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研究成果の概要（和文）：日本人の単一精子由来全胞状奇胎 DNA100 サンプルについて、高密度

DNA アレイを用いた SNP ジェノタイピングとコピー数多型（CNV）検出を行い、日本人ゲノムの

SNP/CNV ハプロタイプを実験的に決定した。これらのデータは日本人集団における参照ハプロ

タイプ構造として有用である。また塩基配列多型情報を利用して同胞肺癌症例の全エキソン配

列解析を行い、癌抑制遺伝子 CHEK2 上にタンパク質構造を不安定化する同症例の原因突然変異

を同定した。 

 
 
研究成果の概要（英文）：We determined SNP/CNV haplotype structures by analyzing 100 
complete hydatidiform moles from Japanese subjects via high-density DNA arrays. The 
obtained haplotype is useful as a reference for the haplotype structure of Japanese 
population. Furthermore, using SNP/CNV information, we analyzed one lung cancer sib-pair 
by whole-exome sequencing, and identified a causative CHEK2 mutation that makes the 
functional protein unstable. 
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１．研究開始当初の背景 

ヒトゲノム参照配列決定後、ヒトゲノム多様
性の解明とその医学への応用がゲノム研究
の中心課題となっていた。その最初の成果が
ハ ッ プ マ ッ プ 計 画 (http://www. 
hapmap.org/) に集約され、次世代の多様性
研究では各人類集団(人種）に関するより詳

細な解析が求められていた。西欧人集団、ア
フリカ人集団では各 30 家系の核家族サンプ
ルが解析されており、家系情報を用いてほぼ
正確に各 120 種類のハプロタイプが決定され
ていた。しかし、当時のハップマップ計画で
解析された日本人のハプロタイプは集団遺
伝学的推定のみによるもので、5-10%に相決
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定（ハプロタイプの決定）の誤りが含まれて
いた。また、近親婚出生者が複数含まれ、サ
ンプルのランダムな収集にも疑問が持たれ
ている、等の深刻な不備があった。従って日
本人サンプルの詳細なハプロタイプ構造、連
鎖不平衡構造の解析は西欧人、アフリカ人と
同等に行われておらず、日本人集団のさらな
る解析による情報基盤整備が必要な状況に
あった。しかしながら、国内外においては
我々ら以外に日本人集団についてこれを推
進しつつある研究は皆無であった。これまで
に我々はハップマップ計画とは独立に日本
人集団のゲノム多型情報を独自解析技術の
開発とともに詳細に調べ、世界的にも非常に
ユニークな 2種類のデータベースを構築して
いた。「dbQSNP」(Tahira et al. 2005)は、
遺伝子転写開始点周辺領域の SNP のアレル頻
度 を 日 本 人 由 来 DNA プ ー ル を 用 い た
PLACE-SSCP 法により高精度に決定してデー
タベース化したものであった。二つ目の
「D-HaploDB」(Kukita et al. 2005; Higasa 
et al. 2007)は、ゲノムが単一精子由来であ
る全胞状奇胎（complete hydatidiform mole, 
CHM）100 サンプルの DNA を 58 万個の SNP に
ついてタイピングすることにより染色体レ
ベルでのハプロタイプを直接決定し、データ
ベース化したものであった。CHM の発生が稀
であること（妊娠の約 0.1％）とサンプルの
収集が全国規模であることから、ゲノムのラ
ンダムサンプリングは十分に行われており、
得られた日本人 100 ゲノム分の確定 SNP ハプ
ロタイプ情報はハップマップ計画のそれを
質量ともに凌駕するものであった。これら 2
つのデータベースはゲノムワイドな SNP に焦
点をあわせたものであったが、近年、SNP よ
り広いゲノム領域（数 kbp から数 Mbp）の挿
入/欠失/重複（コピー数の多様性，copy 
number variation，CNV）も健常人集団に広
く分布していることがアレイ CGH 等の実験に
より示されていた。当時同定されていたもの
だけでもヒトゲノム上の 20%弱の領域を占め、
疾患原因候補領域と一致している場合も多
かった。このことは、健常人集団中に潜在的
な疾患候補者が存在することを示していた。
それで CNV と表現型の関連（量的効果等）を
解明していくための一次情報として、CNV 領
域と SNPなどの多型との正確で詳細なハプロ
タイプ情報を整備する必要があったが、健常
人組織由来のゲノム DNA（2 倍体）を使った
解析では家系情報無しに確信を持ってハプ
ロタイプを決定することは困難であった。そ
こで、我々が保有していた日本人 CHM 由来ハ
プロイド DNA を利用することで、これまでよ
り高精細な SNP と CNV を含むハプロタイプ構
造を決定し、次世代日本人集団確定ハプロタ
イプマップを作製することを計画した。 
 

