (Ikaros) 遺伝子の上流
で，このほかに PRDM1（Blimp1）遺伝子下流
領域，HLA-G 下流領域，TNFAIP3(A20)遺伝子
領域，BLK遺伝子が上位に検出された．IKZF1
遺伝子の上流，PRDM1 遺伝子下流領域，HLA-G
下流領域，の３領域の SNPについては東京大
学の山本教授らとの共同研究で別の地域の
サンプルでも関連解析を行い，すべてが再現
性よく疾患との関連を示すことを確認した．
特に IKZF1遺伝子上流の SNP はメタアナリシ
スによっても強い関連を示した(odds ratio 
1.5, P= 3 x 10-13) ．  
 以上の結果は，患者群および対照群の DNA
プールをゲノムワイドアレイでのタイピン
グによる定量と PLACE-SSCP 法による定量の
２段階で関連解析する手法が疾患関連 SNPを
効率的に同定するのに有用であることを示
した．また，SLEの疾患要因として，多数の
遺伝子が関与していることを明らかにした．
さらに，今回同定した感受性領域の多くは，
他の自己免疫疾患とも関連していることか
ら，これら疾患に共通のパスウェイに係わる
遺伝子領域を検出していると考えた． 
 
(4)遺伝子転写開始点領域の SNP のアレル頻
度と分布 
 dbQSNPデータベース（Tahira et al., 2005）
で見出された SNPについて転写開始点を起点
とした場合の SNP密度に周期性がある傾向に
気付いた．更に米国の dbSNP データベースの
SNP を対象として詳細に解析したところ，こ
の周期は 146 塩基であり，CpGアイランドを
有する多くの遺伝子の転写開始点付近に特
徴的に認められた．この結果より，生殖細胞
系列での転写開始点近傍のヌクレオソーム
構造が変異率あるいは変異の定着に関与し
ている可能性を提示した（Higasa & Hayashi, 
2006)． 
 
(5)全胞状奇胎を用いた全ゲノムハプロタイ
プの直接決定 
① 確定的SNPハプロタイプの決定およびデ
ータベース構築（D-HaploDB D1） 
マイクロアレイを用いて全胞状奇胎のジ

ェノタイピングを行い，ゲノムワイドな確定
ハプロタイプを決定し，情報学的解析を行い，
日本人ゲノムの連鎖不平衡構造を決定した．
また，関連解析を効率よく行うためにタグ
SNP の選定を行った．これらの結果を高度検
索機能を有するデータベース「D-HaploDB」 
に集約し，公開した(Kukita et al., 2005; 
Higasa et al., 2007）． 
② 確定的ハプロタイプの解析による自然
選択の検出（D-HaploDB D2, Affymetrix 500K） 
全胞状奇胎 DNAによる日本人確定ハプロタ

イプ構造（D－HaploDB）と国際 HapMap 計画
による日本人推定ハプロタイプ構造とを比
較した結果，大部分の領域では類似の構造で
あるが，HLA 領域をはじめ，多くの領域で推
定ハプロタイプの誤り（スイッチエラー）の
頻度が高くなっており，またこのような領域
の多くがこれまでの遺伝学的解析で自然選
択を受けた領域として報告されたものと一
致することを見出した(Higasa et al., 2009)． 
③ コピー数多型(CNV)を含むハプロタイプの
決定（D-HaploDB D3 および D4） 
 CNV は近年疾患との関連が注目されている
ものであるが，ディプロイドゲノムでこれを検
出するのは技術的に困難であり，また CNVのハ
プロタイプを決定するのも難しい．全胞状奇胎
は，倍加したハプロイドゲノムをもつので，こ
れを解析することにより CNV が感度良く検出
されると考えられる．実際 Illumina 1M-duo ア
レイと，Affymetrix SNP 6.0 アレイの両方で
CHM サンプルと通常のディプロイドサンプル
を解析した結果を比較し，CHM サンプルでは
CNV 領域がはるかに検出されやすいことを確
認した． CNV プローブを持つ Affymetrix SNP 
アレイ 6.0 により全胞状奇胎 84 検体をタイピ
ングした結果のコピー数解析を行い，これによ
り日本人ゲノムの CNV 領域を決定し，その分布
の特徴を明らかにした(Kukita et al., 2010)．
さらに，Illumina 1M-duo アレイでの解析結果
を統合することにより，173 万個の SNP および
2259個の CNVR領域を含む確定ハプロタイプを
決定し，D-HaploDB D4 を構築した． 
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