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研究成果の概要（和文）：当施設の遺伝子バンキングに保存してある、20名の口唇口蓋裂患者の白血球由来DNA
と、手術によって得られた口唇裂披裂縁部軟組織を用いてexome解析を行った。解析における読み深度
150-200depthに設定し、シークエンスはペアワイズ法を用いた。解析精度は良好であり、結果も信頼たり得るも
のであった。解析にて発見された平均SNP数として白血球由来では434928.05個、組織由来では438651.55個であ
った。よって口唇部軟組織では体細胞性モザイク変異が1サンプルあたり3723.5個確認された。

研究成果の概要（英文）：Exome analysis was performed using leucocyte-derived DNA from 20 patients 
with cleft lip and palate stored in our institutional gene banking. We also performed exome sequence
 on the both lip skin tissue obtained by surgery. The reading depth of the analysis was set to 
150-200 depth, and the sequence used the pairwise method. The analysis accuracy was more than 98% 
and the results were reliable. The average SNPs were found in the analysis was 434928.05 from 
leukocytes and 438651.55 from tissues. Therefore, 3723.5 somatic mosaic mutations were confirmed per
 sample in the lip soft tissue.

研究分野： 口唇口蓋裂、遺伝学

キーワード： エクソーム　口唇口蓋裂　モザイク

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
この発見は多因子遺伝子疾患におけるmissing heritability解明の突破口になる可能性を秘めている。病変組織
における約3700箇所あまりの変異が意味するところは研究試料の種類に関しても十分な考慮が必要であることを
示唆している。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 

現在まで、申請者らの共同研究施設で行われた白血球由来の DNA に対する口唇口蓋裂の全ゲ

ノム関連解析（GWAS）および全エクソン領域解析（エクソーム解析）を用いた網羅的ゲノム解析

により多因子遺伝疾患に対する疾患感受性遺伝子の同定を進めてきた。現在まで、我々の共同研

究施設である米国アイオワ大学の Jeffrey C. Murray 教授が米国ピッツバーグ大学の Mary L. 

Marazita 教授、米国ジョンホプキンス大学の Terri H. Beaty とともに、多人種から構成される

約 2000 家系を用いた GWAS（Nat Genet. 2010）とメタ解析（Nat Genet. 2012）により ABCA4、

MAFB、PAX7 等新規の疾患責任遺伝子の発見を報告した。また疾患に関連する遺伝子変異が多数

存在するが個々では頻度が低いもしくは影響が少ないという説（common disease-multiple rare 

variant 説）に基づき、Murray 教授らは GWAS で得られた遺伝子座を含む近傍の 40kbp 範囲内全

てに対して、PCR-Direct sequence 法による Targeted Sequence 解析を行うことで、新たな疾患

責任遺伝子として AHRGAP29 遺伝子（Birth Defects Res A Clin Mol Teratol. 2012）を報告し

たが、人種間差もあり全貌解明には至らなかった。 

しかしながらその後の確認研究では 100 を超える候補遺伝子が同定されたが総サンプル数の

約 5%のみでしか遺伝子変異を見いだせなかった。このことは、『失われた遺伝性』（missing 

heritability）の 1つとして考えられている。 

 

 
２．研究の目的 

従来の遺伝子解析方法では主要な PCR 産物しか検出できないため、組織に低頻度で発現して

いると推測される体細胞モザイク変異は次世代シークエンサーでのみ検出が可能であることな

どの理由により、体細胞分裂における失敗や体細胞における突然変異などが口唇口蓋裂の原因

の一部となりうると着想した。 

そして本研究は missing heritability として知られるこの多因子疾患の遺伝学研究の壁を、

「口唇裂披裂縁部軟組織特異的な体細胞モザイクの解明」により克服することとした。このうち

発現頻度が高く、症状が重篤である両側性口唇口蓋裂患者のサンプルを用い、白血球由来および

組織由来ゲノム DNA を得て、高深度エクソーム解析を行う。これにより、従来の遺伝子解析では

解明できなかった組織特異的体細胞モザイクの高精度検出を目的とした。 

 

 
 
３．研究の方法 

（１）非症候性の日本人両側性口唇口蓋裂患者 20人（末梢血液もしくは唾液 20検体および組織 

20 検体）の DNA を抽出する。 血液検体は-80℃下にて冷凍保存もしくは DNA 保存液であ

る DNA/RNA Shield（Zymo Research 社）にて高度に保存された試料より DNA を抽出する。

抽出には最適で素早く抽出できる Qiagen 社製の QIAamp® DNA mini Kitおよび QIAamp® 

DNA Blood Midi Kit を用いる。手術で得られた口唇披裂縁部組織は組織保存液

（Allprotect® Tissue Reagent、Qiagen 社）を用いて-20℃にて保存されており、DNA の

破損を抑えている。組織からの DNA 抽出については Gentra Puregene Tissue Kit（Qiagen

社）を用いることにより、高純度で 100 ～ 200 kb の長鎖の DNA 断片を得る。 

（２） 

①得られた DNA 断片に対して SureSelect Target Enrichment Human All exon V6+UTR



（Agilent 社）kit を用いてエクソンの濃縮化を行い、次世代シークエンサーである Hiseq2500

（Illumina 社）でシークエンスする（図１）。 本申請では組織特異的体細胞モザイクの発現

は非常に低頻度と想定しており、シークエンスの平均読み深度を 200depth 行うことで検出力

を 99.99%以上にする。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

② データの調整（アノテーション）を CLC workbench、解析パイプラインは無料で提供されて

いる GATK（Broadinstitute 提供）を用いる。モザイク変異の検出力を高めるために平均読

み深度を最大 200depth と設定し、データの信頼度は 99.99％と設定する。高深度エクソー

ム解析の手順は下記の 2つを行う。 

１）白血球由来 DNA のエクソーム解析を行う。 

２）組織由来 DNA のエクソーム解析を行う。 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



４．研究成果 

全てのサンプルに対するエクソームシークエンスは無事に終了した。１サンプルあたり２回

のランを行い、シークエンスは 150bp のペアワイズで正確性を担保した。 

Target 領域の平均読み深度は組織で 152.8 であり血液では 158.5 であった。またカバレッジ

は両方サンプル群ともに 99.8%であった。イルミナ社の推奨するクオリティコントロール後の

データの有効性は血液サンプルで 98.6%であり組織サンプルでは 98.5%であった。結果として各

サンプル平均 SNP 数 は 436789.8 個でありサンプル平均 INDEL 数 は 71265.15 個であった。ま

た組織サンプルと血液サンプルの ts/tv の平均値の差には有意差は見られなかった。しかしな

がら novel ts/tv  (2.0305 / 1.7765)にははっきりした差が見られた。また平均 SNP 数では白

血球由来では 434928.05 個、組織由来では 438651.55 個であった。 
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