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研究成果の概要（和文）：研究代表者は、原因不明の神経発達障害の成因を明らかにするため、これまで数千例
の患者のゲノムコピー数解析を行ってきた。その結果、疾患の原因遺伝子の同定に繋がるような貴重な染色体微
細異常を数多く報告してきた。その中にはこれまでに知られているメカニズムだけでは説明しきれない複雑な染
色体構造異常が存在することから、それらのメカニズムを解明するための研究に取り組んだ。その結果、欠失や
重複が近傍に隣接する場合、互いに関連したより複雑な構造異常を来していることなど、これまで知られていな
いメカニズムが明らかになった。そして切断点にはレトロトランスポゾン由来に反復配列がしばしば関係してい
ることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The principal investigator has so far conducted genome copy number analysis 
of thousands of patients in order to clarify the causes of unknown neurodevelopmental disorders. As 
a result, we have reported many valuable chromosomal abnormalities that may lead to the 
identification of disease-causing genes. Since there are complex chromosomal structural 
abnormalities that cannot be explained by the mechanisms known so far, we conducted research to 
elucidate these mechanisms. Consequently, a previously unknown mechanism was revealed, such as that 
when deletions or duplications are adjacent to each other, they result in more complex structural 
abnormalities that are related to each other. They also found that the breakpoints are often 
associated with repeat sequences derived from retrotransposons.

研究分野：臨床遺伝学

キーワード： 染色体構造異常　long-read sequencer　全ゲノム解析　染色体サブテロメア　INV-DUP-DEL　DUP-TRP/I
NV-DUP
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研究成果の学術的意義や社会的意義
染色体構造異常は先天性疾患、未診断難病の原因になるだけではなく、反復流産や不育症の原因にも関係してい
る。染色体構造異常の発生メカニズムを明らかにすることはヒトを含む生物における染色体の安定やゲノム修復
機構を理解することであり、将来的な疾患の予防や治療のための研究にとって欠かせない基本的な知見となる。
本研究の成果がその１つとなることと考える。

※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 
 
研究代表者はこれまで一貫して小児の精神運動発達遅滞の原因を究明するための研究に従事
してきた。そして、マイクロアレイを用いた網羅的なゲノムコピー数解析の手法を導入してこれ
までに多くの染色体異常を明らかにしてきたが、そのほとんどは染色体中間部において、染色体
断片のコピー数が１コピーloss する deletion (DEL)、あるいは１コピーgain する duplication 
(DUP)であった。一方、染色体断片のコピー数が２コピー以上 gain する triplication (TRP)も
時に認められる。ところが TRP 時の染色体切断端の構造は非常に複雑で、複数の切断端からなる
ことが多く、そのうち TRP が DUP の領域に挟まれた DUP-TRP-DUP のパターンは MECP2 遺伝子領
域などで報告がある。DUP-TRP-DUP パターンにおける TRP 領域は inverted (INV)していること
が多く、研究代表者が関わったケースにおいても、先天性大脳白質形成不全の原因遺伝子である
PLP1 遺伝子領域が INV-TRP していることを世界で初めて明らかにした①。 
このケースは、microarray-based comparative genomic hybridization (aCGH)によって明ら
かになった切断点に primer を設定し、long PCR を行うことによって融合点を明らかにすること
ができた数少ない成功例であった。実際には切断点にはレトロトランスポゾン等による繰り返
し配列が存在することが多く、PCR では融合点を確認することができないケースが多いのが現状
である。そのため、複雑な染色体構造異常のメカニズムを同定するには技術的な breakthrough
を必要とした。 
他施設からの報告では、いわゆる第 1 世代の次世代シーケンサー(next-generation 
sequencer; NGS)を用いて discordant read の情報を辿ることで染色体の切断端を明らかにでき
たとするものがあった②。ただ、第 1 世代の NGS は 125-bp 程度の短い DNA 断片の配列(short-
read)を、超大量に解析するシステムである。このシステムでは、信頼性を高めるために short-
read の情報を十分な read depth をもって収集することによって、ユニークなゲノム配列領域に
おける一塩基置換の検出に最も威力を発揮する。しかしながら、125-bp 以上繰り返し配列が続
く領域の解析には不向きである。 
それに対して、この behind を克服することができる新たな技術的な breakthrough がいわゆ
る第２世代の NGS となる long-read sequencer であった。特に Oxford Nanopore 社による
nanopore シーケンスでは 30-kb もの長い塩基配列情報を得ることができる。nanopore シーケン
スの弱点として読み取りエラー率が高いことが挙げられるが、染色体構造異常を解析する目的
においては、read の mapping 効率に影響するほどではなく、何よりも 1つの長い read が得られ
れば、染色体の切断・融合を一気に解析することができるため、大きな advantage となる。研究
代表者はこの技術をいち早く取り入れ、複雑な染色体構造異常のメカニズムを解明できること
を示することができた。 
具体的には過去に報告のない DUP の両端が TRP を示す(TRP-DUP-TRP)非常に稀なケース２例に
ついて long-read sequence を行い、たった２か所の融合点で構成されていることを世界で初め
て明らかにすることができた③。このうちの 1例では、切断・融合点に共通の配列が loop 形成
をなして挿入されていた。この配列は LINE (L1MB7)に由来しており、染色体上を移動するレト
ロトランスポゾンが誘導した可能性が強く示唆された。DUP-INV/TRP-dup においても反復配列が
関わっていたことから、反復配列の存在そのものがこのような複雑な構造異常を惹起している
のではないかと考えた。 
 
