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研究成果の概要（和文）：液相ハイブリダイゼーションによってエキソン部のDNA配列の濃縮

法の開発とそれを応用した次世代型シーケンサーによる疾患原因遺伝子の単離を目的とした。

歌舞伎症候群，中條-西村症候群，UV感受性症候群相補グループA（UVsS-A）の原因遺伝子を

単離することが出来た。 
 
研究成果の概要（英文）：We aimed to develop the method to enrich the exon capture and to 
identify the disease gene applying the capture method to next generation sequencer. We 
identified the genes for Kabuki syndrome, Nakajyo-Nishimua syndrome and UV sensitive 
syndrome complementation group A. 
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2011 年度 4,000,000 1,200,000 5,200,000 
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研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：基礎医学・人類遺伝学 
キーワード：ゲノム医科学 
 
１．研究開始当初の背景 
 本研究申請時である 2008 年後半には，ゲ
ノム研究は関連解析法を中心にしたいわゆ
る“ありふれた病気（common disease）”の
感受性遺伝子，感受性 SNPの同定が推進され
ていた。このようなありふれた病気の解析は，
ビッグサイエンスであり大量の解析対象試
料と遺伝子型決定のための大規模機器が必
要であった。これらの状況を考慮すると，個
人で進められる規模の研究では“ありふれた
病気”研究に大きく貢献できる結果を得るこ
とは困難であると考えていた。 
 2008年後半には研究代表者である私は，次
世代シーケンサーの発展とともに遺伝要因
の関与が大きい単一遺伝子疾患群の解明が

個人研究者として推進出来ると考えた。理由
は，次世代シーケンサーの発展により塩基配
列決定が研究推進のための律速段階でなく
なるのであれば，解析対象は単一遺伝子病を
対象と考え，数例の患者試料によって原因遺
伝子が単離出来ると考えたからである。 
 
２．研究の目的 
 （１）疾患遺伝子座のマッピング （２）
シーケンスキャプチャー法の改良 （３）新
規疾患原遺伝子の単離 を研究目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）疾患遺伝子座のマッピング 
 関連解析でも用いられていた DNAマイクロ
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アレイ法によって個人の遺伝子型決定を行
い，定法である連鎖解析法を基本と考えた。
使用機器は長崎大学グローバル COEの共有機
器として所有している GeneChip マイクロア
レイシステム（Affymetrix 社）を使用した。
ただし，常染色体優性遺伝の家系例，X 連鎖
性疾患等は既に多くの疾患で行われており，
自らが所有する疾患群の中には，古典的家系
解析を応用できる例は限られていた。そこで，
次世代シーケンサーを使用した遺伝子単離
を念頭におき常染色体劣性遺伝を仮定でき
るような疾患を主な対象とした。常染色体劣
性遺伝形式の場合には，GeneChip マイクロア
レイシステムで遺伝子型決定を行った時点
で，個人の連続するホモ接合領域を描出出来
るので，各個人において疾患遺伝子座候補領
域が選定できる。また，同一疾患患者が複数
例集まり，且つ同一遺伝子座であれば，複数
例に共通する領域を選定することで候補遺
伝子座を同定することが可能である。 
 
（２）シーケンスキャプチャー法の改良 
 当初は，DNAマイクロアレイ法に用いる技
術を応用して基板上でのハイブリダイゼー
ション後が実用化されていた。基板上にエク
ソン部の塩基配列を持った DNAまたは RNAを
合成し，リンカープライマーを付加した患者
ゲノム DNA断片をハイブリダイゼーションさ
せハイブリダイセーション出来た DNA断片を
回収する方法であった。 
 本研究では，末端を biotin あるいは活性
アミノ基等でラベルしたエクソン部の塩基
配列を合成しそれを nanoparticle magnet 
beads に結合させ baitオリゴとして使用し
ようと考えた。この場合の利点は，リンカー
プライマーを付加した患者ゲノム DNA断片と
自ら準備したエクソン部の塩基配列のハイ
ブリダイゼーションを液相中で行うことが
可能で，ハイブリダイゼーション効率の向上
およびエクソン部分の濃縮率の向上を目指
した。 
 
