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研究成果の概要（和文）：本研究は血族婚のあるパーキンソン病4家系においてゲノムワイド連鎖解析とエクソーム解
析により25個の候補原因遺伝子変異を同定した。健常者100人において候補遺伝子変異と同じ変異は見られず、単なる
遺伝子多型である可能性は低いと考えられる。続いて500例の家族性パーキンソン病において25個の候補原因遺伝子変
異解析を実施した。しかし、変異は認められず本研究において原因遺伝子同定の結論には至らなかった。今後、解析対
象を増やし引き続き変異スクリーニングを行う必要がある。

研究成果の概要（英文）：This study identified 25 candidate variants for Parkinson’s disease by 
Genome-wide linkage analysis and whole-exome sequencing in four consanguineous families with Parkinson’s 
disease (FPD). We did not find any of the twenty-five candidate variants in 100 normal Japanese controls. 
Then, I performed mutation analysis of the 25 candidate variants on 500 patients with FPD. However, we 
did not detect any mutations. I still cannot conclude whether those 25 variants are the causative 
mutations for FPD. Therefore, we need further investigations to identify the genes responsible for FPD.

研究分野：分子遺伝学

キーワード： 家族性パーキンソン病
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１．研究開始当初の背景 
日本でパーキンソン病(PD)はアルツハイマ
ー病に次いで２番目に頻度の高い神経変性
疾患である。パーキンソン病は主に中脳黒質
緻密部ドーパミン神経細胞が選択的に変
性・脱落することによって、振戦、固縮、無
動症、姿勢反射障害などの四大臨床症候を呈
する。その原因は不明で、根本的治療法も確
立されていない。PD の多くは孤発性（SPD）
であるが、その 5−10％に家族内発症者を認め
る遺伝性パーキンソン病（FPD）が存在する。
こ れ ま で FPD の 原 因 遺 伝 子 と し て
α-synuclein、parkin、UCH-L1、DJ-1、PINK1、
LRRK2、ATP13A2、GIGYF2、PLA2G6 などが同定・
単離されている。これらの遺伝子機能解析が
SPD の発症機序解明の有力な手掛かりとなっ
ている。そのため FPD の新規原因遺伝子同定
は、分子レベルから PD の全貌を理解する一
助となり、PDの新しい治療法の開発に繋げら
れる可能性が現実味を帯びてくるため、極め
て意義深いものといえる。 
これまで、研究代表者は約 2000 例の PD につ
いて既知の原因遺伝子の解析を行った。若年
性劣性遺伝性 PD の約 50%で parkin 変異、約
5%で PINK1 変異を認める一方、原因遺伝子不
明の症例も数多く存在することが分かった。
これらの家系に未知の原因遺伝子が隠れて
いると予想される。しかし、これらの家系は
ほとんどが小さな家系であるため、連鎖解析
を行うためにはマイクロサテライトマーカ
ーより高密度のマーカーを用いることが必
需である。近年マイクロアレイ技術の進歩に
よりゲノムワイド SNPs タイピングが短期間
で出来ることにより、高密度の SNPs を用い
た連鎖解析が容易にできるようになり、遺伝
性疾患の原因遺伝子座が次々と同定される
ようになった。このような背景の中、研究代
表者は既知の原因遺伝子変異を認めない PD
症例群から同胞発症者が2人以上存在し且つ
血族婚のある 14 家系（22 症例）を選出し、
アフィメトリクス社の SNP Array 6.0 を用い
て 5000 塩基間隔の高密度なゲノムワイド 90
万の SNPs タイピングを行った。SNPs 多型情
報を用いてオート接合性マッピングを行っ
た結果、4 家系において 1 番染色体に共通の
オート接合性領域を見出した。 

さらに発症者が一人のみの 36 家系について
マイクロサテライトマーカーを用いてオー
ト接合性領域のハプロタイプ解析を実施し
同領域にリンクしている新たな2家系を見出
した。 

このうち 2 家系を対象に SureSelect™を用い
てターゲット・エンリッチメントの実施によ
り候補領域のコーディング領域のみを精製
し、次世代シークエンサーにより塩基配列解
析を行った結果、7 箇所の 1 塩基置換 1 箇所
の 1塩基挿入を同定した。 
 
２．研究の目的 
(1)解析対象を４家系に増加し、次世代シー
クエンサーを用いてエクソーム解析により
候補遺伝子を網羅的に解析し、全コーディン
グエクソン配列を明らかにする。 
(2)ミスセンス変異、ナンセンス変異、欠失
変異などアミノ酸レベルでの変異種類を確
定する。 
(3)変異解析データをサンガー法で再現性を
確認する。 
(4)病的変異候補について、健常者に同じ変
異の有無を確認する。 
(5)3000 例のパーキンソン病 DNA バンクから
解析対象を絞り込み変異解析を行う。同時に
新たな家系を発掘する。 
最終的に家族性パーキンソン病の新規原因
遺伝子を同定することを目的とする。 
 
３．研究の方法 

SureSelect ™
を用いて候補
領域内のコー
ディング領域
のみを精製し、
次世代シーク
エンサーを用
いて候補遺伝
子変異解析を

行った。次に、病的変異候補についてサンガ
ー法に基づく従来のキャピラリによる直接
シーケンスを用いて再現性を確認した。病的
変異と推定されるものについて、健常者に同
じ変異がないことを確認し、500 例の PDを対
象に変異解析を行った。 
 
(1) 新たな４家系についてエクソーム解析
を実施した。 
アジレント社のSureSelectXT Human All Exon 
v4 Kit(アジレント/テクノロジー社)を用い



