
Quantitative sequence analysis by pyrosequencing and its applications to psychiatric research

Sequences
1st RT-PCR primers 5'-TGGATTTCACTAGATGTGCT-3'

5'-GTCCCTCAGTCCAATCACAG-3'
orientation) Bio-5'-TGGATTTCACTAGATGTGCT-3'

5’-TTGATATTGCCCAAACGATG-3’

CCCCC 5'-ACAGGACCACGCACTGCTACATACCGGTCCAGCG-3'
CCTCC 5'-ACAGGACTACGCACTGCTACATACCGGTCCAGCG-3'
CTCCC 5'-ACAGGATCACGCACTGCTACATACCGGTCCAGCG-3'
CTTCC 5'-ACAGGATTACGCACTGCTACATACCGGTCCAGCG-3'
TTTTT 5'-ATAGGATTACGTATTGCTACATACCGGTCCAGCG-3'
sequencing primer 5'-CGCTGGACCGGTATGTAGCA-3'
reading sequence 5'-A/GTA/GCGTA/GA/GTCCTA/GTTG-3'
dispensation order CAGCTAGTCGTATGATGTCTAGCT
Pyrosequencing in reverse orientation*
GGGGG 5'-GTGCGTGGTCCTGTTGAGCATAGCCGGTTCAATTC-3'
GGAGG 5'-GTGCGTAGTCCTGTTGAGCATAGCCGGTTCAATTC-3'
GGGAG 5'-GTGCGTGATCCTGTTGAGCATAGCCGGTTCAATTC-3'
GGAAG 5'-GTGCGTAATCCTGTTGAGCATAGCCGGTTCAATTC-3'
AAAAA 5'-ATACGTAATCCTATTGAGCATAGCCGGTTCAATTC-3'
sequencing primer 5'-GAATTGAACCGGCTATGCTC-3'
reading sequence 5'-AAT/CAGGAT/CT/CACGT/CAT/CTG-3'
dispensation order GATCTAGATACACTACTGTCGACTG

Pyrosequencing in forward orientation*

Pyrosequencingによる定量的塩基配列解析法とその精神疾患研究への応用
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D 健常者(n=24)と双極性患者(n=24)のリンパ芽球DNAを用いた
メチル化状態の比較

pyro cloning pyro cloning pyro cloning pyro cloning pyro cloning

sample #1 92.2 90.5 92.6 100 89.7 95.7 0 0 0 0
sample #2 93.7 86.4 92.2 100 87.8 100 17.9 0 0 0
sample #3 92.3 83.3 89.9 94.7 87.3 89.5 0 11.8 0 5.9
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A 遺伝子1におけるpyrogram例

B サブクローニング法によるメチル化解析例

C pyrosequencingとサブクローニング法の比較

A セロトニン2C受容体mRNAの編集部位

E ラット脳mRNAからのRT-PCR産物を用いた場合のpyrogram

C 連続した編集部位 (site E,C) を測定するための方法

B オリゴヌクレオチドを使用した編集部位の定量

F サブクローニング法とpyrosequencingの比較

G 使用したオリゴヌクレオチドとプライマー
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B プラスミドDNAからのPCR産物によるpyrosequencing 

