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研究成果の概要（和文）：DNase I 遺伝子内にmissenseやnonsense変異を引き起こすSNP、indel変異のような遺
伝的変異が活性レベルに影響を与えるfunctional variantであるか調査・解析した。
酵素活性消失がみられた18 SNPsのほとんどがin silico解析によっdamaging/deleteriousと判定され、高い予測
精度が確認されたこれらのDNase Iの酵素活性消失・低下を引き起こす変異の解析結果は、自己免疫疾患等の遺
伝的危険因子を検討する上で有益であると考えられた。

研究成果の概要（英文）：  Considering the positions in the DNase I protein corresponding to the 
various nonsense SNPs, all of the other nonsense SNPs and frameshift variants registered in the 
Ensembl database  (https://asia.ensembl.org) appear likely to exert a pathogenetic effect through 
loss of the activity.  Accordingly, a total of 60 genetic variants in the DNase 1 gene (DNASE1) 
inducing abolishment or marked reduction of the DNase I activity could be identified as genetic risk
 factors for autoimmunity, irrespective of how sparsely they were distributed in the population.  It
 was noteworthy that SNP p.Gln244Arg, reportedly associated with autoimmunity and reducing the 
activity to about half of that of the wild type, and SNP p.Arg107Gly, abolishing the activity 
completely, were distributed worldwide and in African populations at the polymorphic level, 
respectively. 
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研究成果の学術的意義や社会的意義
これまでDNA多型(SNPs等)の違いに基づく、疾患素因や中毒代謝に関わる様々な遺伝的多型に関する研究を推進
してきた。昨今の犯罪の悪質・巧妙化に伴って、法医学鑑識科学分野において、被疑者や被害者などを特定する
上で個人識別精度の向上が益々要請されている。近年の分子生物学領域の進歩に立脚したＤＮＡ多型の発見・法
医学実務への導入によって個人識別精度の飛躍的向上がもたらされている。本研究により上記観点において、学
術的意義や社会的意義を向上させた。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
我々は、これまでの研究から、核酸分解酵素 DNase I の遺伝的多型がある種のがんや心筋梗塞
等の疾患の新規な疾患感受遺伝子であること、あるいは核酸分解酵素 DNase II の遺伝的多型
が自己免疫疾患やリウマチ等の疾患と相関をもつことなどを明らかにしてきた。本研究は応募
者らの研究成果を基盤として、それら疾患の発症や診断に係る DNase I および DNase II を
含めた核酸分解酵素 DNase family の病態遺伝および生理学的関与について多型性をベースと
して解明することによって、DNase を疾患の危険因子や診断マーカーとして確証することを研
究目的としている。本研究は、あらたな個人識別マーカーとしての DNase に基づいた法医学的
研究成果を臨床医学へ波及することを目論んでいる。 
 
 
 
２．研究の目的 
目的１: DNase family の活性低下と自己免疫疾患との関連が示唆されてきたが活性低下に係る
遺伝子レベルの解析はなされておらず、活性低下を惹起する functional SNPs database の構築
およびアレル機能相関によって、疾患感受性遺伝子としての DNase family 遺伝的多型に関する
病態遺伝学的基盤を確立する。 
目的２: DNase II が疾患感受性遺伝子として炎症性疾患に関与しているという知見を得ている。
同様に炎症反応を背景とする動脈硬化等の慢性疾患に関しても DNase II が関与している可能
性が考えられ、このような慢性疾患を有する患者試料を用いての DNase II の構造・機能本態
を解明する。 
目的３:疾患との相関が認められる DNase I および II 遺伝子産物酵素と野生型である遺伝子産
物酵素について、1) DNase I および II の各型のアポトーシスに及ぼす効果の差異の解明、2) 遺
伝子改変細胞を用いた DNase I および II の発癌への影響の各型の差異の解明によって、疾患危
険因子としての DNase I および II を病態生理学的に解明していく。 
 
