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研究成果の概要（和文）：本研究ではエクソーム解析で原因不明の患者を対象に全ゲノムシーケンス解析を行
い、２名の原因変異を同定する事ができた。１名は患者の表現型に関連する遺伝子のdeepイントロン領域に変異
がみつかり、機能解析の結果、スプライシング異常が起きている事がわかった。またもう１名の患者（ルビンシ
ュタイン・テイビ症候群）はエクソーム解析では１つと思われていた欠失が、実は正常2コピー領域を挟んだ2つ
の欠失からなる複雑構造変異であり、欠失の１つが原因遺伝子CREBBPの5'UTR領域の一部を含んでいる事がわか
った。本研究によりエクソーム解析では解明できなかった患者の変異及び発症メカニズムを明らかにする事がで
きた。

研究成果の概要（英文）：We performed whole genome sequencing (WGS) in exome-negative patients. WGS 
identified causal variants in two patients. One patient had a de novo variant in deep intronic 
region of the gene related his clinical features. Our functional study revealed that the variant 
resulted in aberrant splicing. The other patient (Rubinstein-Taybi syndrome) had scattered deletions
 including a partial 5’-untranslated region of CREBBP, but all coding exons in CREBBP were intact 
(two normal copies). Both variants were not identified by exome sequencing. This study using WGS 
identified the causative variants and elucidated the mechanism of disease in exome-negative 
patients.

研究分野： 遺伝学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
エクソーム解析では原因不明だった患者を対象に、全ゲノムシーケンスを用いた変異の探索を行った。結果、２
名の患者の原因変異および疾患発症メカニズムを明らかにすることができた。本研究にてエクソーム解析の限
界、全ゲノムシーケンス解析の可能性および課題が示された。今後の臨床シーケンス、遺伝学的研究の有用なデ
ータになると思われる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１． 研究開始当初の背景 
 
次世代シーケンス技術はこれまでの遺伝学的解析に大きな進歩をもたらした。これにより先天
異常患者の症状の原因となる遺伝子変異を網羅的に探索することが可能になった。当研究グル
ープではエクソームシーケンスに染色体検査、CGH マ
イクロアレイを組み合わせた遺伝学的症例解析シス
テムを構築し（図 1）、2012 年より先天異常の病因解
析研究に応用してきた。しかし当解析システムでも、
依然として患者の半数以上に原因となる変異が見つ
からない。一般に臨床エクソームの診断率は 25％で
あり(Yang et al.,N Engl J Med,2013)、現行の解析
システムでは限界がある。ゲノム配列におけるエクソ
ンが占める割合はわずか 1.5%であり、エクソンのみ
の解析では残り半数の患者の原因解明は難しいと思
われる。新規の責任遺伝子が存在する可能性もある
が、通常のエクソーム解析では検出できない変異およ
び疾患発症のメカニズムについて検討する必要があ
った。 
 
 
２． 研究の目的 
 
本研究の目的は現解析システム（エクソームシーケンス、染色体検査、CGH マイクロアレイ）に
よる解析では原因不明であった患者の疾患原因変異の同定および変異による発症メカニズムの
解明である。 
 
 
３． 研究の方法 
 
本研究では現解析システムで原因不明の症例を対象に、主に全ゲノムシーケンス解析を用いて
患者の原因変異の探索を行った。全ゲノムシーケンスでは、イントロン等のエクソン外領域変異、
トランスポゾン挿入変異、複雑構造異常変異等、通常のエクソーム解析では検出できない変異が
見つかる可能性がある。しかしながら全ゲノムシーケンス解析では膨大な数の変異が検出され
るため、ターゲット遺伝子がある程度絞られていないと実際の解析は難しい。そこで下記の条件
をみたす患者を優先して全ゲノムシーケンス解析を施行した。 
 
解析対象患者群①：5名 
臨床診断がほぼ確定している優性疾患に罹患し、かつ罹患疾患の原因遺伝子が１～数個に絞ら
れる患者。 
 
解析対象患者群②：2名 
臨床診断がほぼ確定している劣性疾患に罹患し、これまでの解析で原因遺伝子の片アレルに原
因変異がみつかっているが、もう片アレルには変異がみつかっていない患者。 
 
