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研究成果の概要（和文）：本研究では、次世代型シーケンサー（Illumina）を利用してパーソナルゲノム上の多型を検
出するための技術開発を行い、その技術を用いておもに家系情報のある脳神経疾患（アルツハイマー病、パーキンソン
病、筋萎縮性側索硬化症、脊髄小脳変性症、統合失調症など）患者の全ゲノム配列決定を実施した。筋萎縮性側索硬化
症については、新規原因遺伝子であるERBB4(ALS19)を同定した。また、繰り返し配列の異常伸長や遺伝子コピー数多型
、大きな挿入・欠失などの構造多型を精度高く検出するために、ロングリード（PacBio）の鋳型調製法や解析技術の開
発を実施した。

研究成果の概要（英文）：For the past ten years, next generation sequencing has advanced rapidly and is 
great potential means in the treatment and prevention of disease. Therefore, in this study, we developed 
sequencing technologies for personal genome analysis including brain diseases (Alzheimer disease, 
Parkinson disease, amyotrophic lateral sclerosis, spinocerebellar degeneration, and schizophrenia) and 
Japanese genetic variants were detected with the Illumina short reads. The novel mutation in ERBB4 gene 
was identified from a Japanese family affected by late-onset, autosomal-dominant amyotrophic lateral 
sclerosis using a whole-genome sequencing and parametric linkage analysis. Furthermore, to detect 
structural variants with high accuracy, such as copy number variation and large insertion/deletion, we 
have developed sample preparation and information analysis for the PacBio long reads.

研究分野： ゲノム科学

キーワード： パーソナルゲノム　次世代型シーケンサー
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１．研究開始当初の背景 

