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研究成果の概要（和文）：本研究の成果として、①小脳性運動失調・ニューロパチー・前庭反射消失症候群
(Cerebellar ataxia, neuropathy, vestibular areflexia syndrome; CANVAS）で、RFC1遺伝子の両アレル性リ
ピート異常伸長の全配列を決定し、リピートユニットの組み合わせの多様性を発見した [Miyatake et al., 
Brain. 2022]。②リピート伸長病の原因となる病的リピート伸長を網羅的に一括スクリーニングできる迅速ロン
グリードシーケンス系を確立した[Miyatake et al., npj Genom. Med. 2022]。

研究成果の概要（英文）：In 16 patients with Cerebellar ataxia, neuropathy, vestibular areflexia 
syndrome (CANVAS), we identified either ACAGG expansions (ACAGG homozygotes), AAGGG expansions 
(AAGGG homozygotes), or ACAGG and AAGGG expansions (ACAGG/AAGGG compound heterozygotes), by 
long-read sequencing of repetitive region in RFC1 gene at nucleotide level of resolution and 
reported the repeat conformation heterogeneity in CANVAS [Miyatake et al., Brain. 2022]. We also 
developed a rapid and comprehensive diagnostic method for repeat expansion diseases using a 
long-read sequencer to improve currently available, low throughput diagnostic methods [Miyatake et 
al., npj Genom. Med. 2022]. 

研究分野： 神経遺伝学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
①は、ロングリードシーケンサーを用いて、リピート配列の全長を解読できたことが既存のゲノム手法の限界を
打ち破る新たな学術的意義である。また配列パターンの組み合わせと臨床症状の関連を示唆する知見が得られた
ことは、疾患の病態解明の手掛かりになると考えている。
②は、ナノポアシーケンサーのターゲットロングリードシーケンス法を利用したもので、従来のゲノム手法では
スクリーニングが困難であったリピート伸長病の簡便・迅速・正確な診断が可能となったことが有意義であり、
臨床診療の診断精度向上に貢献できると考えている。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景                                 
ヒト疾患ゲノム研究は、ショートリードシーケンサーの実用化と全エクソーム解析(whole-

exome sequencing; WES)の普及で進歩を遂げたが、近年 WES における疾患責任変異同定率は、全
体として 30%前後で頭打ちになっており、遺伝学的背景が疑われる患者の半数以上は原因未同定
に終わる。私たちはこれまで、種々の異なる系統を侵す多様な神経筋疾患の原因探索を学術的な
問いとして WES 解析を 1500 例以上行ってきたが、その原因同定率は、疾患によってかなり幅が
あり、成人発症の神経変性疾患などでは解決率は低めである。これらの疾患においては、エクソ
ン領域や non-coding 領域にみられるリピート配列の異常伸長が疾患の原因であることがあり、
ショートリードシーケンサーを使った解析で遺伝要因の同定率が低いことの原因の１つである。
しかしロングリードシーケンサーを用いれば、リピート異常伸長の存在が想定される種々の神
経筋疾患の原因同定が飛躍的に進む可能性がある。そこでロングリードシーケンサーを用いた
全ゲノム解析系を構築し、遺伝学的に未解決だった神経変性疾患 3例（脊髄小脳変性症１例、白
質脳症 2 例）に対して本解析系を適用したところ、2例に病的リピート伸長を認め本解析系の有
用性を確認した。そこで適用症例を拡大しさらなる新規変異の同定、診断を目指すこととした。 
２．研究の目的                                     
WESで遺伝学的原因が未同定の神経筋疾患症例を対象に、ロングリードシーケンサーによる新

たな解析系を活用して新規の遺伝学的原因を同定することを目的とした。 
３．研究の方法                                     
解析対象は、原因未同定の神経筋

疾患症例のうち、類似疾患で病因と
してリピート伸長が知られている
神経筋疾患（脊髄小脳変性症、白質
脳症、筋疾患など）で家系を形成す
るか比較的遅発性である、家系内に
表現促進現象がみられる、などに合
致する症例を選定した。 
方法は、右図の通り、ロングリー

ド次世代シーケンサーを用いた全
ゲノム解析→検出した伸長リピー
ト配列の検証実験と確定→同疾患
の患者コホートの伸長リピートス
クリーニング→伸長リピートを持つ症例の臨床新家学的調査や機能解析→分子診断法の確立と
いう手順で進めた。 
４．研究成果                                      
（１）小脳性運動失調・ニューロパチー・前庭反射消失症候群(Cerebellar ataxia, neuropathy, 
vestibular areflexia syndrome, CANVAS)の原因となる RFC1 遺伝子のリピート異常伸長の全配
列の決定とその配列や組み合わせの多様性の同定 
 
CANVAS は遅発性で緩徐進行性の

神経変性疾患である。2019 年に 4
番染色体上の RFC1遺伝子のイント
ロン領域に、通常 AAAAGという配列
のリピートが 11個連なって存在し
ているところ、リピートの配列が
両アレル性に AAAAG から AAGGG に
変化し異常伸長していることが原
因 で あ る こ と が 報 告 さ れ た
（Cortese et al., 2019）。また
2020 年には、リピート配列が ACAGG と変化した両アレル性のリピート異常伸長も疾患の原因と
なりうることが示唆されたが(Tsuchiya et al., 2020; Scriba et al., 2020)、そのリピート
配列の完全シーケンスは明らかではなかった。 
そこで、横浜市大遺伝学教室に集積した、遺伝学的に未診断の成人発症小脳性運動失調患者

