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研究成果の概要（和文）：知的障害/発達遅滞発症の症例に対し、患者末梢血DNAを用いたゲノム解析と尿由来細
胞を用いたRNA解析によるマルチオミクス解析を行った。ゲノム解析ではAIによるスプライシング予測プログラ
ムを利用した。マルチオミクス解析の結果、知的障害と脳形成異常を伴う症例において、イントロンにレトロト
ランスポゾンが挿入され、スプライシング異常が起きている可能性が考慮される症例を同定した。ショートリー
ドシークエンサーでは挿入の全域を明らかにすることができず、ロングリードシークエンサーを用いたゲノム解
析を行った。その結果、イントロンにおけるレトロトランスポゾン挿入が疾患原因になることを解明することが
できた。

研究成果の概要（英文）：A multi-omics analysis was performed on a case of intellectual 
disability/developmental delay using genomic analysis of the patient's peripheral blood DNA and RNA 
analysis using urine-derived cells. The genomic analysis utilized an AI-based splicing prediction 
program. The multi-omics analysis identified cases with retrotransposon insertions in introns in 
patients with intellectual disability and brain dysplasia, which could be considered as possible 
cases of splicing abnormalities. Short-read sequencing was unable to reveal the entire insertion 
area, and genomic analysis was performed using long-read sequencing. As a result, we were able to 
elucidate that retrotransposon insertions in introns are the cause of the disease.

研究分野： 臨床遺伝学

キーワード： ゲノム解析　RNA解析

  １版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
知的障害/発達遅滞発症の患者において、エクソーム解析により多くの原因遺伝子が同定されている。しかし、
半数以上の症例は原因不明であり、新たな解析手法の確立が必要である。我々の研究はAIを利用したゲノム解析
とRNA解析によるマルチオミクス解析により、新しい疾患発症原因を同定することができた。今後の遺伝学的解
析の発展に十分に貢献することができた。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
知的障害/発達遅滞は中枢神経系の機能に影響を与える様々な病態で生じ、人口の 1～3%に認め
られる。遺伝学的要因を明らかにすることは、患者管理や家族計画において、患者とその家族に
有益である。知的障害/発達遅滞の遺伝型と表現型の関連性は複雑であり、網羅的遺伝子解析が
非常に有用な解析手法であるが、エクソーム解析による知的障害/発達遅滞の原因同定率は 27%
～39%にとどまる（Anazi ら Mol Psychiatry. 2017; Bowling ら Genome Med. 2017）。近年、半
数以上の未解決症例の遺伝学的要因を明らかにするため、エクソン領域のバリアントだけでな
く、イントロンや発現調節領域のバリアント、およびゲノム構造異常の探索が試みられているが、
膨大なデータの解釈にしばしば難渋し、その解析スキームは確立されていない。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、エクソーム解析にて原因を同定できなかった知的障害/発達遅滞患者における
新しい疾患発症機序を明らかにすることで、患者管理や遺伝カウンセリングに貢献することで
ある。網羅的遺伝学的解析において、様々なインフォマティクス解析や機械学習を導入したマル
チオミクス解析を行い、膨大なバリアントのフィルタリングや解釈を行う。ゲノム解析では、極
めて多数のゲノム構造変化および非コード領域のバリアントが検出されるため、候補バリアン
トの絞り込みに多大な労力を要する。この問題を解決するため、遺伝子発現量やスプライシング
異常の観点からイントロンや転写調節領域の変異の意味づけを可能にする RNA-seq や、スプラ
イス異常を予測する複数の AI プログラムを利用し、その有用性を検討する。多彩なインフォマ
ティクス解析を利用したゲノム解析と RNA-seq とのマルチオミクス解析を行うことで、小児神
経疾患の遺伝学的解析スキームの確立を目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) 医科大学にてエクソーム解析を行った知的障害/発達遅滞の症例において、未解決の症例は
72 例であった。知的障害/発達遅滞に自閉スペクトラム症や外耳形態異常を合併している場合、
原因を同定できる可能性が高まることを見出した（Hiraide ら Clin Genet. 2021）。他に、頭部
MRI 異常や発語・独歩の遅れ、父親の年齢が原因同定と関わる臨床所見であるという報告がある
（Deciphering Developmental Disorders Study Nature. 2017）。これらを参考に 19 例を今回
の解析対象とした。 
(2) 患者 DNA を用いゲノム解析を行った。抽出されたバリアントに対し、公共データベース
（GEMJ-WGA、54KJPN、gnomAD）に登録のある頻度 0.5％以上のバリアントを除外することで、ま
れなバリアントを抽出した。 
(3) PhenoMatcher を利用し、表現型記載の国際標準である Human Phenotype Ontology（HPO）
term を入力し、OMIM に登録されている疾患原因遺伝子をスコアリング、症状と関連が高い順に
疾患原因候補遺伝子をランキングするフェノーム解析を行った。 
(4) 機械学習を利用した 4つのスプライシング予測ツール〔SpliceAI、MMSplice、SpliceRover、
Pangolin〕を使用してスプライシング予測を行い、スプライシング異常を検出した。スプライス
異常が予測されたバリアントに関しては、RNA-seq データで検証し、病的意義を判断した。 
(5) コピー数異常検出プログラムである Canvas によりコピー数異常を検出した。レトロトラン
スポゾンの挿入は TEMP2 を利用した。さらに、Manta を用いて挿入、欠失、逆位、転座を検出し
た。 
(6) 患者および両親より入手した尿から Urinary cell を樹立し、RNA-Seq を行った。遺伝子発
現異常は OUTRIDER プログラム、スプライス異常の同定は FRASER プログラム、片アレル性発現の
同定は ASEReadCounter プログラムを利用した。 
 
