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研究成果の概要： 
先天代謝異常症では、近年造血幹細胞移植や酵素補充療法といった根本的治療が可能となり、
早期診断が急務となってきている。しかし、病因遺伝子が明らかであり遺伝子検査が未発症も
しくは発症早期の診断の有力な根拠となりうるにもかかわらず、実際的な低コスト・迅速な遺
伝子検査体制については、いまだ検討段階にある。本研究では遺伝子変異の新しい検査方法に
ついて検討し、将来の遺伝子検査体制の開発をめざした。 
・遺伝子変異スクリーニング法の確立 
10 の遺伝子（ATP8B1, ABCB11, JAG1, OTCD, IDS, GUSB, IDUA, FGFR3,DMD,FCMD）
について PCR 増幅法を確立した。簡便な検査を目指すため全エクソンに対し温度設定、使用
ポリメラーゼなどについて、まったく同一条件とした PCR 条件の確立をめざした。全てのア
ンプリコンを全く同一の条件に統一つることはできなかったが、１遺伝子あたり１〜３条件に
集約できた。これにより、予め PCR 反応に必要なプライマーのセットを準備し、患者 DNA 検
体と PCR 試薬の混合物を添加するだけで半自動的に遺伝子変異探索の検討ができるようにな
った。 
・スクリーニング法の評価 
これまでに遺伝子解析が行われた既知の遺伝子変異をもつ DNA 検体を用いて、DHPLC 法お
よびリシークエンシング・アレイ法による変異検索の検出検討を行った。直接シーケンス法に
よる遺伝子変異の検出率と比較した。研究申請段階では、未確立であったアレイ技術によるリ
シークエンシング・アレイ法による解析についても検討し、キャピラリー式の直接シークエン
ス法と同等の検出力をもつことが確認できた。 
・遺伝子検査システムの確立 
これら新規遺伝子解析法を併用した遺伝子検査システムを、遺伝子変異が未知の検体へ応用を
開始した。全国の医療施設からのムコ多糖症、OTC 欠損症など受け入れて検査を開始した。 
・遺伝子検査システムの応用 
本研究では、PCR 条件を画一化することによって半自動化した検査体制の確立が期待できるこ
とを検証した。各疾患の病因遺伝子にある全エクソンのプライマーセットをあらかじめ準備し
た PCR 用プレートを作製し、臨床的にある遺伝性疾患が疑われた際に、患者 DNA サンプルと
PCR 試薬のミックスをこのプレートに投入することで、遺伝子の検討を迅速に行える。この方
法は、アレイ技術による解析にも応用でき有用な方法と考えられた。今後もより迅速で確実な
先天疾患の遺伝子診断システムの拡充にむけた検討が必要と思われる 
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１．研究開始当初の背景 
先天代謝異常症を代表とする単一遺伝性疾
患は、いまだ体系化された検査体制がない。
疾患の多くは病因遺伝子が古くから明らか
であり、遺伝子検査が診断の根拠となりうる
にもかかわらず、検査の最適化がなされてお
らず膨大な労力と時間が必要である。特に治
療法の開発がすすみ、疾病本態への治療とし
て臓器移植や酵素補充療法といった新規治
療法が実現されつつある現状では、病型を確
定し、より適切な治療法が選択することは患
者の最大の利益となる。さらに、酵素製剤は
早期に使用を開始するほど効果的であり、発
症前・早期の確実な診断が必要である。遺伝
子検査は発症前に診断を確定する最も有用
なツールであり、これらの新しい治療法の運

用のため遺伝子検査の効率化を図り、検査体
制を確立することは現代の緊急の課題であ
る。さらに、迅速な遺伝子検査による遺伝子
診断を可能にすれば、早期治療だけでなく、
遺伝情報は発端者の診断の確定や確認だけ
でなく、家系内の保因者診断に応用できる。
保因者診断は、出生前診断や家族間での臓器
移植治療を検討する歳の資料としても意義

が高い。保因者診断には倫理的に重大な問題
をはらんでいるがその技術的手法の開発は
患者本人だけでなく家族にとって有用なも

のとなる。 
 
２．研究の目的 
遺伝子検査を標準化し迅速かつ安価に行う
ことをめざした。また、遺伝子カウンセリン
グへの基礎的な試料となる情報提供のあり
方も検討し、遺伝子検査を臨床の現場で利用
できるようなシステムの構築をめざした 
具体的については３に述べるが、DHPLC 法
ならびにマイクロ・アレイを応用したリシー
クエンシング・アレイ法による解析を検討し
た。これらの手法の特色は、遺伝子検査の迅
速化とコストの低減がはかられる。キャピラ
リー型シーケンス法で検討する際には、
400bp 程度の PCR 産物（１アンプリコン）
あたりおよそ 3000 円のコストがかかるが、
DHPLC 法のコストは１アンプリコンあたり
600 円程度と概算される。また、リシークエ
ンシング・アレイ法では、数千から数万の配
列を一度に解析できる。リシークエンシン
グ・アレイ法は、検査の迅速化に有用である
ことは間違いないが、直接シーケンス法との
手法が大きく異なるため直接的なコスト比
較には無理があるが、リシークエンシング・
アレイ１解析で１０万円程度と試算される。
数十を超えるアンプリコンを解析する場合
には、解析検体を減らし、コスト低減が期待
される。 
 
