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研究成果の概要（和文）：キャプチャライブラリキットSureSelectQXTを用いてNGS・MiseqでABO式血液遺伝子
型、mtDNA型およびHaloPlex遺伝性不整脈関連心疾患リサーチパネル19遺伝子領域のSNP解析（遺伝性心疾患）の
同時解析について検討した。
結果、ABO式血液遺伝子型、mtDNA型および19遺伝子領域の同時解析はすべて可能であった。 ABO式血液遺伝子型
判定では、エクソン6および7以外の領域にも変異を認めた。また、mtDNA型を解析したところ、13系統に分類さ
れ、遺伝性疾患におけるSNP数は193～245認められた。3種の同時解析により変異プロファイルが多く検出され、
識別精度の向上が確認した。

研究成果の概要（英文）：The SNP of ABO blood genotype and mitochondrial DNA with the NGS system 
analyzed by using capture library kit SureSelectQXT. In addition, analyzing the HaloPlex hereditary 
arrhythmiarelated heart trouble research panel（Human Panel:Ajilent).
Materials and Methods: DNA was extracted from blood stain samples.The experimental procedure was 
followed the protocol of the SureSelect QXT Reagents kit.Result and Discussion: SNP analysis of ABO 
blood genotype, mtDNA and Human Panel were done simultaneously and successful for all samples.By 
analyzing the entire sequences of the chromosome 9, observe the novel mutation sites other than Exon
 6 and 7 which are satisfactory to determine the ABO genotype. Moreover, mtDNA analysis revealed 
that mtDNA could be classified into several systems.  In addition to these results, numerous 
mutations were found in Human Panel. These results suggested that the NGS analysis used in this 
study is quite useful and can be applied to the personal identification

研究分野： 歯科法医学
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１． 研究開始当初の背景 
法医学分野における DNA 型鑑定による個