212 家系 216 名を対象に Sequel II(Pacific Biosciences 社)、PromethION、 GridION (Oxford 
Nanopore Technologies社)のいずれかのロングリードシーケンサーを用いて配列解析を行った。
その結果 ACAGG リピート伸長をホモ接合性に有する 3家系 7例、AAGGG リピート伸長をホモ接合
性に有する 7家系 7例、ACAGG と AAGGG リピートの複合ヘテロ接合性伸長を有する 2家系 2例を
同定し（本コホートにける CANVAS の診断率は 5.2%）、初めてその完全シーケンスを明らかにし
た。また異なる種類のリピート配列伸長が複合ヘテロ接合性に認められる症例が存在すること
を明らかにした点も今回の研究の新規性である。更に、異常リピートの配列ごとに症例を分け、
その臨床神経学的特徴を検討したところ、ACAGG リピート伸長配列を持つ患者さんでは、下位運
動ニューロンの障害がより顕著であること、ACAGG と AAGGG リピート伸長配列を複合ヘテロ接合



性で持つ患者さんでは、発症年齢が遅く、進行もより緩やかな傾向があることがわかった。ただ
し今回検出したリピート配列と表現型の連関については、まだ少数例での検討であるため、今後
更なる症例の集積と確認が必要であり、今後の課題の 1つと考えている。以上の知見を Brain 誌
に発表した（参考文献１）。 
 
（２）リピート伸長病の網羅的・迅速・正確なスクリーニング法の開発 
リピート伸長配列は、GCリッチの配列が伸長するもので、10-20kb にも伸長するものもあるた

め、従来の PCR 法を主体とするゲノム解析法では、対象領域の増幅すら容易でないこともしばし
ばであって各遺伝子領域について解析法を最適化する必要がある。そして従来法では、候補とな
る遺伝子領域に特化した解析しかできない（１疾患解析）ため、リピート伸長病を疑って遺伝子
検査を行う場合、原因となる遺伝子領域ごとに最適化された複数の手法を組み合わせて診断す
る必要があり、解析に時間を要する。また、中には PCR 抵抗性で病的なリピート伸長を正確に特
定できない場合もあるため、その診断法に限界もあった。 
本課題の遂行中に、ロングリードシーケンサーを用いた新しいゲノム解析系が、このような現

状を打破できる可能性に思い至りリピート伸長病の網羅的・迅速・正確なスクリーニング法の開
発を行った。これにより、本課題の方法の中で、“同疾患の患者コホートの伸長リピートスクリ
ーニング”の工程が飛躍的に速く行えるようになった。 
具体的には、GridION シーケンサーに搭載された、アダプティブサンプリングという新しい技

術を用いて、リピート伸長病との関連が知られた 59か所の遺伝子領域を選択的にシーケンスし、
構築した解析フローに従って迅速診断するというものである。アダプティブサンプリング法と
は、①bed file 形式で目的領域をシーケンサーに入力、②シーケンス開始、ある DNA 断片をシ
ーケンス、③最初の 1秒間で約 400-500 bp の配列を解読し、その配列がターゲットとする遺伝
子領域に存在する配列か否かをリアルタイムに判断、④ターゲット領域に存在する DNA 断片で
あった場合はシーケンス継続、そうでなかった場合シーケンスを中止して、別の DNA 断片のシー
ケンスを開始、という手法で、これにより DNA に何らの目的領域濃縮処理を施すことなく目的領
域の DNA 断片だけ選択して効率よくシーケンスすることが可能となる。 
ゲノム DNA 3-5μgを、約 40kb 程度の断片になるよう適宜 Megaruptor2（Diagnode 社）を用い

て切断した上で、プロトコールに従い LSK109/LSK110 キットを用いてライブラリを調整し、
R9.4.1 フローセルに 50fmol を目指してローディングした。シーケンスの出力がリアルタイムに
確認出来るので、出力量を見て、最大 72 時間のシーケンス時間の間に適宜 1-2 回の Nuclease 
flush を行った。その後の解析は横浜市大遺伝学教室で構築された解析サーバーを用いてデフォ
ルト解析で 3時間、追加の詳細解析を行う場合 8時間で終了した。以上、DNA の処理から結果返
却まで 5 日で完了できる系であり、GridION シーケンサーが一度に 5検体のシーケンスを並列で
きるため理論上は 10検体／週のペースで診断可能な系であった。 
本解析法を、まず病的リピート伸長があることがすでに分かっている神経筋疾患 12 症例に対

して適用したところ、全例で正確に診断できた。次に、臨床的に脊髄小脳変性症と診断され、遺
伝学的に未診断の 10症例に対して本解析及び従来の PCR 法を中心とした方法を別々の研究者に
よって施行した。その結果 6例で遺伝子診断に至り、従来法では判定困難だった 2症例について
も精密な判断が可能であった。網羅性、迅速性、正確性の点で優れた解析法であり、研究手法と
してのみならず、新たな臨床検査法として発展させていくことが今後の課題の 1 つと考えてい
る。以上を npj Genomic Medicine 誌に発表した（参考文献２）。 
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