４．研究成果 
(1) 症例は premature chromatid separation (PCS) / mosaic variegated aneuploidy (MVA) 
syndrome の女児。PCS/MVA syndrome は常染色体潜性遺伝形式をとる遺伝性疾患である。エクソ
ー ム 解 析 に よ り 、 BUB1B 遺 伝 子
(NM_001211.6)のイントロン 10 に、母由来
の既知の病的バリアント(c.1402-5A>G)が
同定された。RT-PCR により 4bp の挿入が引
き起こされるバリアントであった。 
 
 
 
 
 
 



(2) 本症例に対しゲノム解析を行ったが、もう片アレルの病的バリアントを同定することがで
きなかった。一方で患者の RNA-seq データではイントロン 2に異常なリードを認めた。このイン
トロン 2 に異常を起こしているとバリアントを同定するため、ロングリードシークエンサーで
ある Nanopore を用い adaptive sampling を行った。 
 
患者 
 

 
コントロール 

ゲノム解析では明らかな異常を指摘できないが，Nanopore シークエンシングの結果でデプスの
上昇と、clipped reads を認め、挿入が示唆された。 
 
挿入配列は、Alu と SVA_F からなるレトロトランスポゾンが挿入されていた。 

コントロールにない RNA-seq でのリード 

Nanopore でのトランスポゾン挿入を疑うデプスの上昇 



(3) RNA-seq リードを挿入部分を含む新しい参照配列に再アラインメントした。挿入配列内に 5'
スプライス部位を持ちエクソン3に3'スプライス部位を持つリードが16リードあることがわか
った。レトロトランスポゾン挿入と異常スプライシングの因果関係が示された。 
 

 
(4) 尿由来細胞を用いたイムノブロッド法を行った。患者において BUB1B タンパクの発現レベ
ルが著しく低下していた。 

 
 
以上のデータは、RNA-seq によるトランスクリプトーム異常の検出が、病的バリアントを同定す
る手がかりとなることを示した。挿入配列の決定はロングリードシーケンスの有用性を示した。 
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