人識別は、PCR 法により型判定を行っている

が、迅速かつ精度の高い個人識別を行うため

には HLA、SNP、常染色体および X・Y 染色

体 STR さらには mtDNA など、さまざまな遺

伝子領域を同時に解析することが望ましい

ものの、これまではこれらの分析が多岐にわ

たるため、分析技術が煩雑になっている。 

そこで、本研究はヒトゲノムの 3GB～

10MB の塩基配列から特定の部分を SNP（一

塩基多型）解析することができる SureSelect 

Target Enrichment システム（SSTE システムと

する）に着目した。SSTE システムは、現在、

各種の疾患の原因遺伝子の同定に幅広く応

用されているが、法医学分野の個人識別に応

用された例はない。 

近年では容易に遺伝子配列を調べること

ができることから DNA 解析による識別精度

は高くなっているが、法医学分野で取り扱う

試料はごく微量な場合が多く、解析に十分な

DNA 量を抽出することができない場合があ

り、遺伝子領域ごとに解析では DNA 量がな

くなる可能性がある。これらの欠点を解消す

るために、SSET システムを応用し、複数の

遺伝子情報を一度に解析し、それぞれの塩基

配列における塩基置換部位の確認を行い、個

人識別精度の向上を図る。 
 
２． 研究の目的 

鑑定実務の効率化を図るために次世代シ

ーケンシング SureSelect Target Enrichment シ

ステムを応用し、これまで別個に解析を行っ

ていたミトコンドリア DNA(mtDNA)、ABO

式血液遺伝子型、および HaloPlex 遺伝性不整

脈関連心疾患リサーチパネル 19 遺伝子領域

の SNP 解析（遺伝性心疾患）を同時にかつ網

羅的に解析し、塩基置換・欠失などから、そ

れらの多型性について検討し、より識別精度

の向上について検討した。 

３． 研究の方法 

(1)  ABO 式血液遺伝子型および mtDNA 型

の同時解析 

ABO 式血液遺伝子型の判明している血痕

DNA 18 例を用いた。NGS･MiSeq システムを

用いてABO式血液遺伝子型およびmtDNA型

を解析するキャプチャプローブは、プローブ

設計ソフト SureDesign（アジレント社）でカ

スタム設計した（図 1）。 

ABO 式血液遺伝子型と mtDNA 型の DNA

増幅率を同程度にするために、それぞれのキ

ャプチャプローブの比を 100：1 に調整した。

Post-Capture PCR 産物の調整は SureSelectQXT 

Reagents キットに従ってターゲット DNA を

トランスポゼース方式によって濃縮し、

NGS・MiSeq でシーケンシングを行った。 

遺伝子型判定は、解析ソフト SuerCall（ア

ジレント）を用いて行った。なお、解析の範

囲は ABO 式血液遺伝子型では第 9 染色体の

nt136131043～nt136150615 とし、また mtDNA

型では全領域とした。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1 SureDesign によるキャプチャライブラ

リの設計 

 

(2) ABO 式血液遺伝子型、mtDNA 型および

HaloPlex 遺伝性不整脈関連心疾患リサーチパ

ネル 19 遺伝子領域の SNP 解析（遺伝性心疾

患）の同時解析 

 

試料は、ABO 式血液遺伝子型、mtDNA 型

および 19 遺伝子の同時解析には 10 例用いた。 

NGS・Miseq システムに用いる際の ABO 式血

 



液遺伝子型判定用および

析用のキャプチャプローブは

mtDNA

と mtDNA

お、遺伝性疾患のプローブは

を使用した

QXT Reagents

ターゲット領域をトランスポゼース方式に

より濃縮した

用い遺伝子型判定は

ジレント）とウェブデータ解析ソフト
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全領域とし

染色体の
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表 1 

ーチパネル

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3) SureSelect

トシステム

血液遺伝子型の

①DNA

およびアダプター付き

キットの

（25 ng/μl

Enzyme MixILM 2 μl

1分で

液遺伝子型判定用および

析用のキャプチャプローブは

mtDNA の過剰増幅を避けるために

mtDNA のプローブ比を

遺伝性疾患のプローブは

を使用した。DNA

QXT Reagents キットのプロトコールに従い

ターゲット領域をトランスポゼース方式に

より濃縮した。遺伝子解析は

遺伝子型判定は

ジレント）とウェブデータ解析ソフト

VariantStudio（イルミナ）を用いて行った。

、解析領域は

全領域とし、ABO

染色体の nt136131043

性疾患の解析座位とその領域については

に示す。 

 HaloPlex 遺伝性不整脈関連心疾患リサ

ーチパネル 

SureSelectQXT

トシステムを用いた

血液遺伝子型のサンプル調製

DNAの断片化および

およびアダプター付き

キットのSureSelect QXT Buffer 17 μl

25 ng/μl）2 μlの混合液に

Enzyme MixILM 2 μl

分でDNAを断片化した後，

CASQ2 1
RYR2 1
CAV3 3
GPD1L 3
SCN5A 3
ANK2 4
AKAP9 7
KCNH2 7
CACNB2 10
KCNE3 11
KCNQ1 11
SCN3B 11
SCN4B 11
CACNA1C 12
KCNJ2 17
SCN1B 19
SNTA1 20
KCNE1 21
KCNE2 21

Target　ID chr

液遺伝子型判定用および mtDNA

析用のキャプチャプローブは

の過剰増幅を避けるために

のプローブ比を 100

遺伝性疾患のプローブは

DNA 試料の調整は

キットのプロトコールに従い

ターゲット領域をトランスポゼース方式に

遺伝子解析は

遺伝子型判定は、解析ソフト

ジレント）とウェブデータ解析ソフト

（イルミナ）を用いて行った。

解析領域は(1)と同様に

ABO 式血液遺伝子型では第

nt136131043～136150615

解析座位とその領域については

遺伝性不整脈関連心疾患リサ

QXT ターゲットエンリッチメン

を用いたmtDNA型および

サンプル調製

およびアダプタータグの付加

およびアダプター付きDNAライブラリの精製

SureSelect QXT Buffer 17 μl

の混合液にSureSelect QXT 

Enzyme MixILM 2 μlを入れ，45

を断片化した後，4

1 116243852-116311172
1 237205812-237995957
3 8775553-8787563
3 32148194-32207412
3 38591802-38674808
4 113825640-114309894
7 91570404-91739483
7 150642443-150675011
10 18429656-18828663
11 74168287-74168618
11 2466319-2869243
11 123504841-123524519
11 118007732-118023398
12 2162719-2800375
17 68171171-68172474
19 35521715-35530615
20 31996303-32031436
21 35821533-35821942
21 35742768-35743159

