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	ハイスループットな新規SNPタイピング法と探索法：

テーラーメード医療に寄与する超並列SNPタイピング法（MPST）と超並列SNP探索法（MPDS）の開発に成功


タカラバイオ株式会社（社長：加藤郁之進）のDNA機能解析センターは、高性能の塩基配列決定能を持ったMassively Parallel Signature Sequencing (MPSS) 法を応用して、一塩基多型（Single nucleotide polymorphism; SNP）の新規タイピング法、MPST (Massively Parallel SNP-Typing：超並列SNPタイピング) 法と新規探索法、MPDS（Massively　Parallel　Diced DNA　Sequencing：超並列SNP探索）法を開発しました。このMPST法を用いると、原理的には１解析で約10万個のSNPを同時にタイピングすることができます。つまり、100種類のSNPならば1000人分のSNPタイピングが、MPST法の１解析によって可能になります。またMPDS法を用いると約100人単位での新しいSNP探索が可能になります。

SNPタイピングと探索の必要性

　例えば、チトクロムP-450ファミリーのSNPは薬剤感受性の個人差と密接に関連しており、SNPタイピングによって患者に合った薬剤の種類や投与量を選択するというテーラーメード医療を目指して盛んに研究が行われています。すでに多くのSNP情報が蓄積されていますが、テーラーメード医療を現実のものとするにはさらに膨大な量のタイピングを行ってSNPと疾患や薬剤代謝の関係を明らかにする必要があります。

新規SNPタイピング法：MPST法

　MPSS法は十数塩基のDNA配列を一度に約100万個得ることができる技術であり、各遺伝子のmRNAに特有の配列（Signature配列）の出現頻度(デジタル情報)を基にして遺伝子発現プロファイリングが行えます。今回開発したMPST法は、一回の解析で約100万配列を決定できるMPSS法の能力をSNPタイピングに応用したものです。

　その工程は次の通りです：

１）SNP部位を含むDNAをPCRで増幅する。

２）増幅したDNAのSNP部位近傍を制限酵素で切断し、この末端にサンプルごとに異なる2～6塩基の配列（試料識別コード）を含む合成DNA（アダプター）を連結する。

３）このDNAを混合し、タグライブラリーを作製する。

４）タグライブラリーからメガクローンビーズを作製する。

５）メガクローンビーズをMPSSと同様の方法により試料識別コードとSNP部位周辺を含む約100万個の塩基配列を決定する。

６）各配列から試料識別コードを読み取り、どの試料に由来するかを判別し、どのSNP部位でどんなSNPのタイプかをSNP部位周辺の配列から読み取る。

現在行われているハイスループットSNPタイピング法ではタイピングしたいSNP数（SNP部位数×サンプル数）の反応を別々に行う必要があります。一方、MPST法ではSNP部位をマルチプレックスPCR等の方法で増幅することによりSNP数よりも大幅に少ない反応数でタイピングを行うことが可能であり、さらに大幅なコストダウンが可能です。また、大半のSNPタイピング法では既知のタイプ（通常は2種類の塩基）のいずれかのホモであるかヘテロであるかの定性的な情報しか得られませんが、MPST法を用いれば、サンプルごと、SNP部位ごとの4種類の塩基の比率がビーズのカウント数として定量的に得られます。したがって、既知のSNP部位に新規のSNPタイプがあった場合にもタイピングが可能であり、さらにはミトコンドリアDNAのヘテロプラスミーの割合のように定量的な情報が必要な解析にも応用できます。

新規SNP探索法：MPDS

　上に述べたSNPのタイピングのみならず、色々な病気の原因になっているSNPの探索にも高い塩基配列決定能を持ったMPSS法は利用可能であり、今秋に開催された二つの学会でMPDS法としてすでに発表しています（日本生化学会大会2003年10月15～18日、日本臨床化学会･日本臨床検査医学会連合大会2003年10月29～31日）。

このように、高い能力をもったMPDS法とMPST法は、テーラーメード医療に向けた地域単位のSNPデータの蓄積や応用研究に活用されるものと期待されます。

当資料取り扱い上の注意点
資料中の当社の現在の計画、見通し、戦略、確信などのうち、歴史的事実でないものは、将来の業績に関する見通しであり、これらは現時点において入手可能な情報から得られた当社経営陣の判断に基づくものですが、重大なリスクや不確実性を含んでいる情報から得られた多くの仮定および考えに基づきなされたものであります。実際の業績は、さまざまな要素によりこれら予測とは大きく異なる結果となり得ることをご承知おきください。実際の業績に影響を与える要素には、経済情勢、特に消費動向、為替レートの変動、法律・行政制度の変化、競合会社の価格・製品戦略による圧力、当社の既存製品および新製品の販売力の低下、生産中断、当社の知的所有権に対する侵害、急速な技術革新、重大な訴訟における不利な判決等がありますが、業績に影響を与える要素はこれらに限定されるものではありません。
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【参考資料】
＜語句説明＞
MPSS法

