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研究成果の概要（和文）：本邦ではメンデル遺伝性疾患の遺伝子検査は、検査の原価と保険診療報酬との乖離の
ため検査会社が供給できず、未だに普及していない。また、従来の翻訳領域配列を決定する方法のみでは検出で
きない遺伝子変異が存在する。本研究では新たにMugCap (Multiple gene competitive amplification)法と
Long-PCR based NGS (Next generation sequencing)法を開発し、補完的に組み合わせることでより網羅的な遺
伝子検査システムを構築した。開発した方法は検査原価を低く抑えることが可能であり、本検査システムは実臨
床で患者に安価に提供されている。

研究成果の概要（英文）：In Japan, genetic testing for Mendelian inherited diseases has not been 
widely used because clinical testing companies can not supply the tests due to the discrepancy of 
the cost for testing and the insurance fee. In addition, there are several gene mutations that can 
not be detected only by conventional methods, determining the sequences of whole coding regions and 
exon-intron boundaries. In this study, we developed MugCap (Multiple gene competitive amplification)
 and Long-PCR based NGS (Next generation sequencing) and combined them complementarily to construct 
a more comprehensive gene testing system. This system can detect low frequency mosaic mutation and 
splicing mutation due to deep intronic substitution. Also, these developed methods can keep the low 
cost of examination, and whole examination system is provided at low cost to patients who visit our 
hospital.

研究分野：臨床遺伝学

キーワード： 遺伝子検査学　臨床遺伝学　遺伝子診断　遺伝子変異

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
新たな遺伝子検査法を開発し、これをアルゴリズムに従って組み合わせることで網羅的かつ補完的な遺伝子検査
システムを構築することが出来た。これにより従来は検出不能であった低頻度モザイク変異や、深部イントロン
変異によるスプライシング異常、大欠失のbreak pointの同定などが容易となり、遺伝子検査の精度は飛躍的に
向上した。本検査システムは金沢医科大学病院ゲノム医療センターで診断目的の遺伝子検査として導入されてお
り、安価に患者に提供されている。多くの遺伝性疾患を持つ患者および家族の遺伝子診断、遺伝カウンセリング
に有用であることは勿論、指定難病や小児慢性特定疾患の申請の際にも役立っている。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
約 7000 種類あるとされるメンデル遺伝病（単一遺伝子病）のうち、既に半数を超える疾患
において原因遺伝子が同定されており、遺伝子検査は患者の正確な診断と治療、遺伝カウンセ
リングのために、かつてないほど重要となってきている。多くの疾患の診療ガイドラインや指
定難病、小児慢性特定疾患の診断基準に遺伝子検査が盛り込まれているが、国内では臨床目的
の遺伝子検査を供給できていない実態がある。欧米では 3000 疾患以上の遺伝子検査が臨床検
査として提供されているのに対し、本邦で保険収載された遺伝学的検査は 36 項目に過ぎない
（その後 2018 年の診療報酬改定で 75 項目に拡大）。この差は技術水準の差ではなく、医療保
険制度の違いによるところが大きい。遺伝子検査は実費で 10～20 万円/検体と高価であるが、
欧米では中産階級以上にとっては各自が加入している民間の医療保険でカバーされるため、患
者負担は 1～2 万円程度で済んでいる。一方日本では、皆保険制度による遺伝子検査の診療点
数が 3800 点と規定されており（2018 年の診療報酬改定で、容易なもの 3,880 点、複雑なもの
5,000 点、極めて複雑なもの 8,000 点の 3段階となる）、採算が取れないために検査会社が受
注しているのは 36 項目中 7項目にすぎない（2019 年 6 月時点で 75項目中 20項目）。このよ
うな社会情勢の中、国内で遺伝子検査を普及させるためには検査にかかるコストを大幅に引き
下げ、かつ簡便で高感度な変異スクリーニング法の開発が必要であった。研究代表者は酵素ミ
スマッチ切断法の応用である CHIPS (CEL nuclease mediated heteroduplex incision with 
polyacrylamide gel electrophoresis and silver staining)法を開発し、所属する金沢医科
大学病院集学的医療部遺伝子医療センター（現ゲノム医療センター）での診療に用いている。
200 項目以上の遺伝子検査を、保険収載された遺伝子検査の患者負担分と同額の自由診療で提
供しており、年間 100 件を超える検査実績を持つ。しかしながら、この経験を通じ、従来の遺
伝子検査法、すなわち翻訳領域およびエクソン・イントロン境界の DNA 塩基配列決定では不十
分であることが判明した。疾患責任変異には、染色体レベルや遺伝子配列内部の大欠失/重複
変異、調節領域やイントロン内部の変異による mRNA 発現量の低下やスプライシング異常によ
る変異、さらには体細胞モザイク変異による発症例があり、従来の方法では平均 70％程度の
検査陽性率しか得られない。そこで以前 CHIPS 法を開発した時と同様に、安価で効率の良い補
完的な遺伝子検査システムを構築し、これを実際の診療に導入する必要性が生まれた。 
 