（３）新規疾患原遺伝子の単離 
 新規遺伝子単離は，当初の時点で所有して
いた「筋萎縮性側索硬化症（ALS: Amyotropic 
Lateral Sclerosis）」，「軟口蓋裂」，「脳動脈
瘤奇形（AVM: Arterio-Venus Malformation）」，
「中條−西村症候群（NNS: Nakajyo-Nishimura 
syndrome）」「統合失調症」を対象疾患として
申請した。ALSは長崎県内の限られた地域で
6 名の発症が見られ創始者効果を示唆してお
り，常染色体劣性遺伝と仮定した。NNS は，
大阪南部地域〜和歌山でみられる地域発症
性の疾患でこれも創始者効果が疑われ常染
色体劣性遺伝と仮定した。軟口蓋裂および
AVMは常染色体優性疾患家系例であり，当教
室において疾患遺伝子座確定を連鎖解析法

によって行う予定とした。統合失調症は，遺
伝形式は全く不明であり遺伝性の単一遺伝
子病かどうかも不明であるが，長崎県内で親
が従兄弟婚である患者 9名を収集し，常染色
体劣性遺伝を仮定しマッピングおよび遺伝
子単離を目指した。 
 
４．研究成果 
 初年度から遺伝子座マッピングとシーケ
ンスキャプチャー法の改良をおこなった。シ
ーケンスキャプチャー法については，研究開
始時点では，液相ハイブリダイゼーション法
はまだ実用化されていなかったが，初年度の
後 半 に 商 業 ベ ー ス で Agilent 社 か ら
SureSelect シリーズとして販売されるよう
になった。SureSelect は Bait のオリゴヌク
レオチドを Biotin 化して合成してハイブリ
ダイゼーションに用い，患者 DNA断片の回収
に Avidinを付加した magnet beadsで回収す
る方法であった。基本コンセプトは，当初設
定したシーケンスキャプチャー法改良とほ
とんど同一であり，この時点で方法論の改良
は行わず，マッピングと遺伝子単離について
研究を推進した。 
 マッピングについては，軟口蓋裂について
2p24.2-p24.1 or 2p21-p12.のいずれかに遺伝子
座が存在することを報告した（Tsuda et al., J 
Hum Genet, 2009）。同様に AVM の原因遺伝子
座が 5p13-q14, 15q11-q13 or 18p11 に存在する
ことを報告した（Oikawa et al., Eur J Med 
Genet, 2010）。 
 ALS については，患者 5 名を対象に
Genome-Wide Human SNP array 5.0 を用いて
遺伝子型を決定したが明確なホモ接合領域
で共通の部分は見つけることが出来なかっ
た。そのため，Agilent のエクソンキャプチャ
ーキットを使用しエキソン部分の患者 DNA
を濃縮し，次世代シーケンサーGAIIx（外部
委託した）によって exome 解析を行ったが，
疾患原因遺伝子の特定には至っていない。 
 統合失調症については，患者 9 名を対象に
Genome-Wide Human SNP array 5.0 を用いて
遺伝子型を決定した。全員が両親が血族婚で
あることからいわゆるホモ接合マッピング
を行い多くの患者が共通にもつ連続ホモ接
合領域を選択することによって統合失調症
の 遺 伝 子 座 候 補 領 域 と し て 報 告 し た
（Kurotaki et al., PLoS One, 2011）。本領域につ
いては，今後候補領域について患者ゲノム
DNA の濃縮から次世代シーケンサーを使用
した変異解析を行う予定である。 
 中條-西村症候群は Genome-Wide Human 
SNP array 5.0 を用いたホモ接合マッピング
により，6p23 の HLA 領域に候補領域を特定
することが出来，キャピラリーシーケンサー
による各遺伝子，各エクソンごとの塩基配列
決定によって PSMB8 が原因であることを報



告した（Arima et al., PNAS, 2011）。 
 研究申請時には記入していなかったが，研
究進展とともに長崎大学助教の荻朋男助教
とUV感受性症候群相補グループA（UVsS-A）
の原因遺伝子単離を開始した。本疾患は，常
染色体劣性遺伝が疑われ，exome解析法の開
発有用性を試すのに非常に良い例であると
考えられた。上記ALSとともにAgilentのエク
ソンキャプチャーキットを使用しエキソン
部分の患者DNAを濃縮し，次世代シーケンサ
ーGAIIx（外部委託した）によってexome解析
を行い原因遺伝子を特定することが出来た
（Nakazawa et al., Nature Genetics, in press, 
2012.） 
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and The American Society of Human Genetics, 
61st Annual Meeting, Montoreal, Canada, 
October 11-15, 2011 
  口演２件 
 
