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研究成果の概要（和文）：本研究では、遺伝的多様性に基づいて個人医療を進めるための基盤技

術の開発を目的とし、次世代シーケンサー（Illumina）を用いて ①B リンパ球株化細胞から染

色体特異的に分離した 21番染色体と Y染色体のゲノム解析と ②HapMap計画で使用された日本

人由来の細胞株の全ゲノム解析を実施した。その結果、日本人の配列解析から 300 万サイトを

越える一塩基多型（SNVs）および 33万サイトを越える挿入・欠失領域を検出するとともに公開

されているアジア人の多型情報との比較を行った。今後、さらに多様性（特に構造多型）を高

精度に同定するためには、シーケンス反応の最適化やメイトライブラリー作製法などの開発が

必要である。また、SNVs の検出においても既存の解析ツールでは擬陽性が含まれて場合があり、

プログラムの開発も重要な課題である。以上の課題を達成することにより、ゲノム情報に基づ

く医療体制の基盤が構築可能になると考えている。 

 
研究成果の概要（英文）：Next generation sequencing offers lower cost and higher throughput 
than Sanger sequencing for human personal genome. To understand all genetic variants 
within personal genome, we carried out re-sequencing of two chromosomes (HSA21 and HSAY) 
separated from a human cell line and a sample from the HapMap JPT (Japanese) sets using 
the GAIIx sequencers. In a Japanese male genome, we identified over 3 million sequence 
variants (SNVs) at an average of 30-fold coverage. In addition, not only SNVs but also 
structural variants, such as indels and copy number variants, were detected. 
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1. 研究開始当初の背景 

2004 年に解読が完了したヒトゲノム
配列はテロメア領域をはじめクローン
ギャップやシーケンスギャップなどま

だ不完全な領域が存在し、現在も検証・
更新作業が進められている。 
これまでに標準配列を使用して比較

的高頻度の多型が整備されたことによ
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り、遺伝的要因と環境要因が複雑に関与
している一般的疾患の原因となる DNA変
異を迅速に同定することが可能となっ
てきている。しかし、まだ多くの一般的
疾患において同定された多型の相対危
険度が非常に低いことから、対立頻度は
低いが発症に関与している DNA変異（多
型）の存在が示唆されている。そのため、
現在においても個人ゲノムの再シーケ
ンス解析（およびエキソーム解析）には
大きな期待が寄せられている。 
また、個人ゲノム解析が可能となった

背景には、低コストかつ配列決定処理能
力がこれまでとは桁違いである次世代
シーケンサーと呼ばれる、サンガー法と
は異なる原理による超並列配列決定装
置が登場したことによる。さらに今後数
年以内には、ヒトゲノムを 1000 ドル程
度で解析する第三世代、第四世代のシー
ケンサーの実用化も視野に入ってきて
おり、医療への応用を目指した個人ゲノ
ム解析が飛躍的に進むことが予想され
る（米国では 1000 ドルゲノムプロジェ
クトが進められている）。研究開始当初
において、すでにワトソン博士を含む数
人程度の個人ゲノム配列が相次いで公
開され、米国・英国・中国を中心に国際
協力のもと「1000 人ゲノムプロジェク
ト」が開始された。このパイロット計画
では世界中から 1000 人程度のゲノムを
解読（～4 倍程度のカバーレッジ）し、
遺伝的多様性を明らかにすることであ
った。その成果は、2011 年 10 月末に発
表され、現在も解析規模を 2500 人に拡
張してプロジェクトを進めている。また、
個人間の違いがこれまで考えられてい
たよりも大きく、さらに個人間の多様性
は一塩基多型だけではなく、構造多型
（逆位、挿入、欠失、重複および遺伝子
のコピー数の違い）などさまざまなゲノ
ム構造変化が関与していることが明ら
かとなってきた。 

 
2. 研究の目的 

個人の全ゲノム配列情報すなわち遺
伝的多様性に基づいて治療や予防を推
進するためには、我が国でもその基盤技
術を構築しておく必要がある。ゲノム構
造の違いは、疾患ばかりではなく体質や
薬物応答などとも密接に関連しており、
新たな予防や治療法の基盤情報として
明らかにすることが必要不可欠である。
また、同定された DNA 構造の違いが日本
人の集団では見いだせない（関与してい
ない）場合が多いため、独自に日本人の
多型情報およびゲノム配列決定を進め
る必要がある（なお、国際コンソーシア

ムが決定した標準配列は、複数のリソー
ス・ゲノムが用いられている）。 
そこで本研究では、次世代シーケンサ

ー（GAIIx: Illumina）を用いてシーケ
ンス用の鋳型調製法の最適化やアリル
間の違いの検出、マッピング・アセンブ
リプログラムの条件などを検討し、ヒト
ゲノムの多様性を探るためのさまざま
な多型情報を整備することを目的とし
た。さらに個人の診断に用いるためには、
簡便で極微量の DNAから解析することが
重要である。また、1 細胞からゲノム配
列を決定することが可能になれば、生殖
細胞における卵や精子形成過程での複
製エラーや突然変異、ゲノム構造変化
（組換え）を塩基レベルで検出すること
が可能となる。そこで、極微量の DNAか
らの配列決定法の検討もあわせて行っ
た。 

