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研究成果の概要（和文）：家族性ALSの網羅的遺伝子診断システムを開発し、孤発性ALS 469例について解析を行ったと
ころ、対象とした家族性ALS関連28遺伝子のエクソン領域内で、既知の変異が14例に、新規多型が115個認められた。こ
のうち病原性の疑われる多型は30例で計35個であった。また、孤発性ALS患者、コントロール合わせて800例のエクソー
ムシークエンスを行い、データ解析を進めている。JaCALSの前向き臨床情報とリンクさせることで、進行・予後に関わ
るSNPsの同定をすすめ、少なくとも2つのSNPsにおいてminor alleleを有する患者が急速に進行することを明らかにし
た。

研究成果の概要（英文）：We developed a comprehensive genetic diagnostic system of the familial ALS 
including 28 genes related to familial ALS and 469 sporadic ALS samples were analyzed. We identified 
known mutations in 14 samples and 115 novel polymorphisms or mutations. Among these, 35 mutations in 30 
cases were suspected to be disease-causing. We performed exome sequencing of 800 samples including 
sporadic ALS and control cases and data analysis is ongoing. In addition, we identified at least 2 SNPs 
related to rapid progression of sporadic ALS by combinational analysis of genetic information and 
prospective clinical data of Japanese Consortium for Amyotrophic Lateral Sclerosis Research (JaCALS).

研究分野：神経内科学
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１．研究開始当初の背景 

 研究開始当初、我が国では、ゲノム情報

を含めた神経疾患コホートの構築が必ずし

も十分に行われているとは言い難い状況で

あった。この中で、最も過酷な神経難病の

1つである ALS について、我々は Japanese 

Consortium for Amyotrophic Lateral 

Sclerosis (JaCALS)という疾患コホートを

立ち上げ300例以上の患者DNA、株化細胞、

経時的臨床情報を集積していた。主として

孤発性ALS例のコホートであり、家族性ALS

については十分な例数が集積されていると

は言い難い状況であったが、この優れたリ

ソースを基盤とし、ゲノム解析による ALS

の疾患関連遺伝子の探索を目指した。 

 

２．研究の目的 

 家族性 ALS においては、病因遺伝子未同

定の 6 家系のゲノム解析を通じ、新規 ALS

病因遺伝子を同定することを目的とした。

一方、病因遺伝子未同定のさらなる家族性

ALS 症例を集積するために SOD1、TDP-43、

FUSなどを含む28種類の既知のALS疾患関

連遺伝子について、次世代シークエンサー

を用いた網羅的な遺伝子診断システムを構

築することを目的とした。孤発性 ALS につ

いては、case, control についてエクソー

ムシーケンスを行うことで、GWAS では検出

しえない発症に関わる multiple rare 

variants を同定することを目ざした。また、

一方で、common variants である SNPs 解析

も同時に進め、JaCALS の縦断的臨床情報を

活用し、進行・予後に関わる SNPs の同定を

進めた。 

 

３．研究の方法 

 病因遺伝子未同定の家族性 ALS 6 家系に

おいて、患者および非発症者をあわせた 11

名のゲノム解析を平成 22 年度のゲノム支

援プロジェクトを利用しエクソーム解析を

行った。 

 家族性 ALS の網羅的遺伝子診断システム

構築においては、Ion AmpliSeq™ Custom 

Panel を用い、既知の家族性 ALS 病因 28 遺

伝子のエクソン部分を増幅するプライマー

ペアのセットを作成、ライブラリを作成し、

Ion One Touch2™システム、Ion PGM™シーク

エンサーを用いて網羅的なゲノム配列解析

を行った。 

 孤発性 ALS の遺伝子解析においては、

Agilent 社の SureSelect ターゲットエン

リッチシステムを用いて、全エクソン領域

のゲノム解析を行うシステムを構築した。

得られた遺伝子 Data 解析に関しては、

CLCbio 社の CLC GenomicWorkbench ソフト

ウエアを導入し、得られた遺伝子リード配

列をヒト標準配列（hg19）にマッピングし、

その後にvariant情報を収集、さらにdbSNP、

HGVD などを始めとするデータベース上の

variant 情報との比較検討を行う事によっ

て、新規の SNV を抽出できるシステムを構

築し、それらの変異について、Polyphen2, 

SIFT, CADD にて生理的な機能の与える影

響の大きさを検討した。 

 進行・予後に関わる SNPs の同定について

は、孤発性 ALS 292 例について、発症から

死亡または呼吸器装着までの期間と 70 万

個の SNPs およびエクソーム解析で明らか

になっている 25 万個の変異との関連を解

析した。 

 

４．研究成果 

病因遺伝子未同定の家族性 ALS 6 家系の解

析では、家系によって違いはあるが、サン

プル数が比較的確保できている家系につい

ては病因遺伝子候補を SNV で数十カ所、

indel で数カ所まで絞り込んだ。この結果

を発展させるべく、家系内のサンプル集積

をさらに進めたが、すでに死亡していたり、

協力が得られないなどの問題のため、さら



なる絞り込みには至らなかった。 

 家族性ALSの網羅的遺伝子診断システム

を用い、孤発性ALS 469例について解析を行

ったところ、スクリーニングを行った28遺

伝子のエクソン領域内で、既にALS発症の原

因と関連すると報告されている既知の

variant が14例で認められた。内訳は、SOD1 

11例、FUS 2例、TARDBP 1例であった。さら

に、28遺伝子のエクソン領域内で、dbSNP、

HGVDなどのデータベース上に存在しない、

新規のvariantについて検討を行い、115個

の 新 規 variant を 抽 出 し た 。 さ ら に

PolyPhen2 で possibly or probably 

damaging またはSIFTでDamagingと判定さ

れた病原性の疑われるvariantを抽出し、

Sanger sequence法で確認したところ、最終

的に30例で計35個のvariantを確認した。内

訳は、ALS2 1例、ATXN2 1例、C9ORF72 1例、

DAO 1例、DCTN1 5例、FIG4 3例、PRPH 2例、

RNF19A 3例、SETX 4例、SPG11 8例、TAF 15 

1例、TFG 1例、ZNF512B 4例であった。 

 孤発性 ALS 患者の全エクソンシークエン

スについては、case, control 合わせて 800

サンプル弱のエクソームシークエンスを行

い、順次データ解析を進めているところで

ある。ヒト標準配列である hg19 と比較し、

dbSNP、HGVD などのデータベース上に存在

しない、新規の variant を抽出し、CADD に

て解析を行ったところ、CADD score 20 以

上を示す強い病原性を持つと推測される

rare variant が 8 個明らかとなった。 

 進行・予後に関わる SNPs の同定について

は JaCALS の前向き臨床情報とリンクさせ

ることで、少なくとも 2つの SNPs において

minor allele を有する患者は急速に進行す

ることが明らかとなった。さらにこの SNPs

のminor alleleを有する患者では当該遺伝

子の発現が、患者不死化リンパ球において

低下していることも明らかにした。すなわ

ち、この遺伝子が、ALS の進行を規定する

重要な遺伝子として治療ターゲットになり

うる可能性があると考えられた。 
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