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研究成果の概要（和文）：ホルマリン固定パラフィン包埋（FFPE）剖検組織から抽出した DNA

を用いてミトコンドリア DNA のハプログループを決定するためにサスペンションアレイを

用いた解析システムを開発した。ミトコンドリア DNA（mtDNA）は進化速度が高く、多様性

が大きい。分子疫学研究のために mtDNA の型を一連のミトコンドリア一塩基多型（mtSNP）

によって規定されたハプログループに分類する必要がある。この分析システムを使用して、

我々は日本人において頻度の高い 2種のスーパーハプログループ（Mと N）と 7種の主要な

ハプログループ（A, D, D4, D5, F, G1, G2）だけでなく、17 種のサブハプログループに

分類することを可能にした。はじめに、FFPE 組織から抽出した DNA での分析結果が凍結腎

組織から抽出した DNA での分析結果に一致することを確認した。さらに、FFPE腎組織（5161

例）から抽出した DNA サンプルを分析し、その有用性を検討した。その結果、4485 例（87％）

においてハプログループを分析することができたが、13％の試料では DNAの断片化が著し

いために PCR 増幅が不十分であった。FFPE 腎組織（4485 例）での頻度を、凍結腎組織（1487

例）での頻度と比較したところ、ハプログループ D4a の頻度が高く、ハプログループ M7a, 

D4b1b, N9b の頻度が低くなる傾向を認めた。このような測定バイアスに留意すれば、今回

開発したサスペンションアレイによる分析システムは、病因変異の解析や分子疫学研究の

ために有用と考えられた。 

 
研究成果の概要（英文）：Objective: To establish a suspension array-based analysis system 
for determining mitochondrial haplogroups, using DNA purified from formalin-fixed 
paraffin-embedded (FFPE) autopsy tissues. Background: Because the evolutionary rate of 
mitochondrial DNA (mtDNA) is much higher than that of nuclear DNA, and because mtDNA is 
highly polymorphic, mitochondrial single nucleotide polymorphisms (mtSNPs) are expected 
to contribute more extensively to the functional differences among individuals than those 
SNPs in the nuclear DNA. Design/Methods: We carefully purified total DNA from FFPE autopsy 
tissues by using ethanol precipitation. By using our system, we could estimate 7 major 
mitochondrial haplogroups for Japanese containing 17 subhaplogroups belonging to 2 super 
haplogroups (M and N), based on information obtained from the comprehensive analysis of 
mtSNPs in the coding region of mtDNA. We first tested approximately 100 DNA samples from 
blood and FFPE tissues of autopsy subjects whose haplogroups had been identified by DNA 
analysis of frozen-kidney tissues. To examine more fully the utility of the system, we 
analyzed 5,161 DNA samples from FFPE tissues. Results: We could analyze 4,485 (87%) of 
them successfully. However, we could not analyze the remainder (13%) because of an 
insufficient PCR amplification due to severe DNA fragmentation. We had previously 
revealed the haplogroup frequencies of 1,500 frozen-kidney DNA samples. In comparison, 
the haplogroup D4a was overestimated, but the haplogroups M7a, D4b1b and N9b were 
underestimated, by the present system we developed. Conclusions: We have established a 
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method to purify DNA from FFPE tissues and developed a suspension array-based analytic 
system to estimate major haplogroups of Japanese individuals. We believe that our system 
for the classification of mitochondrial haplogroups will be very helpful not only for 
pathogenetical studies, but also for epidemiological cohort studies.  
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１．研究開始当初の背景 
(1) 我が国において膨大な数の病理試料が
各地の大学医学部および病院などの医療施
設において、パラフィン包埋ブロックとして
保存されている。これらの組織は、過去の臨
床症状・生化学検査データとの照合が可能で
あるので、遺伝子変異あるいは遺伝子多型と
表 現 型 の 関 連 （ Phenotype-Genotype 
Association）を追及するために、極めて貴
重な試料である。ところが、このパラフィン
包埋切片から抽出された DNA は、短く断片化
され、通常のPCRでは増幅不良になるために、
多くの場合は遺伝子解析が不可能である。 
 