 
3. 研究の方法 

本研究では、ヒトにおける遺伝的多
様性（個人差）を明らかにするための
基盤技術開発を目的として、ヒト細胞
株からセルソーターを用いて特定の染
色体を分離し、次世代シーケンサー
（GAIIx: Illumina）によりペアエンド
シーケンスを行った。その際、極微量
の DNA からの配列決定方法についても
検討した。 
また、決定した配列データをアセン

ブリすることにより得られたコンティ
グ配列や標準配列に配列データをマッ
ピングした結果から一塩基多型および
構造多型などを検出するための条件を
検討した。検出された遺伝子領域の一
塩基多型および遺伝子コピー数多型に
ついては、DNA チップの結果や dbSNP
と比較するとともに多型情報をデータ
ベース化した。 

 
4. 研究成果 

本研究では、B リンパ球株化細胞
（GM130B）からセルソーターにより染色
体特異的に単離したヒト 21番染色体（約
350 万本の染色体）と Y 染色体由来（約
250 万本の染色体）のゲノム DNA を用い
てペアエンドシーケンスを実施した。そ
の過程において、ゲノム DNA の純度や必
要量、コバリスを用いたゲノム DNA の断
片化条件と DNA 測定、PCR条件、qPCR に
よる定量などの工程を最適化すること
により、ペアエンドシーケンス用の鋳型
DNA ライブラリーの調製法を確立した。
なお、最近では鋳型調製時において PCR
を実施しない方法を使用しているが、必
要なゲノム DNA 量が通常の 2 倍程度



 

 

（2-3ug）である。また、微量 DNA サン
プルのシーケンスについては、全ゲノム
増幅による条件検討を行ったが、バイア
スや PCR による高頻度な重複、キメラ配
列などが認められ、現在もゲノムおよび
鋳型調製法を検討している。 
ランについては、高精度な配列の取得

に向けて鋳型 DNA量やクラスター数の最
適条件を決定するとともに、配列評価用
のパイプライン（評価項目：パスフィル
ター率・ユニークマップ率・PCR による
重複率・コンタミ率・リード上の精度値
の分布・インサート長の分布・リード上
のエラー率の分布など）を構築した。ま
た、種々のプログラムによる多型の検出
やアセンブリ結果を比較することによ
り解析パイプラインを整備した。各染色
体特異的ゲノム DNAを使用したシーケン
スでは、どちらも全リード（21番染色体
のサンプルでは合計約 209.1 百万リー
ド、Y染色体は約 109.7 百万リード）の
約 半 分 程 度 が 目 的 と す る 染 色 体
（Build37）にマップされ、残りのリー
ドは他の染色体および株化する際に使
用された EB ウイルス由来であった。21
番染色体上にユニークにマップされた
リードの重複度とカバーレッジは、それ
ぞれ約 87.3 倍と約 99.8%に対し、Y 染色
体では、約 14.3倍と約 55.0%であり、マ
ルチヒットを許した場合の約半分程度
（約 35.8倍、約 99.6%）であった。この
結果は、Y 染色体特有のゲノム構造（巨
大な繰り返し配列の存在）が原因であり、
解読長が短い配列によるゲノム解析が
非常に困難であることを示している。な
お、一塩基多型（SNVs）は、21 番染色体
上から約 5.2万サイト（ホモとヘテロの
合計）見出された。 

また、次のサンプル（HapMap 計画で使
用された日本人由来の細胞株）のゲノム
解析については、①次世代シーケンサー
の処理能力の向上および低コスト化が
進んだこと、②セルソーターでの染色体
の分離に時間かかる（律速になる）こと、

③純度があまり良くないなどの理由か
ら全ゲノムを対象に配列決定を試みた。 
ヒト標準配列にマップした結果、全ゲ

ノムの約 97.5%をカバーしており、リー
ドの重複度は平均 29.3 倍であった。つ
ぎに SNVs を調べた結果、ホモとヘテロ
をあわせて約 324 万カ所が見いだされ、
そのうちの約 90%以上が SNP データベー
ス（db129）と一致していた。なお、こ
れらの結果は、これまでの報告と大きく
変わっていない。また、公開されている
中国人（YH）や韓国人（SJK, AK1）の多
型情報と比較した結果、韓国人と共通な
SNVs が中国人よりも 7-8%程度多かった
が、さらに詳細な検討が必要である。 
エクソン領域上には約 26,000 SNVs が

検出され、その約半分が非同義置換に関
与していた。興味深いことに CDS領域上
に終始コドンが存在する約 90 個の転写
産物も見つかっており、現在検証を進め
ている。また、比較的小さな（～10 塩基
程度）挿入・欠失領域は、約 33.3 万サ
イト（ホモとヘテロの合計）存在してい
た。遺伝子コピー数多型および大きな挿
入・欠失領域については、DNA チップの
結果と比較することにより候補領域を
抽出しており、qPCRなどで検証する予定
である。 
今後さらに次世代シーケンサーが苦

手とするリピートや構造多型（特に遺伝
子コピー数多型や大きな挿入など）の検
出精度をあげるために、第三世代のシー
ケンサーなどの利用を検討していきた
い。 
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