２．研究の目的 
(1) 従来の遺伝子検査法では同定が困難であった、コピー数変異（大欠失/重複変異）、発現変異
（mRNA 発現量の低下やスプライシング異常）、モザイク変異を一定のフローチャートに従い、安
価かつ効率的に検出するシステムを構築する。一次検査の結果に応じて、必要となる補完的検査
を追加することで診断率の向上を図る。 
 
(2) 構築したシステムを病院の遺伝子診療部で実臨床に応用し社会実装化を目指す。 
 
３．研究の方法 
(1) 本研究は当初以下の原理と計画に基づき実施された。任意のゲノム領域のコピー数を測定す
るための MugCap (Multiple gene competitive amplification)法と、体細胞モザイク変異を検
出するための COLD-CHIPS (Co-amplification at lower denaturation temperature PCR with 
CHIPS)法を新たに開発する。変異スクリーニングはまず CHIPS 法で行う。CHIPS 法で変異が同定
されなかった場合、翻訳領域に多型を認めた場合は、この多型部位を RT-PCR で増幅し両アレル
の発現量を比較する(EAT, Expressing Allele Test）。片アレルのみが強く発現しているなら、
他方のアレルに発現低下変異が存在する。多くの遺伝子は末梢リンパ球で mRNA 発現を持ってい
るため RT-PCR は有用な解析ツールとなる。翻訳領域に多型を認めなかった場合は MugCap 法で遺
伝子コピー数を測定する。大欠失/重複があれば検出される。MugCap法で全て2コピーであれば、
MugCap 法のプローブ領域をプライマーとした Long-PCR(Anchored Long-PCR)を行う。プライマー
部は 2コピーである事が分かっているので、Long-PCR の増幅範囲に欠失/重複があれば検出され
る。また、deep intronic 変異によるスプライシング異常は、複数の RT-PCR プライマーセット
で全翻訳領域をタイリングすれば(Tiling RT-PCR)検出可能である。全ての検査で陰性の場合、
翻訳領域正常の mRNA が両アレル性に発現していることとなり、家族例の 2世代目以降の患者で
あれば解析対象遺伝子が疾患の原因であることは否定的となる。一方孤発例では体細胞モザイク
変異による発症の可能性が残され、これは COLD-CHIPS により検出を行う。 
 
(2) 遺伝子のコピー数検定には MLPA(multiplex ligation-dependent probe amplification)法
が主に使用されているが、この方法はプローブの作成が困難で自由度が低く、試薬が割高である
事から、予想された程には普及していない。MugCap 法はこれを補うもので、その原理は単純で
ある。PCR プライマーと同様、ターゲット特異的な 20mer のプローブ配列を DNA の同一鎖上に設



計する。各プローブには共通の 20mer の PCR プライマー配列が連結されている。この 40mer のオ
リゴヌクレオチドの合成は通常のプライマー合成と同様に安価に外注できる。プローブを DNA
の目的の領域にハイブリダイゼーションさせ、プローブ間を Taq DNA polymerase で合成し、Taq 
ligase で接続する。酵素は同時に加え 60℃、15 分の反応で完了する。共通 PCR プライマーで増
幅すると、ターゲット間で競合 PCR となり、コピー数を反映して増幅される。 
 
(3) COLD-CHIPS は COLD-PCR (Co-amplification at lower denaturation temperature PCR)を用
いて変異DNAと野生型DNAのヘテロデュプレックスを濃縮した後にCHIPS法で検出する方法であ
る。これにより低頻度の体細胞モザイク変異の検出が可能となる。COLD-PCR の原理は左に示す
通りで、ヘテロデュプレックスの方がホモデュプレックスに比較してより低い温度で熱変性され、
選択的に増幅されることを利用している。原理は単純であるが、多様な変異に対し汎用性を持っ
て使用できるように至適化する必要がある。 
 