chr Interval

mtDNA の全領域解

析用のキャプチャプローブは、(1)と同様に

の過剰増幅を避けるために、核 DNA

100：1 とした。

HaloPlex キット

試料の調整は SureSelect 

キットのプロトコールに従い

ターゲット領域をトランスポゼース方式に

遺伝子解析は NGS・Miseq

解析ソフト SureCall（ア

ジレント）とウェブデータ解析ソフト

（イルミナ）を用いて行った。

と同様に mtDNA 型では

式血液遺伝子型では第

136150615 とし、遺伝

解析座位とその領域については表

遺伝性不整脈関連心疾患リサ

ターゲットエンリッチメン

型およびABO

サンプル調製 

アダプタータグの付加

ライブラリの精製

SureSelect QXT Buffer 17 μlとDNA

SureSelect QXT 

45℃・10分，4

4℃でSureSelect 

 

116243852-116311172
237205812-237995957

8775553-8787563
32148194-32207412
38591802-38674808

113825640-114309894
91570404-91739483

150642443-150675011
18429656-18828663
74168287-74168618
2466319-2869243

123504841-123524519
118007732-118023398

2162719-2800375
68171171-68172474
35521715-35530615
31996303-32031436
35821533-35821942
35742768-35743159

Interval

の全領域解

と同様に

DNA

。な

キット

SureSelect 

キットのプロトコールに従い、

ターゲット領域をトランスポゼース方式に

Miseq を

（ア

ジレント）とウェブデータ解析ソフト

（イルミナ）を用いて行った。

型では

式血液遺伝子型では第 9

、遺伝

表 1

遺伝性不整脈関連心疾患リサ

ターゲットエンリッチメン

ABO式

アダプタータグの付加

ライブラリの精製 

DNA

SureSelect QXT 

4℃・

SureSelect 

QXT Stop Solution 32 μl

停止した。つぎに断片化

ーズ（

② 

精製した

表2

3に示すサーマルサイクラプログラムに従っ

てDNA

 

 

 

 

 

 

 

 

                              

③ 

Pre

XPビーズを用いて精製し，つぎにバイオアナ

ライザ

いて電気泳動を行い，

および定量を行った。図

のPre

ラムを示した。

 

 

 

 

 

図 2

Nuclease-free water
5x Herculase 
100 mM dNTP Mix(25mM each dNTP)
DMSO
SureSelect QXT Primer Mix
Helculase 
精製アダプター付加

QXT Stop Solution 32 μl

停止した。つぎに断片化

ーズ（Beckman 

 Pre-Capture PCR

精製したアダプタータグ付加断片化

2に示したPre

に示すサーマルサイクラプログラムに従っ

DNAを増幅した。

 

 

 

 

 

 

 

 

                              

 Pre-Capture PCR

Pre-Capture PCR

ビーズを用いて精製し，つぎにバイオアナ

ライザDNA 1000

いて電気泳動を行い，

および定量を行った。図

Pre-Capture PCR

ラムを示した。

 

 

 

 

 

2 Pre-Capture PCR

表3

1
2

4
5

   Pre Capture PCR
サーマルサイクラプログラム

3

Segment
No.

Nuclease-free water
5x Herculase Ⅱ Reaction Buffer
100 mM dNTP Mix(25mM each dNTP)
DMSO
SureSelect QXT Primer Mix
Helculase Ⅱ fusion DNA Polymerase
精製アダプター付加

表2　Pre Capture PCR

QXT Stop Solution 32 μlを入れ，断片化反応を

停止した。つぎに断片化DNA

 Coulter）を用いて精製した。

Capture PCR産物の作製

アダプタータグ付加断片化

Pre-Capture PCR

に示すサーマルサイクラプログラムに従っ

増幅した。 

                              

Capture PCR産物の精製および定量

Capture PCR産物について，まず

ビーズを用いて精製し，つぎにバイオアナ

1000アッセイ（アジレント）を用

いて電気泳動を行い，DNAサイズのチェック

および定量を行った。図2には，

Capture PCR産物のエレクトロフェログ

ラムを示した。           

Capture PCR 産物の

1 68
1 98

98
57
72

1 72
1

   Pre Capture PCRのための
サーマルサイクラプログラム

8

Segment
No.

