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研究成果の概要（和文）：次世代シーケンサー（NGS）を用いて転写サイクルの解明に資するゲノムアッセイを
行う研究である。転写サイクル異常に関わる疾患であるCoffin-Siris症候群（CSS）は５つのBAF複合体サブユニ
ット遺伝子とBAF複合体の下流のSOX11の点変異で惹起される。この6つの遺伝子いずれかの変異がCSSの原因であ
る。さらにCSSの2例で遺伝子SMARCA2を含むゲノム領域の重複を認めた。このことはBAF複合体の各サブユニット
がそれぞれのタンパク量を最適化し複合体として調和を保って微細な転写調節を行っている可能性を示唆してい
る。

研究成果の概要（英文）：To establish genome assay methods for elucidating transcriptional cycles by 
using NGS, various projects have been done. As genetic aberrations involving abnormal 
transcriptional cycles, we found mutations of five genes encoding subunits of BAF complex and its 
downstream SOX11 in patients with Coffin-Siris syndrome. Among these 6 genes, deletions or 
truncation mutations were found only in ARID1B and only missense mutations were found in the other 
five genes. SMARCA2 duplications were also found in two cases of Coffin-Siris syndrome, implying 
that fine quantity regulation of each BAF complex subunits is needed for sophisticated 
transcriptional regulation.

研究分野： 人類遺伝学・ゲノム医学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
タンパク質-DNA 相互作用やエピジェネ
ティックな刻印をゲノムワイドにマップ
することは転写調節機構の理解に必須で
ある。転写因子あるいは他の DNA 結合タ
ンパク質の正確な結合部位をマップする
ことで多くの生命現象の理解に重要な情
報が提供される可能性がある。本研究班
が目指す転写サイクル機構研究にもゲノ
ムワイドな視点が不可欠である。ヌクレ
オソームの位置と DNA およびヒストン
のダイナミックな修飾が相互に関与しな
がら遺伝子制御や発達・分化を導く。そ
の中で特にタンパク質複合体とゲノム
DNA との相互作用を網羅的に明らかに
する手法として、次世代シーケンサーを
用いた ChIP-seq 等が有用で、本研究領域
でも転写サイクルに関わるゲノムワイド
な情報の網羅的収集が重要となる。研究
代表・松本と研究分担・三宅は疾患ゲノ
ム学を専門とし、原因不明のヒト疾患責
任遺伝子を数多く同定してきた。 この中
には転写調節に直接的に関わる遺伝子の
異常が包含され、例えば Sotos 症候群の
責任遺伝子 NSD1 は核内転写の重要な構
成因子の一つである。疾患ゲノムの詳細
な解析を目的にイルミナ社やライフテク
ノロジー社製の次世代シーケンサーを導
入し、網羅的遺伝子異常探索を目的に、
ゲノム領域分画技術と効果的なゲノムイ
ンフォーマティクス解析を駆使した解析
を精力的に進めてきた。 
 

２．研究の目的 
転写サイクル機構をゲノムワイドな視点か
ら解析するため次世代シーケンサー解析系
を確立する。さらに転写調節に関連する遺
伝子の異常が引き起こすヒト疾患について
の探索と分子病理の解明も進める。 
 

３．研究の方法 
領域内では転写サイクル機構をゲノムワ
イドな視点から解析する。新たに安価で
迅速、かつ長いリード長（200-400 bp）
が期待できる Ion Proton シーケンサーを
導入する。本シーケンサーは、新型の II
チップ（未発売）を用いることで一気に
10 万円程度のコストでヒト全ゲノム解
析が可能な出力（60 Gb）が得られるとさ
れていた。本シーケンサーが II チップで
十分に稼働した場合は、安価で迅速なゲ
ノムワイドなゲノムアッセイ系が実現す
る。ただし、Ion PGM と Ion Proton はイ
ルミナ社の合成シーケンス系とは異なる
半導体パイロシーケンス法を採用してい
るため、そのシーケンス特性については

まだ十分な評価ができない状況であった。
本研究では、半導体パイロシーケンス法
の特徴についても評価を行う。 
 
Chip-seq 解析は、研究班内の緊密な協力
体制のもと、タンパク質・DNA・RNA の
各レベルにおける制御メカニズムが、ゲ
ノムワイドにどのように展開され、細胞
の生理的振る舞いに繋がるのかを明らか
にすることを目指す。これらを実現する
ために、ChIP-seq 実験からデータの解析
に至るワークフローの確立と、ハイスル
ープットChIP-seq解析技術の確立を目指
す。低コスト化のためのインデキシング
技術も積極的に導入する。これらの技術
開発は主に山口班分担研究者の田村智彦
博士らと共同で進める． 
  