A mtDNAの模式図と今回使用したプライマー

CCCGGTAATCGCATAA/T/GAACTAAAACTTT
Pyrosequencing用プライマー

要旨

1. Pyrosequencingの原理

2. セロトニン2C受容体mRNA編集の定量的測定

3. ミトコンドリアDNAヘテロプラスミーの定量的測定例

4. 多数サンプルを用いたDNAメチル化状態の定量的測定例

5. まとめ
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　現在までに、双極性障害や統合失調症など、精神疾患の発症機序について様々な観点から
研究が進められているが、未だ主要な遺伝的原因は明らかにされていない。近年、ゲノム上
の塩基配列以外の変異や変化が、精神疾患の病因や病態と密接に関わっている可能性が指摘
されている。例えば、精神疾患に関連があると考えられている候補遺伝子において、患者-対
照群間でRNA編集の程度や、プロモーター領域のDNAメチル化の違いなどエピジェネティク
スな変化が見出されている。また双極性障害では、ミトコンドリアDNAの変異や多型、へテ
ロプラスミーの程度などとの関連も議論されている。こうした定量的な塩基配列の解析には、
これまでサブクローニング法や放射性同位体を用いたプライマー伸長法などが用いられてき
たが、簡便性、定量性などの点で困難があった。
　Pyrosequencingは、プライマー伸長法を基盤にし、ルシフェラーゼ発光反応を厳密に制御
することにより、定量的な塩基配列の解析を行うことができる技術である。この方法は従来
主としてSNPタイピングのような定性的な目的のために利用されてきたが、定量性を活かし
た解析にむしろ威力を発揮すると期待される。我々はこの技術を用いて、1、セロトニン2C
受容体における連続した5ヶ所のRNA編集部位の測定法の開発、2、ミトコンドリアDNAに
おけるヘテロプラスミー測定系の開発、3、多数検体における精神疾患候補遺伝子のDNAメ
チル化の測定、などを行っている。本年会では、これらの精神疾患研究における
pyrosequencingを用いた定量系について報告するとともに、その有用性と問題点などについ
て議論したい。
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C 患者血液DNAを用いたpyrosequencing
　今回、mRNAの編集率、ミトコンドリアDNAの変異率、ゲノムDNAのメチル化状態という、
3種類の異なる塩基定量を行った。そのいずれにおいても、pyrosequencingで定量が可
能であることが示された。PyrosequencingはPCR後の処理が短時間で済み、測定に要
する時間も30 min/96 well plate程度であるため、多量のサンプルを定量する場合、非常
に有用である。これまで塩基定量に使われてきたサブクローニング法は操作が煩雑で
時間がかかるという以外に、ライゲーションされるPCR産物にバイアスがかかる可能性
があるという欠点もあった。Pyrosequencingでは、より正確な定量が可能であると考え
られる。
Pyrosequencingで信頼度の高い定量を行うには、PCR 産物量が数百ng必要であるた
め、PCR条件を決定する段階が律速段階になると思われた。またpyrosequencingで測
定できる範囲は、通常プライマーから10 bp前後であるため、広範囲の領域を定量する
ことが必要な場合には、サブクローニング法の方が適すると思われ、目的による使い分
けが必要であると思われた。
1. これまで、連続した部位の定量にはサブクローニング法以外の方法は存在しなかっ
た。セロトニン2C受容体mRNAの連続した2ヶ所を含む、5ヶ所の編集部位の定量を行える
ハイスループットな系を確立した。
2. ミトコンドリアDNAはPCRが比較的容易であり、多くの産物が得られるため、ヘテロ
プラスミーの定量にpyrosequencingには適していると思われる。ただ相同性のある核
ゲノムDNA領域をPCRで増やしてしまった場合、pyrosequencingではそれを区別するこ
とは出来ないため、PCR条件の条件検討には注意が必要である。
3. DNAメチル化を定量するためにはbisulfite PCRが必要になるが、一般的に多量な産物
を得られにくいため、条件設定にやや時間がかかる。

D オリゴヌクレオチドをテンプレートに使用したpyrogram 
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④ アピラーゼが取り込まれなかったdNTPと余分なATPを分解する。

① テンプレートDNA (PCR産物等) にpyrosequencing用プライマーを
アニールさせ、dNTP添加後、DNA ポリメラーゼを反応させる。
1分子のdNTPが付加する毎に、1分子のピロリン酸 (PPi) が遊離する。
② ATP sulfurylaseがピロリン酸とadenosine-5'-phosphosulphate 
(APS) をATPに変換する。
③ ルシフェラーゼがルシフェリンとATPをオキシルシフェリンに
変換する。この時生じる発光をCCDカメラで検出する。

①のdNTP添加からのステップを繰り返す。

① (DNA)n + dNTP

② APS + PPi

③ luciferin + ATP

Light

luciferase

(DNA)n+1 + PPi

ATP

Time

DNA polymerase

ATP sulfurylase

④ dNTP dNTP + dNMP + phosphatase
ATP ADP + AMP +phosphate

oxyluciferin

Apyrase

セロトニン2C受容体(HTR2C)のmRNAは、5ヶ所の部位でRNA編集を受けており、そのいずれにおいてもアミ
ノ酸配列が変化して、機能の異なる多数のアイソフォームが作られる。HTR2Cは古くから精神疾患との関わり
が指摘されており、患者死後脳やうつ病モデルラットでRNA編集率の変化が報告されている。我々は1反応で、
連続する編集部位（site E,C)を含む5ヶ所全ての部位での定量的測定系を確立した。

HTR2C mRNAは5ヶ所(site A-E)、ADAR
(adenosine deaminases acting on RNA)によ
って、アデノシンがイノシンに変換されるタ
イプのRNA編集(A-to-I RNA editing)を受けて
いる。イノシンはグアノシンとして翻訳装置
に認識されるため、アミノ酸変化が生じうる。
HTR2Cの場合、最大24種類のアイソフォー
ムが産生される。