２．研究の目的 

日本人集団多様性情報の医学への応用を目
指した情報基盤整備を行うために、日本人ゲ
ノムの高精度 SNP/CNV ハプロタイプマップを
作成し、それをデータベース化することを目
的とした。具体的には、次のことを行う。 
 
１）日本人由来 CHM ゲノム 100 サンプルにつ
いて、高密度 DNA アレイを使い、約百万個の
SNP についてジェノタイプを決定する。また、
アレイ上のプローブシグナル強度情報を利
用し、ゲノム上の CNV を検出する。 
 
２）SNP 及び CNV 情報を統合解析し、我々が
以前作成していた日本人の SNPハプロタイプ
マップを大幅に発展させた高精細 SNP/CNV ハ
プロタイプマップを作製し、これに基く次世
代日本人ゲノム確定ハプロタイプデータベ
ースを構築し、医学分野での応用に向けた多
型情報基盤を整備する。 
 
本研究はポストゲノム時代の疾患研究の最
も根幹を成す研究であるため、日本人集団に
特化した疾患に特徴的な遺伝子変異の探索
や新規がん進行度診断方法の開発などに役
立つものである。 
 
３．研究の方法 

(1) 全胞状奇胎（CHM）ゲノムを用いた全ゲ
ノム SNP/CNV ハプロタイプの直接決定 
CHM100サンプルから抽出したゲノムDNA試料
について、Affymetrix 社及び Illumina 社の
高密度オリゴヌクレオチドアレイ（SNP6.0, 
Human1M）によりゲノムワイドな SNP のジェ
ノタイプデータを収集した。CNV 領域の検出
はアレイ実験の膨大なシグナル強度データ
をもとに行った。検出した一部の CNV につい
てはリアルタイム PCR法によりコピー数の増
減確認実験を行った。また、各 CHM で検出さ
れた CNV を領域ごとの重なり具合から CNV イ
ベント（CNVE）、CNV 領域（CNVR）にまとめ、
それらと周辺の SNP ハプロタイプ構造との関
連を調べた。 
 
(2) 日本人ゲノム確定ハプロタイプデータ
ベースの構築 
実験的に直接決定した日本人由来 CHMゲノム
の各 SNP/CNV ハプロタイプマップをデータベ
ース化した。ゲノムブラウザ Generic Genome 
Browser を使い、SNP ジェノタイプデータを
Web 上で公開した。 
 
(3) 塩基配列多型情報と次世代シーケンサ
ーを利用した全エキソン解析による同胞が
ん症例の原因遺伝子異常の探索 
既存のマッピングソフトウェア、変異検出ソ
フトウェア及び自作の perl スクリプトを組



 

 

み合わせることにより、次世代シーケンサー
による疾患原因異常を効率よく解析する為
の個人ゲノムデータ解析システムを構築し
た。またこのシステムの中には、本研究及び
公共データベースの多型情報を利用して、既
知及び新規変異を区別する機能を組み込ん
でいる。テストケースとして、大阪府立成人
病センターで収集された同胞肺癌症例の血
液からゲノム DNA を抽出し、Agilent 社
SureSelect を用いたエキソン濃縮及び次世
代シーケンサーによる全エキソン配列解析
（whole-exome sequencing）を行った。また、
ゲノムワイドなゲノム構造変化の有無を調
べるために、Agilent 社 HumanGenome244K を
使ったアレイ CGH を行った。全エキソン配列
解析による変異検出の精度を評価する為に 
Illumina社Human1Mアレイによるゲノムワイ
ドなSNPタイピングデータを得た。さらにSNP
タイピングデータについては、PLINK
（http://pngu.mgh.harvard.edu/~purcell/
plink/）を使用して、同胞のホモ接合マッピ
ング解析を行った。 
 