転写調節に関連する遺伝子の異常が引き
起こすヒト疾患についての探索と分子病
理の解明も並行して進める。転写調節関
連遺伝子の異常は、その生物学的影響が
大きく特にヒト難病の範疇に属する先天
性発達異常や奇形症候群等を引き起こす。
これらの疾患は生殖適合能力が低く、遺
伝学的には新規突然変異で発症する細胞
レベルでの優性遺伝性変異が原因となる
可能性が高い。特に Coffin-Siris 症候群の
一部では、クリマチンリモデリング因子
である BAF 複合体サブユニットをコー
ドする遺伝子異常が見つかり始めている
ため、転写サイクルの異常と疾患との関
わりを解析するための良いモデルである。
また歌舞伎症候群はヒストンタンパク質
メチル化酵素をコードする遺伝子異常が
見つかっており、これらの新規遺伝子同
定は転写調節研究に新たな視点を提供す
る可能性が高い。 
 
研究計画緒方班とは、本領域におけるタ
ンパク質構造解析研究の専門家として
様々な共同研究を進める。特に疾患の責
任遺伝子の変異がミスセンス変異である
場合、その疾患に及ぼす病的インパクト
の評価は遺伝学的手法のみでは限界があ
る。該当する遺伝子のコードするタンパ
ク質あるいは類縁タンパク質の構造が一
部でも解き明かされている場合には、タ
ンパク質の立体構造の観点から様々な付
加的解析が可能となり、ミスセンス変異
の病的意義が比較的明快になる。逆に、
タンパク質の立体構造のみから、疾患発
症に関わる変異を予想することはほぼ不
可能であり、疾病と関連するアミノ酸変
異に関する情報は、そのタンパク質の機
能と構造との関わりを明らかにする上で



重要な視点を提供することになるため双
方向にメリットが大きい領域内連係とな
る。 

 
４．研究成果 

新たに導入した Ion Proton は 2013 年まで
に発売予定であった大容量の II チップの
発売が発売されず、入手可能な I チップで
は 10 Gb の出力のみと成ってしまい期待
された高出力性を得ることが出来なかっ
た。新規に導入した Ion Proton と同じ原理
の半導体パイロシーケンサーIon PGM で
そのシーケンス特性を、合成シーケンス
技術を用いる Miseq シーケンサーと比較
して検討を進めた。発達障害 28 例を対象に
マイクロドロップレット技術を用いた
RDT1000 によるサンプルエンリッチメン
トで 62 候補遺伝子を増幅、半導体チップ
次世代シーケンサーIon PGM を組み合わ
せ、シーケンス解析を行った。PGM のデ
ータ検証のため、同サンプルにおける
Miseq シーケンスを行った。PGM では、
候補変異として 58 個の SNV が検出され、
真に変異が見られたのは 21 個で陽性的中
率は 36.8%であった。Miseq では、候補変
異として 30 個の SNV が検出され、真に
変異が見られたのは 22 個で陽性的中率は
73.3%であった。PGM で検出した 21 個の
SNV は全て Miseq で検出された。Miseq
のみが検出した SNV は 1 個であった。本
解析で同定された 22 個のミスセンス変異
は、Ion PGM と Miseq でほぼ同等の検出
率であったが、Ion PGM はホモポリマー
の解析と塩基欠失及び重複にやや難点が
ある。しかし Ion PGM は最新のリード長
は 400 bp でありリードの正確なゲノムワ
イドマッピングは全く問題ないと考える。 
 
本研究における ChIP-seq プロトコールと
インフォマティクス解析については、計
画研究山口班の研究分担者田村智彦博士
と共同で進めた。転写因子 IRF8 が単球分
化を誘導する際の、ゲノム規模での IRF8
の結合ならびにヒストンの各種翻訳後修
飾状態を ChIP-seq 解析によって明らかに
することが可能であった。その結果、IRF8
が遠位エンハンサーを創出することによ
って様々な単球関連遺伝子を誘導してい
ることが見出された（Blood 2013）。また、
IRF8 の結合なしに転写が誘導されている
間接的標的遺伝子群の転写制御領域の in 
silico DNA モチーフ解析によって、介在す
る転写因子が推測されかつ実験的にも確
かめられた。 
 