第34回日本分子生物学会年会 2011年12月13
日（火）～16日（金），パシフィコ横浜，横浜． 
  口演１件 
 
 
第 56 回日本人類遺伝学会 2011 年 11 月 9 日
（水）〜12 日（土），幕張メッセ，千葉 

  口演５件，ポスター３件 
 
 
第 18 回出生前診断研究会 2011 年 10 月 1 日
（土），佐賀大学医学部臨床大講堂，佐賀 
  口演１件 
 
第7回広島大学・長崎大学連携研究事業カンフ
ァランス –放射線災害医療の国際教育拠点確
立に向けた機関連携事業- 2011年6月4日
（土），場所：広島大学霞キャンパス，広島 
  口演１件 
 
2010/10/10-14 20th ISUOG World Congress: 
(Prague, Czech Republic) 
  ポスター１件 

 
The American Society of Human Genetics, 59th 
Annual Meeting. Washigton D.C., Baltimore, 
November 2-6, 2010 
  口演２件 
 
第33回日本分子生物学会年会・第83回日本生
化学会大会 合同大会 2010年12月7日（火）～
10日（金），神戸ポートアイランド，神戸． 
  ポスター４件 
 
The 35th Annual Meeting of the Japanese Society 
for Investigative Dermatology, 2010/12/3-5, 
Wakayama Prefectural Cultural Hall（和歌山県
民文化会館） 
 
  口演１件，ポスター１件 
 
第 55 回日本人類遺伝学会 2010 年 10 月 27 日
（水）〜30 日（土），大宮ソニックシティー，
大宮 
 特別講演 1 件，口演７件，ポスター５件 
 
第６回広島大学・長崎大学連携研究事業カン
ファランス –放射線災害医療の国際教育拠点
確立に向けた機関連携事業- 2010年6月5日
（土），長崎大学医学部ボードインホール，
長崎 
  口演１件 
 
第48回日本婦人科腫瘍学会（つくば国際会議
場、茨城）2010年7月8-10日 
  口演１件 
 
第34回日本口蓋裂学会総会・学術集会 2010
年5月27日（木）～28日（金），北とぴあ，東
京 
  シンポジウム口演１件 
 
第 106 回 日本精神神経学会学術総会 2010
年 5 月 20 日（木）～22 日（土）広島国際会
議場, 広島 
  ポスター１件 
 
第110回日本外科学会総会 2010年4月8日
（木）～10日（土），名古屋国際会議場，名
古屋 
  ポスター１件 
 
The American Society of Human Genetics, 59th 
Annual Meeting. Honolulu, Hawaii, October 
20-27, 2009. 
  ポスター６件 
 
第 16 回日本遺伝子診療学会 2009 年 7 月 30
日（水）〜8 月 1 日（土），ホテル札幌ガーデ
ンパレス，札幌 



  ワークショップ口演１件，口演９件 
 
第 54 回日本人類遺伝学会 2009 年 9 月 23 日
（水）〜26 日（土），グランドプリンスホテ
ル高輪，東京 
  口演３件，ポスター７件 
 
〔図書〕（計１件） 
 
カラー図解  基礎から疾患までわかる遺伝学 
Eberhard Passarge 著（監訳：新川詔夫，吉浦孝一郎）

メディカル・サイエンス・インターナショナル 
 
 
〔産業財産権〕 
○出願状況（計０件） 
 
○取得状況（計０件） 
 
 
〔その他〕 
なし 
 
 
６．研究組織 
(1)研究代表者 

 吉浦 孝一郎（YOSHIURA KOICHIRO） 

 長崎大学・大学院医歯薬学総合研究科・教

授 

 研究者番号：００３０４９３１ 

 
(2)研究分担者 

 辻野 彰（TSUJINO AKIRA） 

 長崎大学病院・講師 

 研究者番号：７０４２３６３９ 

 
(3)連携研究者 

 木下 晃（KINOSHITA AKIRA） 

 長崎大学・大学院医歯薬学総合研究科・講

師 

 研究者番号：６０３７２７７８ 

 

 三嶋 博之（MISHIMA HIROYUKI） 

 長崎大学・COE研究員 

 研究者番号：１０５１３３１９ 

 

 荻 朋男（OGI TOMOO） 

 長崎大学・大学院医歯薬学総合研究科・助

教 

 研究者番号：８０５０８３１７ 

 

 有馬 和彦（ARIMA KAZUHIKO） 

 長崎大学・大学院医歯薬学総合研究科・助

教 

 研究者番号：３０４２３６３５ 

 
 

 新川 詔夫（NIIKAWA NORIO） 

 北海道医療大学・学長 
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