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研究成果の概要（和文）：遺伝子診断では、翻訳領域内の各エクソン領域を PCR増幅し、その
塩基配列を直接シーケーシング法により決定することが一般的である。本研究では、シーケー

シング法では検出できない遺伝子異常である、複数エクソンの欠失を検出する方法の確立を目

指した。アレイＣＧＨ法により標的遺伝子の各エクソンのコピー数の変化の検出を試みた。こ

れまでの方法では検出し得なかった患者の変異を同定することが出来た。 
 
研究成果の概要（英文）：Currently, PCR-sequencing is utilized for clinical genetic testing 

of congenital malformation syndromes. However, PCR-sequencing is unable to detect 

deletion or duplication spanning multiple exons.  In the present study, array CGH method 

was applied successfully to detect deletion spanning multiple exons. The present method 

will complement widely used genetic testing based on Sanger sequencing or next generation 

sequencing. 
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１． 研究開始当初の背景 
 
診療での利用を前提とした遺伝子診断では、

翻訳領域内の各エクソン領域をPCR増幅し、
その塩基配列を直接シーケンシング法によ 

り決定し、各エクソン内の点変異・欠失・挿 
入を検出することが一般的である。しかし、 
シーケンシングに基づく方法では、感度が 
100％には達せず、偽陰性と考えられる症例が
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図1. プローブ密度例 

上段が今回作成したプローブ群 
下段がCHD7遺伝子のエクソンの配置 

少なからず存在し、遺伝子検査を臨床応用す

る上で問題となっている。 
 
 
２． 研究の目的 
 
本研究では、シーケンシング法では検出でき

ない遺伝子異常である「複数エクソンを含む

遺伝子内欠失」を網羅的かつ高感度に検出し

うるシステムの作成を試みた。 
 
 
３． 研究の方法 
 
先天異常症候群10疾患（15遺伝子）の患者

のうち、エクソン内の点変異・欠失・挿入が

同定されていない患者を対象とし、患者・両

親からインフォームドコンセントを得た後、

QIAGEN社のQIAamp DNA Blood Midi Kitを用

いて全血からゲノムＤＮＡを抽出し、オリゴ

ＤＮＡアレイＣＧＨ法による再解析を行っ

た。10の古典的な先天異常症候群の原因遺伝

子各エクソンに10～20個程度のプローブを

配置するようにカスタムオリゴＤＮＡ作成

ウェブサイト、eArray（アジレント社）をも

ちいて設計をした。60塩基程度の合成ＤＮＡ

プローブをスライドグラス上に配置した。患

者に由来するゲノムＤＮＡおよび正常対象

者由来ゲノムＤＮＡを制限酵素処理により

200～500bpに断片化後、患者に由来するゲノ

ムＤＮＡをCy5、正常対象者由来のゲノムDNA

をCy3でラベル化し精製・濃縮を行った。ラ

ベル化した患者由来サンプルと正常対象者

由来サンプルを混合し、アレイ上で65℃、24

時間のハイブリダイゼーションを行った。そ

の後、マイクロアレイスキャナーにて、スキ

ャンし、これを専用ソフトウエアFeature 

Extraction（アジレント社）にて数値化した

後、各遺伝子のゲノムコピー数を解析した。 

欠失範囲が小さい場合には病的意義を決め

ることが婚案である場合ば少なくない。この

場合、患児に認められたコピー数異常を両親

のいずれにも認めない場合に異常と判断し

た。 

慶應義塾大学医学部倫理委員会の承認を受

けて研究を実施した。 

 
 
４． 研究成果 
 

古典的な先天異常症候群の原因遺伝子およ

びその周辺領域に約６万プローブを密に配

置することが出来た。（図１）また、設計し

た領域に対して、特異的なハイブリダイゼー

ションが得られた。ハイブリダイゼーション

が得られた領域は十分に稠密であり、当該領

域のコピー数を正確に算定することができ

た。（図２） 

 

CHARGE症候群を含む複数の先天異常症候

群について、検査感度の向上が得られた。本

研究により遺伝性疾患の遺伝子診断の検査

感度が 100％に近づくことが期待される。対

象とする遺伝子数を増やすことが必要であ

ることから、マイクロアレイの高密度化にあ

わせ、ハプロ不全（遺伝子欠失）により発症

することがこれまでに知られている約400個

の遺伝子を含むシステムの構築を進めた。 

図 2に Sotos症候群の事例を示す。Sotos

症候群の大部分は遺伝子の点変異によって

発症し、シーケンシング法によって診断が可

能である。一方、一部の Sotoso症候群の患

者は染色体欠失によって発症する。典型堤に

は欠失の大きさはメガベース（100万塩基）



約73.5kb 

の欠失 

NSD1 

図２. 複数エクソンを含む遺伝子内欠失例  
 

の単位である。このような場合には、BAC（バ

クテリア人工染色体）由来のプローブDNAを

用いたFISH検査が行われる。BACに含まれる

ヒトDNA配列の大きさは、120kb～150kbであ

る・したがって、この大きさより小さい欠失

が検出できないことがこれまで問題であっ

た。図 2に示症例では、欠失範囲は73.5ｋb

であり、FISHでは検出が不可能と考えられる。

本研究で開発した方法によって、従来不能で

あったサイズの遺伝子の異常を検出できる

ようになったと云える。 

理想的には、単一のアッセイ法でDNA配列

の変化という定性的な変化と、複数エクソン

を含む欠失というコピー数の変化（定量的な

変化）を同時に検出できることが望ましい。

今後、PCRシーケンシング法に変わって、次

世代シーケンサー（第2世代）が利用される

ようになると期待される。第2世代の次世代

シーケンサーでは、複数エクソンにわたる欠

失を検出する事は出来ないが、第3世代次世

代シーケンサーは欠失領域内の両端をつな

ぐ断片（いわゆるjunctional fragment)を検

出する事ができると期待される。しかしなが

ら、現時点では次世代シーケンサーを用いて、

染色体領域のコピー数の異常を検出する事

はできない。すなわち次世代シーケンサーで

異常を検出出来なかった場合、本研究で開発

したごときマイクロアレイを用いた解析法

が必要となる。本研究で開発した方法と新規

技術の感度の比較が今後の課題と考えられ

る。 

 

本研究で開発した方法は特に、非家族性に

（散発性）に発症し、常染色体優性遺伝瀬疾

患（つまり本来 2コピー存在する遺伝子が 1

コピーとなることによって発症する疾患）の

診断に有効であると期待される。シーケンシ

ング法によって異常を認めない場合には、実

施することが望まれる検査法である。 
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