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研究成果の概要（和文）：我々は落屑症候群を含む落屑緑内障201例と落屑症候群を含まない非緑内障の正常対照697例
を用いてアフィメトリクス社の1000Kマイクロアレイで全ゲノム解析を行った。その結果LOXL1上およびその近傍遺伝子
上にボンフェローニ補正を超える有意な34 SNPを同定した。さらに落屑症候群を含む落屑緑内障121例と正常対照263例
を用いて再現性取得実験を行った。二つの結果を合わせてメタ解析したところ、最終的に34 SNPがボンフェローニ補正
を超える有意差を持って同定された。これらの結果は、正確な落屑緑内障リスク評価に役立つだけでなく、落屑緑内障
の病因の分子メカニズムの解明に役立つと考えられた。

研究成果の概要（英文）：We performed a genome-wide association study (GWAS) using 898 samples obtained fro
m Japanese subjects [201 exfoliation syndrome (XFS)/exfoliation glaucoma (XFG) patients and 697 control su
bjects] by means of 1000K Affymetrix (Santa Clara, CA) microarray. As a result, we identified 34 genome-wi
de significant single-nucleotide polymorphisms (SNPs) distributed in not only LOXL1 but also in two other 
genes in the locus. These results were confirmed by analyzing an independent Japanese population consisted
 of 121 exfoliation syndrome/glaucoma patients and 263 controls. We performed a meta analysis by combining
 the results of the GWAS and its replication analysis, and we finally obtained 34 SNPs that passed the Bon
ferroni correction. These results suggested that the combination of newly discovered SNPs might be useful 
for precise XFG risk assessment, as well as for elucidating the molecular mechanism of XFG pathogenesis th
rough XFS.
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１．研究開始当初の背景 
 落屑緑内障は、緑内障診療の上で原発開放
隅角緑内障よりも治療に苦慮する疾患であ
る。落屑緑内障に特徴的な落屑物質は若い頃
には発現せず、ある程度高齢になってから前
房内に現れるため、早期の診断は難しく、原
発開放隅角緑内障と診断されてのちに落屑
緑内障と判明する症例も多い。また落屑緑内
障は眼圧変動が大きく、視野が急激に悪化す
ることもある。またチン氏帯が脆弱で、水晶
体が前方移動を起こし、時に急性閉塞隅角緑
内障様の臨床症状を呈することもあり、原発
開放隅角緑内障よりも臨床像はバリエーシ
ョンがある。また散瞳不良のため白内障手術
も難易度が上がり、線維柱帯切開術に抵抗を
示すことも多く、術後成績も不良になりやす
い。このような落屑緑内障の原因遺伝子とし
て 2007 年に北欧から Lysyl oxidase like 
protein 1(LOXL1)遺伝子がゲノムワイド関
連解析の手法を用いて報告された。2008 年
に我々も含めて日本人サンプルを用いた解
析で、LOXL1 が日本人においても疾患関連
遺伝子であった上に、rs1048661 のリスクア
レルが欧米人で G、日本人では逆の T である
という人種差を認める興味深い知見が得ら
れた。さらに落屑物質が集積する水晶体前嚢
における LOXL1mRNA の定量的 PCR を実
施した結果、対照群との発現量に有意差は認
められなかった。従って、落屑緑内障に関連
する日本人固有の遺伝子として LOXL1 以外
の遺伝子が存在する可能性が強く示唆され
ると共に、リスクアレルの方向が逆転してい
ることの学問的説明が強く待たれる状況で
ある。 
 
２．研究の目的 
 今回の目的は、落屑緑内障のゲノムワイド
関連解析として世界最大の症例数で世界標
準最新チップであるアフィメトリクス社
1000K チップを用い、厳密に診断された疾患
群と対照群の間でゲノムワイド関連解析を
行い、日本人固有 SNP の同定と LOXL1 の
関与する方向の詳細を取得する。またリスク
アレルの方向が欧米と日本で逆転し、病因と
なる別の SNP が存在することが強く期待さ
れるので、LOXL1 の次に P 値が高い新たな
落屑緑内障関連 SNP を同定する。現在落屑
緑内障の連結可能匿名化によるサンプルを
多数例収集し、引き続いて 1000K 遺伝子チ
ップを用いてハイブリダイゼーション実験
を完了する。次年度には各 SNP のアレル、
ジェノタイプ頻度を得て、Hardy 法則への適
合をみる。落屑緑内障に関与するマーカー
SNP を同定し、同一連鎖不平衡ブロック上に
存在すると考えられる真の SNP を割り出し
ていく。 
 
