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研究成果の概要（和文）：神経疾患の原因としては、一塩基多型や小さな挿入・欠失変異のみならず、構造変異
やリピート伸長変異といった変異が原因となることがある。現在中心的に行われているshort readのシーケンス
では、構造変異などの変異を十分には検出することができず、またエクソーム解析では非翻訳領域やイントロン
の変異を検出することができない。本研究では、短鎖シーケンサーによる全ゲノム配列解析に加えて、長鎖シー
ケンサーによる全ゲノム配列解析を施行した。短鎖シーケンサーでは解析しきれない変異が長鎖シーケンサーで
検出できた例もあり、本方法は今後神経疾患の原因究明のために有用であると考える。

研究成果の概要（英文）：Several kinds of mutations including rearrangements and repeat expansions as
 well as single nucleotide variants and short insertion/deletions cause neurodegenerative and 
neuromuscular disorders. Usual exome sequencing, however, overlook some of the mutations. To 
overcome this, I performed whole genome sequencing using a short read sequencer and a long read 
sequencer. Some of the mutations can only be delineated by the long read sequencer, indicating the 
importance of long read sequencing. This strategy will help us to understand the molecular mechanism
 of neurodegenerative disorders.

研究分野：神経遺伝学、神経内科学
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１．研究開始当初の背景 
 神経筋疾患においては、通常の一塩基置換
や、小さい挿入・欠失変異に加えて、リピー
ト伸長変異が認められることがある。古くは
ハンチントン病、球脊髄性筋萎縮症、脊髄小
脳変性症といった CAG リピート伸長による
ポリグルタミン病の発見の例もあるが、近年
では前頭側頭型認知症・筋萎縮性側索硬化症
（ C9orf72-linked frontotemporal 
dementia/amyotrophic lateral sclerosis）に
おける GGGGCCリピート伸長変異、脊髄小
脳変性症 31 型・36 型（spinocerebellar 
ataxias type 31 and 36）における TGGAA・
GGCCTG のリピート伸長変異の発見などか
ら、非翻訳領域のリピート伸長変異に脚光が
当たっている。しかしながら、次世代シーケ
ンサーによって飛躍的に塩基配列解析の効
率が良くなったとしても、未だに高価であり、
従来はエクソーム解析やターゲット解析と
言った方法が行われることが多かった。例え
ば、エクソーム解析はエクソン領域を選択的
に濃縮して解析を行う方法であるが、非翻訳
領域を解析することができない。またそもそ
も、Illumina社の次世代シーケンサーのよう
に、短い配列を大量に解読する short read 
sequencer では、長いリピート伸長変異を検
出することが非常に困難であった。こういっ
た難点から、リピート伸長変異などを網羅的
に解析できる方法はなかった。 
以上のように、ヒトゲノム中には、リピー
ト伸長変異をはじめとした難読領域が残さ
れており、神経筋疾患の原因をさらに明らか
にするためには、そのような難読領域をもき
ちんと解析できる方法の確立が必要と考え
られる。 
今回の研究は、難読領域を含めて解析を可
能にする全ゲノム解析方法を確立すること
を目標としている。具体的には、PCR-free
の ラ イ ブ ラ リ を 調 整 し 、 short read 
sequencer を用いて全ゲノム配列解析を行う
と共に、long read sequencingを組み合わせ
て網羅的な全ゲノム配列解析を行うことを
通して、神経筋疾患の病態解明を進めること
を目指すものである。 
 
２．研究の目的 
 Short read による全ゲノム配列解析と、
long read による全ゲノム配列解析を組み合
わせることで、包括的な全ゲノム配列解析を
行う。 
 また、疾患の遺伝子座を同定するために、
ハプロタイプ解析を精緻化することを目的
とする。具体的には、本邦に多い疾患につい
ては、共通祖先由来の共通ハプロタイプを有
することが多いので、全ゲノム SNP データ
から共通ハプロタイプを見つけ出すプログ
ラムを作成する。 
 
３．研究の方法 
1 マイクログラムの genomic DNA から、

TruSeq DNA PCR-Free Sample Prep Kit 
(Illumina)を用いて PCR を用いずサンプル
調整を行う。HiSeq2500 (Illumina)を用いて、
Rapid modeの 150塩基ペアエンド法を用い
て全ゲノム配列解析を行う。2 枚のフローセ
ルによる解析を行うことによって、約
40X-50X のカバレッジとなることを想定し
た。 
ショートリードデータについては、BWA 

(Li and Durbin. Bioinformatics 2009)を用
いて参照配列 hg19 に alignment を行う。
SAMtools を用いて一塩基置換、小欠失・挿
入変異の同定を行う。リピート伸長変異につ
いても TRhist (Doi et al. Bioinformatics 
2014)等を用いて検出を行う。適宜自作スク
リプトも作成して解析を行う。 
一方、long read sequencer としては、

PacBio RSIIを用いた。約 100マイクログラ
ムの genomic DNAを準備した。 
Pacific Biosciences社の PacBio Template 

