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研究課題名  MUC16遺伝子多型の解析によるドライアイの検査法の開発 

研究成果の概要 

研究目的、研究計画、研究方法、研究経過、研究成果等について記述すること。必要に応じて用紙

を追加してもよい。（先行する研究を引用する場合は、「阪大生のためのアカデミックライティン

グ入門」に従い、盗作剽窃にならないように引用部分を明示し文末に参考文献リストをつけるこ

と。） 

[1.研究目的] 

 眼の表面は角化しておらず、表面に粘膜層が存在し、それが外界からのバリアとして機能してい
る。粘膜層の重要な物質として、角膜上皮細胞に発現しているムチンの一つである MUC16 があ
る。MUC16 はその粘性から、眼表面の保水性を保ち、眼表面の防御にも関係している。ムチン類
は共通してリピート構造をもち、そこに糖鎖が修飾されることでそれらの機能を獲得している。
MUC16 は、５つのエキソンからできた 156 アミノ酸を１単位としているリピート(Figure１) があ
り、このリピート数には個人差があることが予想される[1]。リピート数が多い人は涙液の保水性が
高く、少ない人は保水性が低いためドライアイ発症に繋がるのではないかと仮定し、そのリピート
数の測定方法の開発を目的とした。[2] 
 
Figure１(MUC16 のリピート構造) 

 

 

[2.研究方法] 

本研究では、MUC16 に注目した。MUC16は、５つのエキソンからできた 156 アミノ酸を１単位と
しているリピートがあり、このリピート数は個人差があることが先行研究で示されている。今回こ
の個人差を５つのうち１つのエキソンを縮重 Primer を用いて増幅、インターカレント法によって検
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出し、MUC16の定常領域（Cterm とする）と検討する。今回は、MUC16 の増幅に２種類の縮重プ
ライマーを使用し、その比較も行った。今回は、44 名の健常者検体の白血球 DNA を対象として実
験を行い、それぞれのΔCt 値から MUC16のリピート数を比較した。データの正規性は Shapiro-
wilk 検定を用いて確認した。今回使用したプライマーTable1の通りである。 
 
Table１ 

MUC16(Primer1) 
 

Forward 5’-ACNVVDRTGGAYVYYVYCTGCA-3’ 

Reverse 5’-TCCAGDRHRTAGRRDCCCAG-3’ 

 

MUC16(Primer1)  

Forward 5’-AGGYCHRWRAARRAYRGNDHWG-3’ 

Reverse 5’-BRWAGAGRCTRTBBYKRTCCAG-3’ 

 

 

 

 

 

 

[3.研究結果] 

Figure2(Primer1) 

MUC16_Cterm 

(リファレンス) 

 

Forward 5’-GTGACAGGTACAAGGTGGGG-3’ 

Reverse 5’-GTTCCTGCCTCGTTGGATGA-3’ 



様式６ 

申請先学部   医学部保健学科 採択番号 No. 3   

 

 
Table2(Primer1) 

分散分析表 

変動要因 分散 P-値 

グループ間 0.151 1.18E-86 

Shapiro-wilk 検定 

統計量 0.853  

P値 0.190E-3  

 
 
 
Figure3(Primer2) 

 

Table3(Primer2) 

分散分析表 

変動要因 分散 P-値 
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グループ間 0.00118 1.45E-31 

Shapiro-wilk 検定 

統計量 0.956  

P値 0.103  

 
Figure2,3は、全検体の Ctermに対する MUC16の発現量の発現量(2-ΔCt)を示したもので、Table2,3
はそれぞれ Figure2,3 の分散分析の結果と Shapiro-wilk 検定の結果である。Primer１では、検体間
の分散が 0.151 (P値=1.18e-86)であり、Primer2 では、検体間の分散が 0.00118 (P 値=1.45e-31)で
あった。どちらも全検体間のいずれかのペアに有意差があることが確認できた。Table2 より、
Primer 1 では、Shapiro-wilk 検定の結果、p 値<0.05 であることから、Primer 1 のデータは正規分布
しないと言える。Table4より、Primer 2 では、Shapiro-wilk 検定の結果、p値>0.05であることか
ら、Primer 2のデータは正規分布していると言える。このことを踏まえて、次にプライマー間での
分散の差をみる。 
 
 
Figure 4  

  

 
Table4 

 Primer1 Primer2 
Mean 0.03636 0.01682 

Variance 0.001196 9.542e-05 
Standard deviation 0.03458 0.009768 

 
Figure4 は、それぞれの検体の Cterm に対する MUC16の発現量(２-ΔCt)を示したものである。この
結果から、Primer1 の方が Primer2 よりも分散が１２倍以上大きいことが確認できた。 
 

[4.考察] 
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Primer1,2 ともに、検体のリピート数の差を検出することができるが、Primer1 の分散値が大きかっ
たことから、個人のリピート数の差を検出しているのは Primer 1 の方が優位と言える可能性が高
い。リピート数の差が目の保水性に影響していると考えているため、Cterm に対する MUC16の発
現量は個人差がある結果の方が感度よく検出できると予想できる。よって、今後の解析では
Primer1 を使用していく。問題点としては、今回の検討では正規性が証明できなかったことが挙げ
られる。また、検体によって得られる MUC16 の Ct 値や Melt Peak にばらつきが出ることがみとめ
られるが、これは MUC16 のリピート領域はリピート数だけで無く塩基配列にも個人差があり、混
合塩基を使用したプライマーを使用しているため、プライマーが目的の配列とは違う場所に結合し
てしまう可能性が高くなること、縮重部分の Tm値の差を検出してるためだと考える。 
 

[5.今後の方針] 

今回の実験では、再現性の確認ができていない検体がほとんどであるため、まずそれらの再現性を
確認し、今回と同じように検体間での差をみる。その後、ドライアイ患者のサンプルを同様に解析
し、今回実験した 44 検体と含めて、リピート数とドライアイ発症の相関関係があるかを検討してい
く。正しい数値を決定できるように、一度に得られる MUC16 の Ct 値を増やすなどして対策を講じ
る必要がある。これを踏まえた上で、今後の実験を進めていきたい。 
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