３．研究の方法 
1.サンプルの収集 
落屑緑内障症例のゲノムサンプルを300例以

上取集した。落屑緑内障の診断は熟練した緑
内障専門医があたり、書面による同意を得て
末梢血を採取する。一方正常コントロール症
例についてはすでに700名以上のゲノムを入
手済みである。コントロールはボランティア
を募り、視野（FDT、ハンフリー静的視野）、
眼底写真、HRT、GDx、ペンタカム、ビサンテ、
3DOCT による網膜神経線維層厚解析等を施行
し、緑内障専門医が診察を行い、複数の緑内
障専門医が判定を行った上、緑内障がないと
判定された症例から問診上の緑内障家族歴
のあるものを除いた症例を厳正に選別して
いる。少なくとも診断時点では落屑緑内障に
ついての厳密な対照群となることを確認す
る。 
2. 1000K チップによる SNPジェノタイピング
情報の取得 
落屑緑内障症例から採取され、匿名化管理人
によって匿名化のためのバーコードを貼付
された血液から BioRobot EZ1（Qiagen 社）
を用いてゲノム DNA を抽出する。抽出したす
べてのゲノム DNA について NanoDrop（Thermo 
Scientific 社）を用いて収量を測定し、その
結果をもとに 260 nm/280 nm の比を算出する
ことで品質をチェックする。品質をクリアし
たゲノム DNA は、プレートやウェルの位置に
起因して反応効率に偏りが生じてしまうい
わゆる“plate effect”を回避するためにラ
ンダマイズした後に、アフィメトリクス社の
Genome-Wide Human SNP Array 6.0 システム
に供する。チップ実験のためのサンプル調製
は、すべてアフィメトリクス社から提供され
たマニュアルに従い実施する。蛍光標識され
た断片化DNA試料をチップにハイブリダイゼ
ーションした後に、染色・洗浄する。その後、
チップをスキャンすることで画像ファイル
を取得する。最終的に、専用ソフトウェアを
用いて画像ファイルをジェノタイピングデ
ータに変換することで、全ゲノムにわたる
900,000 以上の SNP のジェノタイピング情報
を取得する。 
3． ケース・コントロール相関解析 
取得したジェノタイピング生データを専用
サーバに注入後、各 SNP のジェノタイプの頻
度計算を実施する。その後、call rate やマ
イナーアレル頻度（minor allele frequency, 
MAF）の厳格なフィルターを設定し、高品質
なデータを抽出する。抽出されたデータにつ
いて、ジェノタイプおよびアレル頻度に基づ
くχ二乗検定を行い P値を算出し、ケース群
で有意な SNP を同定する。同定された上位の
SNP については、Hardy 法則への適合を検証
すると共に、すべてのジェノタイピングのク
ラスター画像をチェックし、クラスター不良
のデータは排除する。すべてのフィルターを
クリアした SNP については、その SNP 周辺の
染色体情報（遺伝子の有無や連鎖不平衡ブロ
ッ ク ） を UCSC の ゲ ノ ム ブ ラ ウ ザ
（http://genome.ucsc.edu/）を用いて解析
する。 



4． 欧米人データとの比較および統合解析 
LOXL1 を同定した欧米グループが取得したイ
ルミナ社のチップを用いた約 300,000SNP に
ついてのジェノタイピングデータと比較し、
我々と同一の検定方法により再検定した結
果を side-by-side で多角的に比較する。加
えて、我々の取得したデータとの統合解析を
試みることで、統計学的な検出力を上げ、日
本人と欧米人とで共通する LOXL1 以外の SNP
の同定も試みる。両者のジェノタイピングシ
ステムが異なるため、両チップに共通する
SNP に加えて同一連鎖不平衡ブロックに存在
する SNP を抽出するプログラムを構築する。
選択された SNP について統合解析を行い、上
位 SNPおよび近傍 SNPについて解析を加える。 
４．研究成果 
落屑症候群を含む落屑緑内障201例と落屑

症候群を含まない非緑内障の正常対照697例
を用いてアフィメトリクス社の1000Kマイク
ロアレイで全ゲノム解析を行った。その結果
LOXL1 上およびその近傍遺伝子上にボンフェ
ローニ補正を超える有意な 34 SNP を同定し
た。さらに落屑症候群を含む落屑緑内障 121
例と正常対照263例を用いて再現性取得実験
を行った。二つの結果を合わせてメタ解析し
たところ、最終的に 34 SNP がボンフェロー
ニ補正を超える有意差を持って同定された。
その結果を Novel common variants and 
susceptible haplotype for exfoliation 
glaucoma specific to Asian population.と
いうタイトルで Scientific Report誌に投稿
し、アクセプトされ現在 in press.となって
いる。 
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