Prep Kitを用い、Guidelines for preparing 
20 kb SMRTbell templatesに従い、ライブ
ラリを作成する。具体的には、g-TUBE for 
DNA Shearing (Covaris)を用いて genomic 
DNA の断片化を行った後、AMPure ビーズ
を用いて純化する。次に、ExoVII、DNA 
Damage Repair mix、End Repair Mixを用
いて末端修復を行ったのち、Blunt end 
ligationでSMRTbell templatesを作成する。
Sequencing primer をアニリングさせた後、
PacBio RS IIで塩基配列解析を行う。得られ
た long read sequeceについては、blasrを用
いて、参照配列（hg19）に alignment を行
う。データについては、Integrative Genomic 
Viewer 
(http://software.broadinstitute.org/softwar
e/igv/)を用いて分析を行った。 
本邦に多い疾患については、共通祖先由来
の共通ハプロタイプを有することが多いた
め（Ishiura et al. Am J Hum Genet 2012, 
Ishiura et al. Arch Neurol 2012, Taira et al. 
Neurogenetics 2012, Mano KK et al. 
Neurol Genet 2016）、SNPタイピングデー
タを用いて、共通するハプロタイプを検出す
ることができれば、それを元に疾患の遺伝子
座を同定することができるのではないかと
考 え た 。 具 体 的 に は 、 Affymetrix 
Genome-Wide Human SNP array 6.0を用
いて、指定通りの方法で約 90万個の SNPに
ついてのデータを取得した。Genotype につ
いては、Genotyping Consoleを用いて解析・
抽出を行った。得られたgenotypeについて、
Homozygosity Haplotype法（Miyazawa et 
al. Am J Hum Genet 2007）を用いてハプロ
タイプを構築し、全ゲノムから共通ハプロタ
イプと考えられる領域を検出できるプログ
ラムを作成した。既に共通ハプロタイプを持
つということが判明している家系  (Mano 
KK et al. Neurol Genet 2016)の SNPタイピ
ングデータを用いて検証を行った。 



４．研究成果 
 神経変性疾患に罹患した 1 例（#9481）に
ついて、Illumina HiSeq2500 を用いて、Rapid 
mode 150bpペアエンド法を用いて全ゲノム配
列解析を行った。ライブラリは従来の PCR を
用いる方法ではなく、PCR-free の方法を用い
た。2 スライドで解析することにより、
1,143,820,844 reads を得た。参照配列には
1,070,344,152 reads(93.6%)がマップされ、
そのうちユニークにマップされたものが
975,343,052 read(85.3%)であった。ユニー
クにマップされたものだけを検討しても、平
均カバレッジは 47.3X（図 1）となり、5X 以
上のカバレッジとなる領域が 99.91%、10X 以
上のカバレッジとなる領域が 99.79%となり、
20X 以上と良好にカバーされる領域に限って
も 98.78%（図 2）と、非常に良好なデータを
得ることができた。 
 
 
図 1：short read sequencer によるカバレッ
ジの分布 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図 2：カバーされた参照配列上の領域の割合 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 今回は PCR-free のライブラリ調整をおこ
なったが、これにより、例えば GC content
が 0%や 100%となるような read をも検出する
ことができるようになった。Illumina 社のシ
ーケンサーでは、元々GC content によりシー
ケンス効率が変化し、特に 0%や 100%となる
極端な配列の解読効率が落ちることが指摘
されており、またライブラリ調整の際に PCR
を行うことによりこれが顕著になることが
指摘されてきたが、PCR free でライブラリ調
整を行うことで、より均一なデータをとるこ
とができることが判明した。 

 同一サンプルについては、PacBio RSII を
用いて、全ゲノム配列解析を行った。サンプ
ル調整を行った上で、P6C4 chemistry を用い
て 6 回に分けてシーケンスを行った。結果、
約20Xのカバレッジとなるデータを得ること
ができた。 
 PacBio RSII を用いることで、例えば short 
read sequence から構造変異が疑われながら
もその構造が明らかではなかったような部
分について、全長を読み通すことが可能にな
り、long read により解析精度を向上させる
ことに成功した。 
 共通ハプロタイプを検出するプログラム
については、例として PRNP P105L 変異を持
つ家系を用いて解析を行った（Mano KK et al. 
Neurol Genet 2016）。既に、PRNP 遺伝子周囲
のハプロタイプが3家系で共通していること
が示されている。作成したプログラムで、3
家系で共通したハプロタイプを持つ領域を
検出したところ、PRNP 遺伝子座を含んでいた。
このことより、本プログラムは、ある一定以
上の長さを持つハプロタイプを検出するた
めに有用であると考えられた。しかしながら、
#9481 を含む類似疾患を用いたハプロタイプ
解析では、共通ハプロタイプの検出をするこ
とができなかった。類似の症状を呈する発症
者 17 名と、対照者 198 名のゲノムワイド関
連解析も施行したが、低い p値を示す SNP を
見いだすことができなかった。これらのこと
は、遺伝学的異質性（異なった原因遺伝子、
もしくは同一遺伝子上の異なった遺伝子変
異）を示唆する結果と考え、今後は家系調査
を進め、候補領域を同定するためには、連鎖
解析を行っていく方が有用と考えられた。候
補領域を狭めることができれば、本研究で全
ゲノム配列データを既に得られているため、
速やかに原因遺伝子の同定につながるもの
と考える。 
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