 
４．研究成果 
(1) 全胞状奇胎（CHM）ゲノムを用いた全ゲ
ノム SNP/CNV ハプロタイプの直接決定 
CNV を検出する際、2 倍体ゲノムを用いるよ
り、ゲノム全体がホモ接合状態である CHM の
方が、コピー数の変化状態が大きいため高感
度 に 検 出 さ れ る こ と が 考 え ら れ る 。
Affymetrix 社 SNP6.0 アレイと Illumina 社
Human1M アレイでの CHM サンプル（一部）と
通常の 2 倍体サンプル（CHM 患者の血液由来）
の解析結果を比較すると、CHM ではるかに多
くの CNV が検出されやすいことを確認した。
引き続き、100 個の CHM について 90 万個の
SNPマーカー及び90万個のコピー数解析用マ
ーカーを含む SNP6.0 アレイで SNP タイピン
グ及び CNV 検出を行った。平均して 1ハプロ
イドゲノム当たり 80 個、領域としてゲノム
の 3.1 Mb を占める CNV が検出された。この
CNV 解析結果を取り入れ、SNP ジェノタイプ
判定を厳密に行うことにより（具体的には、
欠失領域の SNPジェノタイピング判定をしな
い）、不確実性を排除した SNP ジェノタイプ
データを得た。また、マーカーシグナルのプ
ロファイルや SNP 判定率を基に DNA の品質に
問題があった CHMサンプルを除くことにより、
精査された 85 個の CHM の SNP/CNV ハプロタ
イプを得た。CHM サンプル間でゲノム上の位
置が重なる CNV は、1336 の領域にまとめるこ
とができた（CNVR）。それらの内、サンプル
間で良く見られる（頻度 5%以上）CNVR につ
いて、周辺の SNP アレルとの関連を調べてみ
ると、約半数は連鎖不平衡の状態にあった
（r2>0.8）。さらに、CNVR に含まれる CNV を

重なり具合 51%を基準にしてまとまりを細分
化した場合(CNV イベント，CNVE)で調べると、
特定の SNPハプロタイプ上では長さの異なる
CNV が頻繁に生じやすいことを示唆するデー
タを得た。これは SNP がほぼランダムに生じ
ているのとは対照的である。このことから、
一般集団に観察される CNV の形成の他、癌の
進行過程で見られるゲノム構造変化（体細胞
変異）にも特定のハプロタイプ構造が関与し
ていることが考えられる。 
またハプロタイプマップのマーカー密度を
さらに高めるために、100 万 SNP マーカーを
搭載した Illumina 社 Human1M アレイを用い
たタイピングデータ(100 サンプル分)を得た
後、SNPアレイ6.0での解析結果と統合した。
28 万個の SNP は両アレイで重複するので、そ
れらを使って両アレイでのジェノタイピン
グ一致率を調べると、99.9%以上という極め
て高精度な結果であった。よって両解析を合
わせることでヒトゲノム 2 kb ごとに 1 SNP
がタイピングされた高密度 SNPハプロタイプ
マップを得ている。 
 
(2) 日本人ゲノム確定ハプロタイプデータ
ベースの構築 
実験による CHMゲノムの解析から得られた日
本人 SNP/CNV ハプロタイプデータをデータベ
ース化し、Generic Genome Browser を使った
ブラウザで、遺伝子情報と共にタイピングデ
ータを表示する D-HaploDB を構築した。本研
究期間内に SNP6.0 アレイでの解析結果を基
にしたバージョン 3（D3）を web 上で公開し
ている。そのアップデート版となる Human1M
アレイを追加したもの（D4）については、研
究期間内にデータベース化まで終了してお
り、今後公開していく。これらのデータは日
本人集団における様々な疾患や体質の遺伝
的背景を解明する為の重要な情報基盤とな
る。 
 
(3) 塩基配列多型情報と次世代シーケンサ
ーを利用した全エキソン解析による同胞が
ん症例の原因遺伝子異常の探索 
次世代シーケンサーによる患者個人のゲノ
ム解析では多くの変異が検出されるので、候
補疾患原因変異と多型を区別することが不
可欠である。本研究により得られた日本人集
団でのハプロタイプ及び多型情報は公共の
多型データとともに既知及び新規変異を区
別する為に有用な情報源である。今回構築し
た次世代シーケンサーを利用する個人ゲノ
ムデータ解析システムの運用テストとして、
特徴的な症状を呈する同胞肺癌症例の全エ
キソン配列解析を行った。全遺伝子のタンパ
ク質コード領域に対し、約 100 倍の冗長性で
塩基配列決定を行い、ヒトゲノム参照配列と
比較して、各患者での変異部位を特定した。



 

 

既知多型を排除し、アミノ酸置換を伴う新規
変異を各患者について約 500 個ずつ検出した。
さらにゲノムワイドな SNPアレイ解析により、
1 Mb以上のホモ接合領域が多数存在すること
を発見し（患者あたり 200 Mb）、本症例が血
族結婚を経ている事を明らかにした。シーケ
ンス結果と SNPアレイによるホモ接合マッピ
ング解析を統合することにより、22 番染色体
上の癌抑制遺伝子 CHEK2 に同遺伝子産物を不
安定化させるホモ接合突然変異を同定した。
この遺伝子の不活化が肺癌の発症に強くか
かわっていると考えられ、今後この成果を新
規肺癌マーカーの開発に役立てていくこと
を予定している。 
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