２．研究の目的 
 
本研究においては、レトロトランスポゾン由来の反復配列が複雑な染色体構造異常を来した
可能性を追求するため、複雑な染色体構造異常の切断・融合点を long-read sequence によって
同定することとした。これによって染色体構造異常全体の構造を確定させ、過去に存在が知られ
ていない新たなメカニズムを明らかにすることを目的とした。 
本研究では研究代表者がこれまでにゲノムコピー数を解析してきた症例のうち、発生メカニ
ズムが説明つかない複雑な構造異常を示す症例を研究対象として利用した。 
 
３．研究の方法 
 
(1)全ゲノムシーケンスによる切断点の同定 
先行研究で複雑な構造異常がすでに同定されている患者のうち、本研究の主旨に賛同し、患者
あるいはその家族から同意が得られた患者由来細胞を研究対象試料とし、患者由来リンパ球に
EB ウイルスを感染させ、芽球化細胞系を樹立させ、断片化されていないゲノム DNA を抽出する
ため、カラム法ではなく、ビーズ吸着法を用いて長鎖 DNA を抽出し、Nanopore-sequence (Oxford 
Nanopore Technologies)を用いて全ゲノムシーケンスを行った。得られたfastq・BAMなどのfile
を用いて IGV および Ribbon を用いて切断・融合点を可視化・同定した。 



 
(2)染色体構成の確認 
患者由来細胞から metaphase 標本を作製し、全ゲノムシーケンスで同定された inversion 等
の構造を FISH で確認した。そして患者 DNA を用いて droplet-digital PCR でコピー数の再確認
を行った。 
 
(3)Sanger 法による塩基配列の決定 
上記の方法により同定された切断・融合点近傍に primer を設計して融合点の塩基配列を決定
し、microhomology の有無などを検証した。 
 
４．研究成果 
 
同じ染色体腕内に２つ以上の欠失や欠失と重複が連続する症例が複数例あり、解析したとこ
ろ、それら近傍の２つの異常はそれぞれ独立して形成されているのではなく、お互いに複雑な構
造異常を形成していることを明らかにした。これらは chromothripsis というメカニズムによっ
て説明することができたが、切断点に由来不明の塩基配列が挿入されている場合もあり、そのよ
うな場合は alternative nonhomologous end-joining が関わっていると考えられた。この結果
から、複数の染色体欠失や重複が連続する場合、より複雑な構造異常が生じていることが示唆さ
れた④。 
一方、染色体テロメア領域にいて時に観察される INV-DUP-DEL では末端に別の小さな染色体
断片が付着しているパターンが存在している場合があることを発見した。このような所見はこ
れまで知られておらず、INV-DUP-DEL の発生メカニズムを考える上で示唆に富む⑤。 
そして３重複を伴う DUP-TRP/INV-DUP の解析にも取り組んだが、一般的に相同性の高い染色
体領域が逆向きに存在する場合に誘発されやすい DUP-TRP/INV-DUP には、離れた場所での切断
が関係する非典型例が存在することを明らかにした(manuscript preparing)。 
このように、複雑な染色体構造異常にはさらに多様性が存在することが明らかになったこと
から、さらに研究を進める必要があると考える。 
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