 疾患の発症には、一塩基多型や構造多型、

エピジェネティックなどのさまざまなゲノ

ム上の変化が関与している。これまでの研究

では、ゲノム上に存在する頻度の高い SNPs

情報をもとに候補領域を特定し、その領域内

にあるすべての遺伝子について疾患との関

連を調べるゲノムワイド関連解析が行われ

ている。このアプローチは「common disease 

common variants 仮説」に基づくものである

が、見出される疾患感受性遺伝子が病態への

寄与が極めて小さいことが多い。このことは、

疾患のリスクを高める頻度の低い多型の存

在や遺伝子のコピー数変異などの構造多型

が関与していると考えられる。また、本手法

では大きな家系の存在が必須となるため、疾

患関連遺伝子の同定に至らない場合が数多

く存在している。そこで、家系を集積せずに

特異的に存在するあるいは頻度が低い変異

（多型）を検出・同定していくためには、塩

基レベルでの違いを網羅的に抽出し候補を

絞り込んでいく全ゲノム配列決定が有効で

ある。また、これまで同定された DNA 構造の

違いが日本人集団では見いだせない場合も

多いため、独自に日本人パーソナルゲノム配

列を決定する必要がある。 

 これまでは、コストやデータ生産量などの

点でパーソナルゲノム解析は非現実的であ

ったが、最近になって次世代型シーケンサー

と呼ばれる革新的な超並列型の配列決定装

置がつぎつぎと登場したことにより実現可

能となっている。また、2008 年から開始され

た「1000 人ゲノムプロジェクト」では世界中

から 1000 人程度のゲノムを解読（現在では

さらに解析数を増やしている）し、遺伝的多

様性（集団において 1%程度で存在する多型）

を明らかにすることを目標としている。しか

しながら、配列データのカバレッジが低いた

め、本研究が目的としているような稀な多型

を見出すことは困難であることが予想され

る。また、国際コンソーシアムが決定した標

準配列は多くのリソースを用いて構築され

ており、日本人由来のパーソナルゲノム配列

はまだ決定されていない状況である。 

 
２．研究の目的 

 本領域研究では、疾患の原因遺伝子の解明

および遺伝的多様性に基づくパーソナルゲ

ノム医療の実現に向けて、 (1) 次世代型シ

ーケンサーによる高精度な配列決定を目指

した技術開発、(2) 脳神経疾患患者のゲノム

配列決定と多型の検出、(3)日本人ゲノムの

多型データベースの構築、(4) 発症との関連

を解明することを目的としている。とくに本

領域研究で見出されたゲノムの多様性情報

（多型の頻度情報）は広く公開することによ

り、多くの疾患の解明につながるとともに治

療や予防に関する研究が革新的に進むこと

が期待される。また、創薬開発の基盤情報と

しても必要不可欠であり、薬剤の効果や副作

用といった研究開発において重要な研究資

源となる。 

 本研究では、次世代型シーケンサーを用い

たゲノム解析技術開発を担当するとともに、

その技術を用いておもに家系情報のある脳

神経疾患（アルツハイマー病、パーキンソン

病、筋萎縮性側索硬化症、脊髄小脳変性症、

統合失調症など）患者の全ゲノム配列を決定

することにより疾患に関与する原因遺伝子

の同定や発症機構の解明を目的とした。 

 
３．研究の方法 

 パーソナルゲノム医療を目指したゲノム

解析が可能となった背景には、短時間に膨大

な配列決定を可能にした次世代型のシーケ

ンサーの登場があげられる。しかしながら、

頻度は低いがリスクの高い変異を見出すた

めには、ヒトゲノム上に存在する多型を高感

度，高精度に取得することが求められ、配列

の精度や配列解析プロトコールの整備が重

要な課題である。また、次世代型シーケンサ



ーは技術の進展が早いため、その特性を見極

めつつ、それぞれに最適な実験系を確立して

いく必要がある。そこで、ゲノム配列決定以

外のさまざまなアプリケーション(メチル化

解析など)にも対応できる大規模ゲノム解析

システムを構築するとともに、ゲノム DNA の

断片化、鋳型調製時におけるバイアスや反応

効率の改良、鋳型 DNA の定量および極微量の

DNA からの調製について検討した。 

 また最近、未解明な脳疾患においては、繰

り返し配列の異常伸長や構造変異（遺伝子コ

ピー数多型など）が原因の 1つではないかと

考えられており、ショートリード（HiSeq デ

ータ）だけでは検出が非常に困難な状況であ

る。そのため、ロングリード（PacBio や

Moleculo 技術）を用いたゲノム解析技術の開

発をヒトや微生物ゲノムなどを用いて実施

した。さらに、効率的なターゲット領域の濃

縮やイルミナ技術によりエンドシーケンス

が可能な fosmid ベクターの開発も合わせて

検討を行った。これらの改善点を生かして脳

疾患の検体について全ゲノム配列決定を実

施した。 

 
４．研究成果 

 HiSeq2000 (その後、HiSeq2500 にアップグ

レード)を導入し、高精度かつ高い処理能力

をもつ配列決定システムを構築するととも

にペアエンドシーケンス用のインサートサ

イズが均一でバイアスがかかりにくい（増幅

しない）鋳型調製法を開発した。さらに、ゲ

ノム構造多型を検出するためには種々のメ

イトペア情報の活用が有効であり、メイトペ

ア間の距離が 3kb-15kb 程度までについては

距離の分散が小さいライブラリ作製法を確

立した。Fosmid エンド用のベクター作製につ

いてはタイター効率が悪いため、現在原因を

究明中である。また、現行のメイトペアの作

製法では多くのDNAを必要とするため改良を

進めている。本研究で確立したペアエンドと

メイトペアの作製法は、非モデル生物などの

新規ゲノム配列決定（de novo assembly）に

おいても非常に有効であった。しかしながら、

繰り返し配列の異常伸長や遺伝子コピー数

多型、大きな挿入・欠失、重複領域などの検

出（特にヘテロの場合）には、ショートリー

ド（HiSeq データ）だけでは非常に困難な状

況である。そこで、ロングリード（PacBio や

Moleculo 技術）を用いた解析手法についても

ヒトや微生物ゲノムを用いて検討すること

により鋳型調製法や解析に必要なデータ量、

検出精度の条件などを確立した。今後、ロン

グリードを用いて日本人ゲノムのハプロタ

イプ別のゲノム配列決定を実施することに

より標準配列を構築していきたいと考えて

いる（候補領域の検証には、最近市販された

1 分子 DNA マッピングシステムなどを使用す

る）。 

 本領域研究内の研究代表者から提供され

た脳疾患由来の検体については全ゲノム配

列決定を完了させ、得られたデータは日本人

ゲノムの多型データベース（頻度情報）を作

成するために、本領域内の柱の一つであるゲ

ノム情報解析研究グループに提供した。情報

解析については、ベースコールを含むデータ

処理を迅速に実行するために解析サーバー

の増強および解析パイプラインを構築した。 
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