Cycles Temp

Nuclease-free water
 Reaction Buffer

100 mM dNTP Mix(25mM each dNTP)

SureSelect QXT Primer Mix
 fusion DNA Polymerase

精製アダプター付加DNAライブラリ
Total 

Pre Capture PCR反応溶液の組成

を入れ，断片化反応を

DNAをAMPure XP

）を用いて精製した。

産物の作製 

アダプタータグ付加断片化DNA

Capture PCR反応液に入れ，表

に示すサーマルサイクラプログラムに従っ

                              

の精製および定量

産物について，まずAMPure 

ビーズを用いて精製し，つぎにバイオアナ

アッセイ（アジレント）を用

サイズのチェック

には，Sample No.1

産物のエレクトロフェログ

         

産物の DNA サイズ

68℃ 2 min
98℃ 2 min
98℃ 30 sec
57℃ 30 sec
72℃ 1 min
72℃ 5 min
4℃ Hold

のための
サーマルサイクラプログラム

Temp Time

25
10

100 mM dNTP Mix(25mM each dNTP) 0.5
2.5
1

 fusion DNA Polymerase 1
ライブラリ 10

50

反応溶液の組成

を入れ，断片化反応を

AMPure XPビ

）を用いて精製した。 

DNAを

反応液に入れ，表

に示すサーマルサイクラプログラムに従っ

                              

 
の精製および定量 

AMPure 

ビーズを用いて精製し，つぎにバイオアナ

アッセイ（アジレント）を用

サイズのチェック

Sample No.1

産物のエレクトロフェログ

          

サイズ

min
min

min
min

μl
μl
μl
μl
μl
μl
μl
μl

反応溶液の組成

 

                                                            



のチェックおよび定量 ( Sample No.1) 245

～325bp の位置に，シングルスメアピークを

認める。 

 

(4) ハイブリダイゼーションとキャプチャ 

① Post-Capture PCR産物の作製 

ハイブリダイゼーションに用いる

Pre-Capture PCR産物 12 μl（40～60ng/μl）に，

SureSelect QXT Fast Blocker Mix 5 μlを加え，表

3に示したハイブリダイゼーションのサーマ

ルサイクラプログラムに従ってPCR増幅し，

Post-Capture PCR産物を作製した。                           

 

なお，プログラムの3段階目でPause状態と

し，キャプチャライブラリハイブリダイゼー

ションMix溶液 13 μl を加えた後に，4段階目

以降をスタートさせた。 

② Post-Capture PCR産物の精製 

ハイブリッドキャプチャを行うための前準

備としストレプトアビジン磁気ビーズ（ベリ

タス）を用いて精製した。 

③ インデックス付加およびMultiplexing 

Sequencingのためのサンプル調製 

精製したPost-Capture PCR産物にインデッ

クスバーコードタグを付加するために，表5

に示した条件でPCR増幅を行った。その後，

AMPure XPビーズを用いて精製し，バイオア

ナライザDNA 1000アッセイを用いて電気泳

動を行い，DNAサイズのチェックと定量を行

った。                  

 

 

④ Post-Capture PCR 産物のシーケンシング 

インデックスバーコード付きライブラリ

（Post-Capture DNA）4 nM を NGS･Miseq に

アプライしてシーケンシングを行った。 

 

４． 研究成果 

(1) ABO 式血液遺伝子型および mtDNA 型

の同時解析 

① mtDNA 型判定 

Sample No.1 を解析した結果では、表 6 に

示すように，全領域のうち 37 箇所において

塩基置換が認められた。そのうち網掛けで示

した 12箇所の置換によってmtDNAの系統は 

F1c と判定された。この他の試料 17 例の系

統について検討し，表 7 の下部に示した。  

② ABO 式血液遺伝子型判定 

表 6 には血痕 18 例の結果を示した。例え

ば，Sample No.1 について，allele name 261，

703，796 および 803 の塩基が G，A，A およ

び C（いずれも Homozygous）に変異し B 型

の Reference Allele と一致していたことから，

遺伝子型は BB 型と判定された。他の 17 例も

同様に，すべて型判定された。                 

  

