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研究目的

食道アカラシアは下部食道括約筋の過度の収縮や弛緩不全により下部食道の狭窄をきたす

疾患である．その結果，食物などの通過障害を引き桓こし，日匿気，胸痛，咳，体重減少などの

陸状を呈する 本症では，組織学的に下部食道の縦走筋と輪状筋の間の神経叢が減少ないし喪l

快しており，これらの神経叢の異常が病因に深く関与していると推測される．その原因として，

ウイルス感染，免疫，代謝異常などが挙げられているが，詳細は解明されていない［1]. 

これまで食道アカラシア感受性の遺伝子異常は，個別の遺伝子の，一部のDNA配列だけを

対象にした報告のみで，多数の遺伝子の全エクソン配列について解析した報告はない本研封

で、は， high-throughput sequencingを用いて炎症， l白日免疫，代謝，ストレス応答に関連す｜ 

る 1000以上の遺伝子の全エクソン領域を網羅的に解析することで、，食道アカラシアに高い感l

F性を持つ遺伝子異常を同定することを目的とした
材料・方法

1.対象

旭川医科大学病院を含む多施設に通院中の 21名のアカラシア患者と 20人の健常人から，倫

理委員会の承認のもと，血液サンフ。ノレを回収した．診断は臨床症状，食道内圧測定， X線造影，

内視鏡所見によって行い，臨床データは診療記録から収集した．

2, High旬throughputsequencing 

本研究でIは，既報の食道アカラシア感受性遺伝子の他l乙新規の遺伝子変異の同定を目的と

している．そこで，消化管，肝臓，胆醇，血液領域における炎症性疾患や自己免疫疾患，代動

異常，酸化ストレスに注目し，アカラシア以外にも，炎症性腸疾患，非アルコール性脂肪性町

炎，自己免疫性醇炎，鉄過剰症などの疾患に感受性のある遺伝子変異を PubMedで検索し，

候補遺伝子リストを作成した．更に，その周辺の代謝，免疫，シグナノレ伝達に関連する分子を

コードする遺伝子を候補に加えた．その中から炎症，免疫に関連する 883遺伝子，代謝異常，
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酸化ストレスに関連する遺伝子209を選出し3重複を除いた1031の遺伝子を標的遺伝子とし，

その全エクソン配列を網羅する 12609対のプライマーを設定した．対象者の末梢血単核球か

らDNAを抽出し， polymerasechain reaction (PCR）を行った.PCR産物を解析用の粒子に

陣合させ再度PCRで増幅後（em吐sionPCR) , Ion Proton四 Semiconductor叫 1凹 erでDNA

配列を決定し，健常人遺伝子配列データベース（GRCh37/hgゆと照合して，遺伝子変異を検

出した．疾患群と健常群における各遺伝子変異の出現頻度ついてフイツシャー検定を用い有意

差検定を行った．

3，直接シークエンス法（サンガーシークエンス法）

検出した遺伝子多型を含む遺伝子配列を PCRで増幅し， ABI3500 genetic analyzerを用

いてDNA配列を解析した．

成 績

l, 対象

アカラシア患者は男性5名と女性16名，計21名，発症年齢中央値は40歳だった.17名

が内視鏡または外科的治療が施行され， 4名が内服治療のみで、あった．健常人背景は，男性11

p名と女性10名，計20名で，年齢中央値は 34歳で、あった．健常人ボランティアの年齢が平副

｜意に低かったが，男女比は2群聞に差を認めなかった．

2, High-throughput sequencingおよび直接シークエンス法による解析

両群合わせて4750か所の遺伝子変異が検出された．その中で，食道アカラジア患者に有意｜

に高頻度の変異は46か所で、あった．このうちエクソン領域の一塩基多型は20か所で、あった．

この 20か所から二重鎖の聞での不一致率（strandbias）が高い 12か所を除外した．また，

日本人固有の多型1か所を除外し，残ったのは7多型（rsl881420,rs3795850, rs1063646, 

回2032582,rs2526374, rs1127354, rs4898）で、あった．本研究では，強い疾患感受性をも

っ遺伝子変異のみを確実に同定するため，直接シークエンシングを行い同様の多型を認めたも

のを選択した．その結果， rs4898のみが全症例において両シークエンス法で同じ多型が証明

され，残り 6多型では一部の症例で両シークエンス法の結果に不一致があった．

3. rs4898の背景解析

rs4898 (chrX:47444985）は tissueinhibitor of metalloproteinase-1 (TIMP・0のエクソ

ンに含まれると同時に， synapsin-1(SYN-1）のイントロンに含まれていた．患者群16名（67.