(2) 病理組織の内、特に剖検組織は、パラフ
ィンに包埋される以前に、フォルマリン固定
液に長期間にわたって浸漬されている場合
が多い。このため、ホルムアルデヒドによっ
て蛋白質とDNAが高度に架橋されているため、
DNA 抽出の際、DNA 収率が低く、かつ DNA が
短い断片に分断されている。したがって、
RFLP 法、TaqMan 法、Invader 法などの通常の
遺伝子解析法では分析が困難であった。 
 
２．研究の目的 
(1) パラフィン包埋切片として長期に保存
されている剖検組織は、生前の臨床症状や生
化学検査データが詳細に検討され、また現在
でもデータ照合が可能である。したがって、
これらの剖検検体が遺伝子多型解析に活用
できれば、遺伝子多型と表現型の関連を解明
するために、非常に重要かつ包括的な情報を
得ることができると考えられる。 
 
３．研究の方法 

(1) パラフィン包埋切片から抽出したDNAは、
断片化されており、通常の遺伝子解析には不
向きであるが、研究代表者らは、これらのパ
ラフィン包埋切片から抽出したDNAを用いて
多数の遺伝子多型を同時に迅速に解析する
方法を改良した。すなわち、PCR 産物のサイ
ズを 80 bp 以下に設定することによって、6
ヶ月以上ホルマリン固定液に浸漬され、20年
以上パラフィンに包埋された試料を用いて、
24 種の遺伝子多型を決定することを目指し
た。 
 
(2) 遺伝子変異解析手法として用いる蛍光
ビ ー ズ ・ ア レ イ PCR-Luminex® 法 は 、
Suspension Array Technology と呼ばれる。
これは1本のマイクロチューブ内で多項目の
Assay をバッファ液に懸濁した状態で、同時
に施行可能な多項目同時解析手法である。本
法は、スライドグラス等の平らな基板上に目
的の遺伝子やタンパクを検出するためにプ
ローブが固定されている通常のバイオチッ
プとは異なり、2 種類の蛍光色素が異なる割
合で配合された直径5.6ミクロンの微小なポ
リエチレンビーズ上にプローブが固定され
ている。蛍光色素の配合割合が識別コードに
なっており、最大 100 種類のビーズを同一の
マイクロチューブ内で使用・解析可能であり、
変異検出感度が高い。 
 
(3) 手法の概要を記載する。標的となる DNA
を複数の DNA 断片としてマルチプレックス
PCR により増幅し、蛍光ビーズを用いてミト
コンドリアゲノム多型の有無を評価する。
（ １ ） SDS お よ び Proteinase K と
phenol-chloroform を用いた従来の方法でパ



 

 

ラフィン切片 DNA を抽出する。（２）マルチ
プレックス PCR によりゲノム DNA を 20 本以
上のビオチン標識 DNA 断片として増幅する。
（３）PCR 産物にそれぞれの変異に特異的な
オリゴヌクレオチドを結合させた100種類の
蛍光ビーズとハイブリダイゼーションを行
う。（４）特定の病因変異が存在すると、ハ
イブリダイゼーション後の反応により、フィ
コエリスリンの蛍光をフローメーター
Luminex 100 で検出できる。このため、50種
類のミトコンドリアゲノム多型の有無を即
座に判定することができる。また、この検出
蛍光はダイナミックレンジが大きい特徴が
あり、ノイズレベルとシグナルレベルを鑑別
することが可能である。 
 
 (4)本法で用いる蛍光ビーズ・アレイ
PCR-Luminex®法は、通常の実験室で整備され
ている PCR 装置、96 穴ウェルなどの消耗品
などを用い、数時間の解析でデータを得るこ
とが出来、解析系がセットアップされた後に
は、安価なランニングコストとなる特徴があ
る。 
 
４．研究成果 
(1) 研究代表者らは、ビオチン化したプライ
マーを用いてマルチプレックスPCR法により
24種の多型部位を同時に増幅し、それぞれの
DNA 断片に存在する変異の有無を蛍光ビーズ
上のプローブとハイブリダイゼーションさ
せることによって判別する方法を独自に開
発した。この分析法を用いると、(1) SDS お
よび Proteinase K と phenol-chloroform を
用いた従来の方法で抽出したDNAを鋳型とし
て利用することができた。(2) マルチプレッ
クス PCR 法により複数の変異あるいは多型
を一斉分析することができた。(3) 96-well 
plate を用いて多検体を迅速かつ簡便に処理
することが可能になった。 
 