転写調節に関わる遺伝子異常が引き起こ
す疾患の責任遺伝子探索と分子病理の解
析を進めた。Coffin-Siris 症候群(CSS)は、
知的障害、発育不全、特徴的な顔貌、指
趾爪の低形成を主徴とする先天異常症候
群である。集積したCSSの 22症例のうち、
臨床症状から典型例 5 例を対象に全エク
ソ ー ム 解 析 を 契 機 に 、 SMARCB1 、
SMARCA4、SMARCE1、ARID1A、ARID1B
のいずれかの遺伝子変異が 19 例に認めら
れた（Nat Genet, 2012）。これらの遺伝子
は BAF 複合体サブユニットをコードする。
BAF複合体は SWI/SNF複合体とも呼ばれ
クロマチンリモデリング因子として転写
調節に深くかかわる。さらに追加で CSS
の症例を解析していくと転写因子 SOX11
の de novo 変異が 2 例で同定された（Nat 
Commun, 2014）。Sox11 は BAF 複合体ネッ
トワークの下流で、神経細胞の分化制御
などに重要な役割を果たしている。今回
BAF 複合体以外の遺伝子異常として見つ
かったSOX11もやはりBAF複合体関連因
子でありCoffin-Siris症候群はBAF複合体
異常症であると位置づけられる。さらに
Coffin-Siris 様 症 候 群 症 例 2 例 に
SMARCA2 の遺伝子重複を認めた（Am J 
Med Genet, 2016）。これは BAF 複合体サブ
ユニットのタンパク量が適切にコントロ
ールされ、正常な BAF 複合体が精緻な転
写調節を行っている可能性を示唆してい
る。 
 
歌舞伎症候群は、精神運動発達遅延、知
的障害、特徴的な顔貌（長い眼瞼裂、下
眼瞼裂外側 1/3 の外反）のほか、様々な内
臓異常・骨格異常等を呈する先天性奇形
症候群の一つである。現在までに疾患遺
伝子として KMT2D および KDM6Aの二つ
が知られている。KDM6A変異は我々が世
界に先駆けて同定した（Hum Mut, 2013）。
今回、我々は歌舞伎症候群の患者 81 名を
対象に、この 2 遺伝子における変異解析
を行った。その結果 50 名に KMT2D 遺伝
子変異を（61.7%）、5 名に KDM6A遺伝子
変異を（6.2%）を同定した。そのうち、
35個のKMT2D遺伝子変異、2個のKDM6A
遺伝子変異は新規の変異であった。
KMT2D 遺伝子変異の内、non-truncating 変
異が主に機能ドメインに存在するのに対
し、truncating 変異は遺伝子全長にわたっ
て散在していた。歌舞伎症候群の責任遺
伝子として知られている KMT2D 遺伝子
および KDM6A遺伝子は、いずれもヒスト
ン修飾に関わる遺伝子である。KMT2D は
H3K4 をメチル化し、KDM6A は H3K27
を脱メチル化して、それぞれ転写を亢進



させる。よってそれぞれの機能喪失型変
異により、共通の下流遺伝子の転写が抑
制され、本症候群を引き起こすと想定さ
れた。 
 
計画研究緒方班とは、密に連携しヒト疾
患の原因として同定された特にミスセン
ス変異について結晶構造解析データを基
に、自由エネルギー変化や構造学的特徴
を加味した病的インパクトの推定を進め
ている。本研究班発足以降、KLHL41 変異
によるネマリンミオパチー（Am J Hum 
Genet, 2014）、GYG2 変異による Leigh 脳症
（Hum Genet, 2014）、GNAO1 変異による
てんかん性脳症（Am J Hum Genet, 2013）、
KLHL40 変異によるネマリンミオパチー
（Am J Hum Genet, 2013）、UQCR2 変異に
よる新生児発症代謝破綻症（Hum Mut 
2013）、KDM6A 変異による歌舞伎症候群
（Hum Mut, 2013）などの解析において共
同研究を行った。疾患に関する遺伝子異
常の遺伝学的解析によって、結晶構造解
析のみでは決して明らかにならない思い
がけない変異が同定されることが多々あ
り、またミスセンス変異だけでは病的意
義が不明なものが構造解析的アプローチ
を行うことで病的意義が明確になること
も多く、専門性の異なる研究者が双方向
から解析するメリットが極めて大きい。 
 
次世代シーケンサーを用いた網羅的トラ
ンスクリプトーム解析（RNA-seq）は、変
異を有することが既知の症例と健常コン
トロールの罹患・正常組織における
transcript 比較で、異常なスプライシング
バリアントを正確に検出できる系を確立
した。この技術は新規の疾患関連遺伝子
探索を目的とした新たな解析戦略として
有望である。 
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