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研究成果の概要（和文）：本研究ではナノポア・ロングリードシーケンサーを用いて、従来解析が困難であった
筋強直性ジストロフィー2型 (DM2) のCCTGリピート伸長変異の解析を行い、下記の治験を得た。1)　日本人DM2
は独自の単一ハプロタイプを共有し、欧米人DM2が共有するハプロタイプと異なっていた。2)　日本人DM2は異な
るサイズのリピートを保有し、著明な体細胞モザイクを呈していた。3)　日本人CCTG 伸長リピート変異は、複
数のCAGAリピート挿入配列を包含しており、近年欧米DM2で報告された所見と類似していた。4)  CCTG正常リピ
ートアリルと伸長リピートアリル間にCpGメチル化程度の相違を認めなかった。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study is to characterize the origin and features of expanded
 CCTG repeats in Japanese DM2 patients. Over the last 15 years, we have identified 7 DM2 patients 
from 5 unrelated families in Japan. We used Nanopore long-read sequencing (LRS) to investigate the 
following measures: 1) the phase of SNPs flanking the repeat, 2) repeat length of the expanded 
repeat, 3) sequence of the repeat tract, and 4) adjacent DNA modifications. LRS revealed that 
Japanese DM2 patients share a common haplotype, which differs from European DM2 patients. 
Simultaneous detection of the CNBP repeat region revealed that each read has different number of 
repeats, suggesting somatic mosaicism of the expanded repeat allele. The sequence within the repeat 
showed interruptions of the CAGA repeat. We also detected the CpG modifications in the native DNA 
molecules, which were not substantially altered in normal and expanded alleles. 

研究分野： 神経遺伝学、神経内科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ナノポア・ロングリードシーケンサーを用いて、従来解析困難であった非翻訳領域リピート伸長の一つである
DM2 CCTGリピート伸長変異を解析した。ナノポア・ロングリードシーケンシングは、単一実験でリピート長・リ
ピート内部配列・ハプロタイプ解析・CpGメチル化の同時解析が可能である。本研究は、同手法が伸長リピート
変異解析に極めて有用なツールであることを実証した。

※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 
筋強直性ジストロフィー2型 (DM2) は欧米白人に多い優性遺伝性疾患である。その原因遺伝子

変異は数千に及ぶ非翻訳領域 CCTG リピート不安定伸長であるが、リピート長のみでその多彩な

表現型を説明できず、そのリピート不安定性・病態メカニズムも明らかではない。申請者はこれ

まで、アジア人初の DM2 患者を本邦に見出し、比較ゲノム解析により CCTG リピートの由来がレ

トロトランスポゾンであることを明らかにしてきた。しかしながら、本邦 DM2 の創始者が欧米の

それと同一であるのか、更にそのリピート内部構造は明らかになっていない。DM2 CCTG リピー

ト伸長変異が、なぜ最大（～11000 リピート）かつ、不安定なのか？そして、多彩な臨床像を示

すのか？それらを明らかにするためには、周辺部位を含めた CCTG 伸長リピート構造の解明が必

要であり、挿入配列の有無を含めたリピート内・周辺シーケンスを明らかにする必要がある。し

かしながら、伸長リピート内シーケンスの解明は、そのクローニングや PCR 増幅が困難で、現実

的には不可能であった。そこで、技術的に進展の著しい次世代シーケンサーの中で、～50 kb ま

で解析可能な１分子リアルタイム・ロングリードシーケンサーを用いる解析を考えた。 

 
２．研究の目的 
非翻訳領域リピート伸長は翻訳領域リピート伸長に比べ、遥かに大きく、極めて不安定である。

リピート長と表現型の相関も極めて弱く、その病態メカニズムも十分解明されていない。その大

きな原因の一つは、リピート長が大きくクローニングできず、その内部構造が未解明であること

にある。本研究では、PCR やクローニングせずに、ターゲット領域の長い・ネイティブな塩基配

列情報を得ることができるロングリードシーケンサーを用いて、DM2 CCTG ﾘﾋﾟｰﾄ内部構造を解

明する。これらにより、その不安定性・病態メカニズムについて新しい知見が明らかになると考

えた。 

 
３．研究の方法 
筋強直性ジストロフィー1 型 を否定された筋ジストロフィー患者群の中から、血縁関係のない

日本人 DM2 7 症例を遺伝子診断で同定した。その後、患者から十分量の高純度・高分子 DNA を精

製抽出した。ナノポア・ロングリードシーケンサーを用いて、1) CCTG 伸長リピート変異のハプ

ロタイプ解析 2) CCTG 伸長リピート長サイジング 3) CCTG 伸長リピート内シークエンス解析 

4) CCTG リピート周辺領域の CpG メチル化解析、を施行した。１）においては、欧米人 DM2 の DNA

サンプルを用いて比較検討した。 

 
４．研究成果 
我々は、本研究で下記の研究成果を得た。 

1) 日本人 DM2 は独自の単一ハプロタイプを共有し、欧米人 DM2 が共有するハプロタイプと異

なっていた。 

2) 日本人 DM2 は異なるサイズのリピートを保有し、著明な体細胞モザイクを呈していた。 

3) 日本人 CCTG 伸長リピート変異は、複数の CAGA リピート挿入配列を包含しており、  

近年欧米 DM2 で報告された所見と類似していた。 

4)  CCTG 正常リピートアリルと伸長リピートアリル間に CpG メチル化程度の相違を認めなか  

った。 

 

上記の結果から、本邦 DM2 と欧米 DM遺伝子変異の起源は異なるが、それらの共通した臨床像は

CCTG リピート伸長そのものの病原性に起因すると考えられた。 ナノポア・ロングリードシーケ



ンサーは、単一実験で上記 1)～4)の解析を可能とし、伸長リピート変異の解析に極めて有用な

ツールであることを実証した。 
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