解析対象患者群③：5名 
新規の原因遺伝子の可能性がある患者。 
 
解析対象患者群①、②はシングルで全ゲノムシーケンス解析を施行した。解析対象患者群③の場
合は臨床情報によるターゲット遺伝子の絞り込みが困難なため、一部の患者においては患者、父、
母のトリオサンプルで全ゲノムシーケンス解析を施行した。 
 
 
４． 研究成果 
 
解析対象患者群①の条件を満たす患者１名において、患者の表現型に一致する原因遺伝子の
deep イントロン領域にまれな１塩基置換の変異が見つかった。サンガーシーケンスによる両親
解析を行った結果、両親には変異はみつからず de novo 変異であることがわかった。病的変異の
可能性が高く、機能解析を施行した。患者の末梢血の RNA を用いて変異周辺領域をターゲットと
した RT-PCR を行った結果、正常検体ではみられない異常転写産物が検出された。異常転写産物



のシーケンス解析を行ったところ、変異によるスプライシング異常が起こっていることがわか
った。RNAseq 解析でも変異による異常転写産物が確認された。患者の症状とも矛盾なく疾患の
原因変異と考えられる。現在論文を準備中である。 
 
また解析対象患者群①のルビンシュタイン・テイビ症候群の患者 1名は、エクソーム解析にて原
因遺伝子の CREBBP の上流に de novo の欠失がみつかっていた。しかしながら、エクソーム解析
のデータでは exon1 の coding 領域は欠失しておらず、CREBBP の他の全 exon にも異常は見つか
らなかった（図 2(a)）。よって CREBBP 上流領域の欠失による疾患発症の可能性が強く示唆され
たため、欠失範囲を詳細に調べるために全ゲノムシーケンス解析を施行した。結果、エクソーム
解析では１つの欠失と思われたが、実際は間に正常 2 コピー領域をはさんだ 2 つの欠失からな
る複雑構造変異であり、そのうちの 1 つの欠失が CREBBP の 5’UTR 領域の一部を含んでいるこ
とがわかった（図 2(b)、(c)、(d））。患者の症状とも矛盾なく疾患の原因変異と考えられる。本
研究により、エクソーム解析のみでは解明できなかった患者の変異及び疾患発症メカニズムの
詳細が明らかになった。 
 

 
図 2  ルビンシュタイン・テイビ症候群の患者に検出された正常 2コピー領域を挟んだ２つの
複雑構造欠失 
(a) エクソーム解析の CNV 解析。CREBBP 遺伝子に隣接する ADCY9 遺伝子の一部を含む欠失が検

出された。しかしながらルビンシュタイン・テイビ症候群の原因遺伝子である CREBBP 遺伝
子の coding エクソンは欠失していなかった（正常 2コピー）。 

(b) 全ゲノムシーケンス解析により検出された CREBBP 遺伝子周辺の２つの欠失。エクソームシ
ーケンスでは１つと思われた欠失が実際は正常 2 コピー領域を挟んだ２つの欠失であった
ことがわかった。またそのうちの 1つの欠失が CREBBP の 5’UTR 領域の一部を含んでいるこ
とがわかった。 

(c) 正常 2コピー領域を挟んだ２つの欠失の定量 PCR 解析 
(d) CREBBP の 5’UTR 領域を含む欠失の切断点解析 
 
 
しかしながら、解析対象患者群①の残り 3名、解析対象患者群②の 2名、解析対象患者群③の 5
名には現時点で原因変異はみつかっていない。解析対象患者群②の患者については、表現型に関
連する原因遺伝子の片アレルに病的変異がみつかっているにも関わらず、もう片アレルの変異
をみつけることはできなかった。また解析対象患者群③ではトリオ解析を行った患者において
も現時点で原因変異をみつけることはできなかった。本解析では全ゲノムシーケンスを対象と
した複雑構造変異の解析ツールやトランスポゾン変異を検出するための解析ツールも導入して
解析を行っているが、現行のシステムでは検出できない、より複雑な発症メカニズムがあるのか



もしれない。しかしながら解析アルゴリズムは日々進歩しており、今後も新しい解析ツールを導
入することで原因変異および疾患発症メカニズムを解明できる可能性は高いと考えている。ま
た全ゲノムシーケンスと RNAseq を併用し、ゲノム配列情報と転写産物情報を同時に解析するこ
とも変異同定のための有用なアプローチの一つと思われる。引き続き解析を続けていく予定で
ある。 
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