　直径約5μmの微小なビーズの表面に結合された捕獲用のオリゴヌクレオチドを利用して、細胞内で発現しているほぼすべての遺伝子断片を個々のビーズ表面に固定化する技術がメガクローン技術です。遺伝子の既知未知には関係なく網羅的に固定化することができ、細胞内での遺伝子発現をそのままビーズの形で再現することができます。

MPSS法は、メガクローン技術で作製したcDNAビーズを平面的に充填した超高密度ビーズアレイを作製し、約100万個のビーズに捕獲された各cDNAの17～20塩基の配列を一挙に決定することができる技術です。MPSS法の配列決定原理は自動シークエンサーに採用されているジデオキシ法や化学分解によるマクサム－ギルバート法と根本的に異なっています。DNAリガーゼが相補的な末端どうしを連結するという性質を利用し、100万個以上のビーズの蛍光画像からDNAの配列を超並列的に決定するというものです。MPSS法により、細胞内で発現しているほぼすべての遺伝子の種類と発現頻度情報を一挙に得ることができます。

一塩基多型（SNP）

　同種の生物であっても遺伝子は個体間で多様性を有しており、その多様性を遺伝子多型と呼びます。遺伝子多型には様々な種類がありますが、1個の塩基が他の塩基に置き換わった多型をSNPと呼びます。SNPは最も高頻度に見られる多型であり、ヒトには数百塩基に1箇所の割合で存在すると言われています。SNPの多くは表現型に影響を与えないと考えられていますが、個体間の表現型の違いに関わっていることが知られているものも数多く存在します。例えば、タンパク質をコードする領域に異なるSNPを持つ個体間ではタンパク質の構造と機能（酵素活性等）に差異が生ずることがあります。また、遺伝子発現を調節する領域（プロモーターやエンハンサー）に存在するSNPは遺伝子発現量に影響を及ぼすことがあります。このようにして、SNPは体質、病気への罹りやすさ、薬の効きやすさその他の個人差に深く関わっています。

SNPタイピング

　SNPタイピングとはSNPが存在する位置の塩基を判別することです。SNPをタイピングするにはSNPの塩基情報をシグナルに変換し、そのシグナルを検出しますが、遺伝子増幅により感度を上昇させる工夫などが組み合わされています。その組み合わせにより様々なタイピング法が考案されました。広く用いられている方法としては、プライマーとDNAポリメラーゼを組み合わせた方法（PCR法を含む）、特殊な構造のDNAを切断する酵素を利用したインヴェーダー法、リガーゼとオリゴヌクレオチドを組み合わせたLCR法等があり、当社も特別な装置を必要としない簡便なタイピング法であるUCAN法をすでに開発しています。これらの大部分は、その部位にある種類の塩基（A、G、CまたはT）が存在するかどうかを定性的に検出する方法です。MPST法はどの塩基がどの割合で含まれているかを定量的に知ることができる点でも優れています。
テーラーメード医療

　薬の効きやすさには個人差があり、おもに薬剤代謝酵素遺伝子群の多型によるものであることが知られています。これらの多型をタイピングし、これに合った種類や量の薬で治療しようというのがテーラーメード医療です。これによって有効な薬を必要十分量投与することができ、副作用を減らすこともできます。

ミトコンドリアDNA（mtDNA）

　mtDNAは母親からだけ受け継がれる約17 kbの環状DNAであり、1個の細胞には数百～数千コピーが存在します。染色体DNAに比べてmtDNAにははるかに高頻度（十数bpに1個）のSNPが見出されています。また、1個の細胞中に異なる配列を持つmtDNAが混在していることもあり、この状態をヘテロプラスミーと呼びます。mtDNAのSNPにはミトコンドリア脳筋症のように先天的な病気の原因となるものもあります。また、mtDNAには後天的に変異が入りやすく、変異の蓄積が老化に伴う神経変性疾患、心機能低下、糖尿病等の一般疾患と関連することが知られてきています。この場合、ヘテロプラスミーの割合を知ることが疾患を理解する上で重要です。
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