３．研究の方法 
【目的１】 
1) 様々な民族および集団から DNA を継続的に採取する。 
2)  RCP-RFLP 法、site-directed mutagenesis 法、single radial enzyme diffusion(SRED)法等
によって、DNase I 遺伝子内に分布する全非同義置換型 SNP 約 100 座位について解析する。 
3) DNase I1 型および 2 型に相当する cDNA を導入した哺乳類細胞発現ベクターを作成し、各
種細胞などで発現させる。発現したDNase Iはタンパク質精製装置を用いてそれぞれ精製する。 
4) 精製した DNase I1 型および 2 型酵素について、DNase I1 型と 2 型の生化学的相違（比活
性、安定性、蛋白分解酵素・阻害物質抵抗性など）を解明する。 
5) 前項で精製した DNase I1 型及び 2 型を抗原として、モノクローナル抗体を作製する。 
【目的２】 
1) 本学で実施される法医解剖・検案のご遺体から血液を採取する。その際、死因、死後経過時
間、年齢、性別、既往歴の有無等の情報を得る。なお、本研究開始以前に本学倫理委員会の許可
を得る予定である。 
2) 本学附属病院内科に依頼し、慢性関節リウマチ、動脈硬化、心肥大患者の血液試料を提供し
ていただく。その際、患者の臨床背景等の情報を得る。なお、本研究開始以前に本学倫理委員会
の許可を得る予定である。 
3) 得られた血液試料について、DNA を抽出し、PCR-RFLP 法により DNase II SNP 型を判
定する。死因および慢性関節リウマチ、動脈硬化、心肥大等の既往と DNase II SNP 型の相関
を随時検討する。 
4) 1 型および 2 型 DNase I 哺乳類細胞発現ベクターを Cos-7 や HepG2 細胞など培養細胞に遺
伝子導入し、それぞれの安定発現細胞株を樹立する。 
5) 4 項で構築した安定細胞株を使用し、様々なアポトーシス誘導剤によって処理した後のアポ
トーシスの発生頻度の測定や発生形態を観察する。 
6)ミトコンドリアの膜電位の変化や AnnexinV で細胞膜の変化などを蛍光顕微鏡または共焦点
レーザー顕微鏡で観察する。さらに、activated caspase の活性測定キットを用いて、それらの
活性を測定する。 
7) 得られた血液等の体液試料について、SRED 法を用いて血清 DNase II 活性を定量する。死
因および慢性関節リウマチ、動脈硬化、心肥大等の既往と血清 DNase II 活性の相関を随時検
討する。 
8) 死後経過時間等の影響を調べるため、異なる温度や添加剤の添加などの様々な条件下に放置
した血液試料中の DNase II 活性変動を精査する。この結果に基づき、血清 DNase II 活性定
量に供する法医学的試料の保存方法・採取法等を確立する。 



9) 得られた血液試料および DNA について、慢性関節リウマチ、動脈硬化、心肥大を有するサ
ンプルに関して、年齢、性、素因や既往の有無等に分類し、それぞれの DNase II 型および血清
DNase II 酵素活性との間の相関を統計学的に解析する。 
10) 野生型のヒト DNase II cDNA を鋳型として Site-directed mutagenesis 法により変異型
発現ベクターを作成する。 
11) 変異型発現ベクター（野生型および変異型）を COS-7、HepG2 細胞などの細胞に遺伝子導
入後、培養上清に分泌された変異型 DNase II を回収する。 
12) 変異型酵素の精製方法について検討する。DNase II における生化学的性状および機能解析、
変異型発現ベクターの作成、遺伝子導入による変異型 DNase II の発現、変異型 DNase II の
精製方法の確立、精製後の野生型・変異型 DNase II 酵素活性の解析、生型・変異型 DNase II 
の生化学的性状の精査および機能解析等を行う。 
【目的３】 
1) 1 型 DNase I を発現している膵臓がん由来 QGP-1 細胞を用い、CRISPR によるゲノム編集
作業を行い、2 型 DNase I 遺伝子に置換したノックイン細胞を樹立作製する。 
2) DNase I 1 型及び 2 型に GFP 蛋白を連結したキメラ変異体を作製し、培養細胞などに導入、
共焦点レーザー顕微鏡を用いてそれらの細胞内局在、及びアポトーシスやストレス化における
DNase I の局在変動を調査する。 
3) DNase I 1 型および 2 型に対するモノクローナル抗体がアポトーシスを阻止するかどうかを
決定する。 
4) アポトーシス誘導前後における DNase I 遺伝子発現の変動を DNase I 産生細胞の QGP-1 細
胞を用いて real-time PCR 法によって解析する。アポトーシス誘導後におけるマイクロアレイ
を用いたトランスクリプトーム解析によって、遺伝子発現への多型性の影響を調査する。 
5) 1 項で作製した DNase I1 型および 2 型 QGP-1 細胞の増殖性等を比較し、両酵素の細胞増殖
性への影響の差異を調べる。 
6) 1 項で作製した DNase I1 型および 2 型 QGP-1 細胞をヌードマウス等に接種し、それぞれの
細胞の浸潤性や増殖性を病理組織学的に精査する。  
7) DNase 1L1、1L2、1L3 及び II 遺伝子に非同義置換型 SNP について、functional SNPs を検
索同定する 
8) 以上によって、DNase family における functional SNPs database が構築されるので、その
成果をホームページ等で公表する。 
 
４．研究成果 
1) 18 missense SNPs、7 nonsense SNPs、9 indel 変異において酵素活性の消失が認められた。
2)全ての集団において p.Gln244Arg のみに多型が認められ、p.Arg2ser、p.Tyr117Ser、
p.Gly127Arg はアフリカ人とコーカシア人にのみ多型が認められた。3)酵素活性消失がみられた
18 SNPs のほとんどが in silico 解析によって damaging/deleterious と判定され、高い予測精
度が確認された。4)日本人及びドイツ人のどちら集団にも 2 diploid copy number のみが認め
られた。 
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