Genomic DNA

A B C DE

ATA (Ile)

IIT (Gly)

ITT (Val)
AIT (Ser)ATI (Met)

ITI (Val)

ITA (Val)
AAT (Asn)
IAT (Asp)

5'-GCA ATT GAC-3'CGTATA AAT CCT

ATT (Ile)

Editing site

2種類のオリゴヌクレオチドを様々な割合で混合し、それぞれの編集部位を定量した。連続していない
編集部位であるsite A, B, Dは通常のプロコールで正確に定量することができた。

Pyrosequencingはプライマー伸長法を応用した技術であるため、通常のdipensation order (dNTP添加順
序）では連続多型の定量的測定は不可能である。dNTPのdipensation orderを工夫することにより、連続
した編集部位であるsite E,Cの編集率を定量的に測定することができた。

(上)site E,C部分における可能なアイソフォームのパ
ターン。(下)今回使用したdispensation orderと、4種
類のアイソフォームを等量ずつ混合した場合に検出さ
れるピーク高の理論値。Forward側を例に取ると、13
番目のT、15番目のAでのピーク高はそれぞれ、アイ
ソフォームAA, GAの割合に相当する。その値から残
りのアイソフォームの割合が、以下の式により計算
される。
AG=12A-2*13T, GG=16T-15A-AG

4種類のオリゴヌクレオチドを等量ずつ混合した時のpyrogram。理論値に近いピーク高が検出された。

Reverse

ラット脳(n=3)からのRT-PCR産物のサブクローニング法とpyrosequencingでのデータを比較した。
site E,Cにおける部分的なアイソフォームの割合と、各siteの編集率を比較したところ、2つのデータは
高い相関を示した。(R=0.984, R=0.952)

Partial isoform content RNA editing efficiencies of each site

3260

ミトコンドリアDNA (mtDNA) は約16kbの環状分子で、1細胞あたり数百-数千コピー存在する。変異が
入ったmtDNAは、正常なmtDNAと様々な割合で共存し、ヘテロプラスミーと呼ばれる状態になる。
ミトコンドリアは細胞内カルシウムの濃度制御を介して、神経可塑性、アポトーシスシグナルに重要な役
割を持つ。精神疾患患者DNAにおいてmtDNAに変異が蓄積されている例が報告されており、ヘテロプ
ラスミーの割合を定量的に測定する方法を検討した。

今回測定したA3260T変異は、ピアソン病患者で見出された変異で
あり、Leu tRNAをコードする領域内にある。Leu tRNA内の他の変
異は精神疾患患者で蓄積が認められる。

様々な割合で混合した3260Aと3260Tを持つプラスミド
DNAをテンプレートに用いたPCR産物を定量したところ、
テンプレート内の3260Aと3260Tの割合とpyrosequencing
で得られた値はほぼ一致した。
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精神疾患の発症には、塩基配列上の変異だけでなく、エピジェネティックな変異が関与している可能性
が示唆されている。これまでに統合失調症一卵性双生児不一致例由来ゲノムDNAや患者死後脳で、遺伝子
発現制御を担っているプロモーター領域のDNAメチル化状態の差異が見出されている。今回、双生児不一
致例で差異の認められた2つの遺伝子について、多数の患者・健常者サンプルを用いてプロモーター領域
のDNAメチル化状態を定量的に測定した。

ヒトリンパ芽球由来のDNAを用いて、遺伝子1において3ヶ所(siteA-C)、遺伝子2において4ヶ所(siteA-D)
のCpG部位を含む領域でbisulfite変換後のDNAを用いたPCRを行い、メチル化状態を測定した。
ここに示したのは、遺伝子1のsiteB,Cのpyrogramである。

ヒトリンパ芽球由来のDNAを3サンプル用いて、pyrosequencingとサブクローニング法を用いてメチル化状
態の測定を行い、データを比較したところ、誤差は0-17.9%であり、高い相関を示した。
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Aで使用した同じDNAサンプルを用いたメチル化解析例。
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患者

患者の母親

A3260Tは母親でも認められ、患者で3260Tの割合が増えていることが確認された。

mtDNA
16569 bp

Leu tRNA

Bと同様に様々な割合で混合した2種類のオリゴヌクレオチドをsite E, site Cを上のdispendation order
で定量したところ、正確に定量できていた。