表4

1 1 95℃ 5 min
2 1 65℃ 10 min
3 1 65℃ 1 min*

65℃ 1 min
37℃ 3 sec

5 1 65℃
*: Pause

Hold

4

    ハイブリダイゼーションのための
サーマルサイクラプログラム

60

Segment
No.

 Cycles Temp Time

表5

1 1 98℃ 2 min
98℃ 30 sec

14 58℃ 30 sec
72℃ 1 min

3 1 72℃ 5 min
4 1 4℃ Hold

インデックス付加のためのサーマル
サイクラプログラム

2

Segment
No.

Cycles Temp Time



 
表 7  血痕 18 例の mtDNA 型と ABO 式血

液遺伝子型の同時解析結果 

  

 

(2) ABO 式血液遺伝子型、mtDNA 型および

HaloPlex 遺伝性不整脈関連心疾患リサーチパ

ネル 19 遺伝子領域の SNP 解析（遺伝性心疾

患）の同時解析 

 

表 8 ABO 式血液遺伝子型、mtDNA 型およ

び HaloPlex 遺伝性不整脈関連心疾患リ

サーチパネル 19 遺伝子領域の SNP 解析

（遺伝性心疾患）の同時解析結果  

 

表 9 HaloPlex 遺伝性不整脈関連心疾患リサ
ーチパネル（今回用いた試料 10 例・19 遺伝
子における各 SNP 数 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

73 A G 10310 G A
152 T C 10454 T C
263 A G 10609 T C
750 A G 10873 T C
1438 A G 11479 C T
2706 A G 11719 G A
3487 C T 12406 G A
3788 A G 12882 C T
3970 C T 13759 G A
4769 A G 13928 G C
5302 T C 14766 C T
5585 G A 15326 A G
6392 T C 15616 C T
6962 G A 16129 G A
7028 C T 16304 T C
8158 A G 16362 T C
8548 T C 16380 C T
8860 A G 16519 T C
9053 G A

Positionは塩基置換の認められた位置を示す。
網かけ部分の変異により系統が判明する。

Alt
Allele

表6　mtDNA型の塩基配列の解析結果の一例
(Sample No. 1)

Position
Ref

Allele
Alt

Allele
Position

Ref
Allele

Pos
ition

1
2

3
4

5
6

7
8

9
10

11
12
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① mtDNA 型判定 

今回用いた試料 10例についてmtDNAの系

統を検討したところ 9 系統に分類された（表

7）。  

② ABO 式血液遺伝子型判定 

ABO 式血液遺伝子型と mtDNA の同時解析と

同様にすべて型判定された（表 8）。 

③ HaloPlex 遺伝性不整脈関連心疾患リサー

チパネル 19 遺伝子領域の SNP 解析 

遺伝性疾患における 19 座位の SNP 数の総

数は 193～245 認められた。特に 19 遺伝子の

うち、CASQ 2、RYR 2、ANK 2、AKAP 9、

KCNH 2、CACNB 2、KCNQ1CA および CNA 

1 C において SNP 数が多く検出された。 

また、CAV3、KCNE 3、KCNJ2、 SNTA1、 

SCN1B、KCNE 1 および KCNE 2 などでは

SNP 数が少ない傾向であった（表 9）。 

(3) まとめ 

ABO 式血液遺伝子型，mtDNA 型および 19

遺伝子領域の SNP の同時解析はすべて可能

であった。 ABO 式血液遺伝子型判定では，

第9染色体のCoding領域すべてを解析し得た

ことで、型判定に必要であるエクソン 6 およ

び 7 以外の領域にも変異を認めた。また、

mtDNA の全領域を解析したところいくつか

の系統に分類された。さらに、遺伝性不整脈

関連心疾患領域を検査に加えることにより，

変異プロファイルが多く検出され、識別精度

は向上した。 
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