て標的領域のみを濃縮・精製した。
SureSelect™は DNA マイクロアレイから作成
される５万種類の 120mer RNA ベイト（ビオ
チン化超長鎖 RNA オリゴライブラリ）を用い
て溶液中での高効率なハイブリッド選択を
実現し、ターゲット領域を高効率に濃縮する
ことにより、次世代シーケンシングの効率と
コストを劇的に改善する新しいゲノム濃縮
技術である。 
 
(2)次世代シークエンサーを用いて全ゲノム
エクソン領域の塩基配列を取得した。 
HiSeq 2000（イルミナ社）次世代シーケンス
テクノロジーは、まずランダムに断片化され
たゲノム DNA を回路に付着し増幅させる。次
に取り外し可能な蛍光を持つ可逆化ターミ
ネーターを用いたSequence-by-Synthesis法
を採用し、同時に 30 億のテンプレート DNA
塩基配列の読み取りを行う。このアプローチ
により、従来法では数年かかる変異解析が数
カ月で終わる。 
 
(3) 得られた塩基配列は Burrows-Wheeler 
Aligner(BWA) を用い、ヒトゲノム配列
(hg19,GRCh37)にマッピングした。Picard 
MarkDuplicates により PCR Duplicates と思
われる塩基配列を除去し、SAMtools を用いて
変異候補（一塩基変異、短い挿入欠失配列）
を検出しヒトゲノムデータベースとのホモ
ログ解析によりミスセンス変異、ナンセンス
変異、フレームシフト変異など塩基レベルと
アミノ酸レベルでの種類を明らかにした。 
 
(4)サンガー法に基づくキャピラリシークエ
ンサーにより変異の再現性を確認した。ナン
センス変異、ミスセンス変異の順に再現性を
確認確認し、Multiple Sequence Alignment
解析を行い、種を超えて保存されている遺伝
子変異を優先的に次の解析を行った。シーク
エンス解析は BigDye Terminator v3.1 Cycle 
Sequencing Kit(Applide Biosystems) 及び
3130 Genetic Analyzer を用いて塩基配列を
決定した。 
 
(5)日本人健常者 100 人における候補変異の
有無を確認した。再現性が取れた変異候補が
病的変異であるかを確認するためにはまず
多数の健常者においても解析を行い、それが
単なる遺伝子多型であることを排除する必
要がある。 
 
(6)3000 例のパーキンソン病 DNA バンクから
臨床症状および遺伝形式から解析対象を 500
例に絞り込み、順次変異解析を行った。 
(7)新たな家系の発掘：研究代表者所属施設
に集められたパーキンソン病 DNA 検体から、
臨床症状および既知原因遺伝子変異の有無
確認し、候補となる家系を発掘した。 
 
４．研究成果 

(1)アジレント社のSureSelectを用いて全エ
クソーム領域のみを濃縮し、イルミナ社の
HiSeq2000 を用いてエクソーム解析を行った
結果、候補領域の約 95％の塩基配列情報を取
得できた。 
 
(2)SAMtools を用いて変異候補を検出し、ヒ
トゲノムデータベースと比較し①オート接
合性領域に位置する、②dbSNP データベース
に登録されず、③エクソン及びスプライス部
位に存在する、④ホモ接合体変異である、な
どの条件で候補遺伝子変異の絞り込みを行
った。結果、家系 1から 4種類（ミスセンス：
3種類、フレームシフト：1種類）、家系 2か
ら 8 種類（ミスセンス：7 種類、フレームシ
フト：1 種類）、家系 3 から 10 種類（ミスセ
ンス：6 種類、フレームシフト：2 種類、イ
ンフレーム：1種類、リードスルー：1種類）、
家系 4 から 3 種類（ミスセンス：1 種類、フ
レームシフト：1 種類、インフレーム：1 種
類）、合計 25種類の候補遺伝子変異が同定さ
れた。 
SAMtools により検出された変異候補数 

家系 1から同定された候補遺伝子変異 

家系 2から同定された候補遺伝子変異 

家系 3から同定された候補遺伝子変異 

家系 4から同定された候補遺伝子変異 

 
(3)健常者 100 人において候補遺伝子変異と
同じ変異は見られず、単なる遺伝子多型であ
る可能性は低いと考えられた。 
(4)候補遺伝子変異についてパーキンソン病
500 例について変異解析を実施した。しかし
新たに変異を認める家系は見出せず原因遺
伝子同定までは至らなかった。今後、解析対
象をさらに増やし候補遺伝子変異の検証を
行い、原因遺伝子の単離を目指す。 



本研究は5000塩基間隔の高密度な90万SNPs
を用いてゲノムワイド連鎖解析を行うこと
により、原因遺伝子座を見逃す確率を最低限
に抑えることができた。さらにターゲット・
エンリッチメント技術と次世代シークエン
サーの組み合わせにより候補遺伝子解析が
従来の解析方法より約十倍速く、且つコスト
は従来の 1/10 に抑えることが出来た。原因
遺 伝 子 単 離 ま で は 至 ら な か っ た が
Genome-Wide SNP array を用いてのオート接
合性マッピングは血族婚のある家系につい
て連鎖解析の有力な手段と考えられる。 
また、変異スクリーニングを実施中に既知の
原因遺伝子変異を認めない優性遺伝性パー
キンソン病の 1大家系を見出した。同家系か
ら所属研究グループによって新規パーキン
ソン病原因遺伝子として CHCHD2 が発見され
た。 
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