３．研究の方法 
高感度かつ高スループットである DHPLC
法ならびに、リシークエンシング・アレイ

法を利用することにより、迅速な遺伝子検

査を行うことを目指した。両手法で解析を

実施するすべての遺伝子領域の PCR 増幅

を可能な限り同一条件に最適化し、半自動

化した検査システムを確立した。ヘテロデ

ュプレックス法を応用し denaturing high 
performance liquid hromatography 
（DHPLC）法により変異の有無をスクリ

ーニングする。DHPLC 法は、液体クロマ

トグラフィーの原理で PCR 産物の変異の

有無の検討ができる方法である（文献１）。

病因遺伝子の翻訳領域全域を幾つかの領域

に分け、変異の有無を検索し遺伝子変異の

質的評価のための直接シーケンス法を行う

対象を絞り込むことで、迅速かつ安価に検



査を行うことを目指す。DHPLC 法では、

遺伝子配列に置換、挿入、欠失があれば泳

動パターンに変化を検出できる（図 1）。 

４．研究成果 
・遺伝子変異スクリーニング法の確立 
7 の遺伝子（ ATP8B1, ABCB11, JAG1, 
OTCD, IDS, GUSB, IDUA）について全エク
ソン、３つの遺伝子（FGFR3,DMD,FCMD）
についてはホットスポットの PCR 増幅法を
確立した。簡便な検査を目指すため全エクソ
ンに対し温度設定、使用ポリメラーゼなどに
ついて、まったく同一条件とした PCR 条件
の確立をめざした。全てのアンプリコンを全
く同一の条件に統一つることはできなかっ
たが、１遺伝子あたり１〜３条件に集約でき
た。これにより、予め PCR 反応に必要なプ
ライマーのセットを準備し、患者 DNA 検体
と PCR 試薬の混合物を添加するだけで半自
動的に遺伝子変異探索の検討ができるよう
になった。 

 

リシークエンシング・アレイ法は、配列解

析法のひとつであるが、対象配列の中央１

塩基のみＡ，Ｔ，Ｇ，Ｃと 4 種に異なった

塩基配列をもつプローブを作成し、マイク

ロ・アレイ技術により、各プローブひとつ

ひとつをチップ上にスポットとして並べた

アレイチップ（GeneChip）を作成する。

検体の DNA をハイブリダイズすると、中

央の１塩基まで配列が同一で完全に相補的

な配列をもつ場合にのみハイブリダイズで

きる。ハイブダイズした DNA に蛍光修飾

を加え、その蛍光を測定することで DNA
配列を決定できる。多数の配列を迅速に決

定する手法として近年注目されている。先

天性代謝異常疾患のなかには、病因遺伝子

によって病系分類がなされるような疾患群

も存在する。これら疾患では、遺伝子検査

による診断には複数の遺伝子について配列

決定が必要となり、このリシークエンシン

グ・アレイ法は、これらの問題の解決とし

て期待されている。ただし、一方でアレイ

解析は配列の欠失や重複が検出できない点

や検出力について詳細なデータがないなど、

検討課題もある。今回、胆汁うっ滞性肝障

害を引き起こす肝細胞代謝にかかわる遺伝

子についてリシークエンシング・アレイ法

を応用した診断法について検討されている

Bezerra 博士ら（文献２）と共同して研究

代表者が収集した検体を解析し、その検出

力を検討した。 

・スクリーニング法の評価 
これまでに遺伝子解析が行われた既知の遺
伝子変異をもつ DNA 検体を用いて、DHPLC
法およびリシークエンシング・アレイ法によ
る変異検索の検出検討を行った。研究申請段
階では、未確立であったアレイ技術によるリ
シークエンシング・アレイ法による解析につ
いても５つの遺伝子について検討し、キャピ
ラリー式の直接シークエンス法と同等の検
出力をもつことが確認できた。これら２つの
方法を併用することでほぼすべての変異が
リシークエンシング・アレイ法でも検出でき
ると考えられた。ただし、ひとつあたりの疾
患の症例数が数例に留まり検出力について
検討するには至らなかった。 
・遺伝子検査システムの確立 
これらスクリーニングを併用した遺伝子検
査システムを、遺伝子変異が未知の検体へ応
用を開始した。全国の医療施設からのムコ多
糖症、OTC 欠損症など受け入れて検査を開始
した。 
・遺伝子検査システムの応用 
本研究では、PCR 条件を画一化することによ
って半自動化した検査体制の確立が期待で
きることを検証した。各疾患の病因遺伝子に
ある全エクソンのプライマーセットをあら
かじめ準備した PCR 用プレートを作製し、
臨床的にある遺伝性疾患が疑われた際に、患
者DNAサンプルとPCR試薬のミックスをこ
のプレートに投入することで、遺伝子の検討
を迅速に行える。この方法は、アレイ技術に
よる解析にも応用でき有用な方法と考えら
れた。今後もより迅速で確実な先天疾患の遺
伝子診断システムの拡充にむけた検討が必
要と思われる。なお、本研究を通し、ATP8B1
遺伝子などで新規病因遺伝子と考えられる
遺伝子変異を確認した。これらをまとめ、現
在投稿準備中である。 
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