(2) 脳梗塞・動脈硬化など生活習慣病に関連
するミトコンドリアDNA多型を解明するため
に、剖検 5161 例のパラフィン包埋切片を切
り出し、試料を調製した。切片作成ならびに
DNA 抽出の際に皮膚落屑物および唾液などが
混入しないように適切な防止措置を講じた。
パラフィン包埋組織切片からのDNA抽出には、
古典的なフェノール/クロロフォルム法によ
る抽出を試みたところ、良好な結果を得た。
採用した方法の概要をここに記す。(1)パラ
フィン包埋検体1巻を2 mLチューブに移す。
(2)抽出用 SDS Buffer を 400μL 添加。
(3)100℃,10 分加熱後、氷上で 5 分冷却→
vortex。(4)SDS-Proteinase K 溶液(抽出用
SDS Buffer 100μL+14 mg/mL Proteinase K 2
μL)添加。(5)vortex 後、55℃で 3 時間保温
(6)フェノール/クロロフォルム処理。(7)ク

ロロフォルム処理。(8)イソプロパノール沈
殿(楽沈5μL添加)。(6)1/10TE 30μlに溶解。
パラフィン包埋組織切片から抽出したDNAを
鋳型とする場合のPCRは増幅効率が低いので、
プライマーの設定は増幅サイズが大きくな
りすぎないよう注意した。従来使用していた
28-plex PCR は、平均 300 bp(194-515 bp)の
DNA 断片を増幅するものであったが、パラフ
ィン包埋組織切片から抽出したDNAを鋳型と
すると増幅が極めて不良であった。このため、
プライマーの設定を全面的に変更し、24対の
プライマーを用いて、より短い断片(100 bp
以下)を増幅した。検討の結果、50 ng の総
DNA から 50 回の PCR によって 24 本の断片を
増幅可能であった。96例については凍結腎組
織から抽出したDNAを用いて決定したミトコ
ンドリアDNA多型解析の結果とパラフィン包
埋切片から抽出したDNAを用いて得られた結
果を照合し、信頼性を確認した。 
 
 (3) 本研究では、東京都健康長寿医療セン
ター研究所に併設された東京都健康長寿医
療センターの剖検病理部において 1978 年か
ら現在までに保存されている約7,800例のパ
ラフィン包埋ブロックを用いてゲノム多型
解析を実施した。1995 年以降の約 2,100 例に
ついては、凍結腎臓組織から抽出された DNA
と、パラフィン包埋切片から抽出した DNA の
両者が利用可能であり、パラフィン包埋切片
を用いた変異および多型解析の信頼性を確
認した。 
 
(4) 本研究によって開発された分析システ
ムを使用して、我々は日本人において頻度の
高い 2種のスーパーハプログループ（Mと N）
と 7種の主要なハプログループ（A, D, D4, D5, 
F, G1, G2）だけでなく、17 種のサブハプロ
グループ（B4b, B4c, B5, D4a, D4b1b, D4b2a, 
D4b2b, D4d1b, D4e1, D4e2, D4g, D4h, M7a, 
M7b, M10, N9a, N9b）に分類することを可能
にした。はじめに、FFPE 組織から抽出した
DNA での分析結果が凍結腎組織から抽出した
DNA での分析結果に一致することを確認した。
さらに、FFPE 腎組織（5161 例）から抽出し
た DNA サンプルを分析し、その有用性を検討
した。その結果、4485 例（87％）においてハ
プログループを分析することができたが、
13％の試料ではDNAの断片化が著しいために
PCR増幅が不十分であった。FFPE腎組織（4485
例）での頻度を、凍結腎組織（1487例）での
頻度と比較したところ、ハプログループ D4a
の頻度が高く、ハプログループ M7a, D4b1b, 
N9b の頻度が低くなる傾向を認めた。このよ
うな測定バイアスに留意すれば、今回開発し
たサスペンションアレイによる分析システ
ムは、病因変異の解析や分子疫学研究のため
に有用と考えられた。 
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