i2%），健常群7名（35%）にこの多型が認められた．

考 案

本研究は，食道アカラシア感受性遺伝子多型について， High-throughput sequencingを

用いて，初めて多数の遺伝子の全エクソンを網羅的に解析した報告である．その結果，解析しl

た附遺伝子から，本症に感受性のある 7遺伝子多型を同定したその中でも，全症例で、間

接シークエンス法でも同じ多型を証明することができた rs4898は，食道アカラシアに高感受
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性の確実な遺伝子多型であると考えられた一方，その他の6多型については，一部の症例司

High-throughput sequencingと直接シークエンス法の結果に不一致があった．とれは読み｜

取り特性の相違に起因すると考えられ，この6多型については，今後さらに検討が必要である

と考えられた．

rs4898はSYN-1のイントロンに含まれる.SYN-1は神経終末シナプス小胞膜に発現する分

序であり，シナプス小胞の神経終末への移動を制御し，シナプス機能の恒常性を維持している．

Jrs4898 は SYN-1 のエクソンではなく，イントロン領域であったが，この変異はpre·messen~

ler RNAのスプライシングの変化を引き起こし，遺伝子発現を低下させることが示唆されてい卜

る［2］.また，食道アカラシアの括約筋機能異常と酷似する内庇門括約筋アカラシア（IASA)

患者において， SYN-1の発現低下が報告されている［3]..以上から， SYN-1のイントロン変｜

恥，筋神経叢内シナプスの削惜現を減少させ，食道アカラシアの発症に関係している

可能性がある．

一方rs4898はTIMP-1のエクソン5領域でもある．この部位はpre-messengerRNAのス

プライシングに必須である.snRNPの結合部位であり，この多型が TIMP-1mRNAの成熟を

阻害することが示唆される．食道アカラシアにおける TIMP-1の役割は不明であり，今後この

l多型と疾患の発症や進展との関連性を明らかにする傾向
結 論

本研究では High-throughputsequencingを用いた網羅的解析で，食道アカラジア高感受

性遺伝子多型， rs4898を同定した．この遺伝子多型は神経シナプスの機能に必須の分子であ

る蜘1のイントロン領域お山IMP-1のエクソン領域に含まれていた恥4898尚南
アカラシアの疾患リスクマーカーとして有用であるとともに，本症の発生や病態に関係してい

る可能性がある．
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学位論文題目

High圃throughput sequencingによる

食道アカラシア感受性遺伝子の同定に関する研究

食道アカラシアは下部食道括約筋の弛緩不全により下部食道の狭窄をきたす疾患であ

る．その原因として，ウイルス感染，免疫，代謝異常などが挙げられているが，詳細

は解明されていない．これまで食道アカラシア感受性の遺伝子異常は，個別の遺伝子

の，一部の DNA配列だけを対象にした報告のみで，多数の遺伝子の全エクソン配列に

ついて解析した報告はない．本研究では， high司throughput sequencingを用いて炎

症，自己免疫，代謝，ストレス応答に関連する 1000以上の遺伝子の全エクソン領域を

網羅的に解析することで，食道アカラシアに高い感受性を持つ遺伝子異常を同定する

ことを目的とした．アカラシア患者は男性 5名と女性 16名，計 21名，対照は健常人

2 0名である. High-throughput sequencing および直接シークエンス法により両群

合わせて 4750か所の遺伝子変異が検出され、その中で，患者に有意に高頻度の変異は

46か所であった．このうちエクソン領域の一塩基多型は 20か所であった．この 20か

所から二重鎖の聞での不一致率（strandbias）が高い 12か所を除外した．また，日

本人固有の多型 1か所を除外し，残ったのは 7多型（rsl881420, rs3795850, rs106 

3646, rs2032582, rs25263 7 4, rs 112 7354, rs4898）であった．本研究では，強い疾

患感受性をもっ遺伝子変異のみを確実に同定するため，直接シークエンシングを行い

同様の多型を認めたものを選択した．その結果， rs4898のみが全症例において両シー

クエンス法で同じ多型が証明され，残り 6多型では一部の症例で両シークエンス法の

結果に不一致があった. rs4898 (chrX:47444985）は tissueinhibitor of metallop 

roteinase-1 (TIMP-1）のエクソンに含まれると同時に， synapsin-1 (SYN幽 1）のイン

トロンに含まれている．患者群 16名（67.2%），健常群 7名（35%）にこの多型が認めら

れた. SYN-1は神経終末シナプス小胞膜に発現する分子であり，シナプス小胞の神経

終末への移動を制御し，シナプス機能の恒常性を維持している．以上から， SYN寸の

イントロン変異は，筋神経叢内シナプスの SYN-1発現を減少させ，食道アカラシアの

発症に関係している可能性があることを示唆する．アカラシアの病態及び治療を考え

る上でも極めて興味深い意義ある研究結果である。各委員による査問にも的確な解答

が得られ、関連領域の知識も十分で、学位論文にふさわしいと判断した。