４．研究成果 
(1) MugCap 法：プローブ間を通常の Taq polymerase で伸長すると、5’ to 3’ exonuclease
活性のために 3’側プローブが分解されることが判明。またアガロースゲル電気泳動によるバン
ド強度測定には定量性に問題がある
事が判明した。このため 5’ to 3’ 
exonuclease 活性を持たない Klen 
Taq polymerase へ変更し、蛍光キャピ
ラリーシーケンサ―によるフラグメ
ント解析を導入した。この改良により
コピー数決定が容易に行えることが
示された。図１は結節性硬化症患者サ
ンプル TS53, TS72 で各々TSC1 遺伝子
TSC2 遺伝子のプローブ領域の欠失が
定量的に示されている。また、この技
術は、Long-PCR 法と組み合わせる事で、
ミトコンドリア三頭酵素欠損症の責
任遺伝子HADHAの未知の大欠失変異の
break point を決定することが可能で
あった（５．雑誌論文⑨）。MugCap 法
によるスクリーニングで欠失が存在
すると目されるゲノム領域周辺を、2コピー領域と 1コピー領域（欠失領域）に仕分け、欠失を
跨ぐ最近傍の 2コピー領域に Long-PCR Primer を設定することで、break point を含む PCR 増幅
産物を得ることが出来た（MugCap walking 法）。この産物を、ダイレクトシークエンスすること
で、break point の DNA 配列を決定し、Alu-Alu recombination による欠失であることを、クロ
ーニングすることなく突き止めた。これは Anchored Long-PCR 法の応用例の一つとして注目に値
する成果である。 
 
(2) COLD-CHIPS 法とモザイク変異検出：COLD-PCR 法の至適化を行い、いくつかの遺伝子変異で
変異アレルの濃縮、モザイク変異の検出は可能であったが変異のパターンや周辺 DNA 配列により
結果は大きくばらついた。これは変異を含む DNA 配列に依存して、変異アレルを分離するための
至適な変性/アニーリング温度が異なる事に起因すると考えられた。従って、本法においては各
変異に対する個別の至適化が必須となり、単一プロトコールによる低頻度モザイク検出は困難で
あると結論された。解決のための代案として次世代シークエンサー（NGS）を用いた網羅的解析
法を考案した。NGS を用いた遺伝子診断は、一般には高価となるが Long PCR base とし、イルミ
ナ社の Nextera を用いてライブラリー作成を行う事で、低価格化が可能である。15~20Kb の
Amplicon で解析遺伝子領域をタイリングすることで塩基置換のみならず、大欠失等の構造変異
も同時検出可能である。また Amplicon に多型が存在しない場合には、さらに大きなレベルの欠
失が存在する事が予想され、これを昨年度までに開発した MugCap 法にて確認できることを示し
た。さらに、多くの遺伝子で末梢白血球由来 RNA で全長 mRNA の RT-PCR が可能であり、これも同
様に NGS の系でライブラリーを作成する事ができる。Index を変えることで複数検体に関して、
特定遺伝子のイントロンを含めた全 DNA 配列と全 mRNA を一度に解析する事ができ、その成果と
して、TSC1 の深部イントロン変異によるスプライス異常の家族例を報告した（５．雑誌論文①）。
また、NGS の特性を生かし depth を増やすことで癌の生検材料において SMAD4 遺伝子の 1％のモ
ザイク変異 NM_005359.5(SMAD4):c.389C>T p.(Pro130Leu)を検出し得た（図２）。この例では、
検体を duplicate し、NGS で検出された、共通の低頻度アレルコールを抽出している。この変異



が実在するかを確認す
るため、野生型アレルが
制限酵素 BamHI で切断
され、変異型アレルが切
断されないことを利用
して Nested PCR を行い
変異アレルを濃縮した
ところ、サンガー法で変
異アレルピーク(T)の出
現が確認された。このよ
うに Long PCR base の
NGS 解析は、特定遺伝子
の遺伝子診断において
網羅的な解析を安価に
提供できることが証明

され、本研究課題の目的は達成された。 
 
(3) 遺伝子検査システム概要：本研究により達成されたメンデル遺伝病の遺伝子検査システムは
以下の通りとなる（図 3）。
まず CHIPS 法により変異
スクリーニングを行う。
変異が同定できなかった
場合は、RT-PCR によりス
プライシング変異及び発
現変異を確認する。また
大欠失が想定される場合
は MugCap 法で確認。欠失
範囲の確定は広域には
DNA マイクロアレイを使
用、局所的には MugCap 
walking 法で break point
を定める。それでも変異
が同定できない場合は
Long PCR 法により遺伝子
ゲノム領域をカバーする
と同時に、全長 cDNA を合
成し、これを NGS 解析す
る 。 PCR 産 物 を deep 
sequence することでモザイク変異の同定が可能である。また DNA データと cDNA データを突き合
わせることで、深部イントロン変異によるスプライシング異常の解釈が可能となる。本システム
は金沢医科大学病院ゲノム医療センターで、臨床診断目的での運用が開始されている。これによ
り、従来検出できなかった様々なタイプの疾患責任遺伝子変異の同定が可能となっている。なお
本研究の成果は論文発表や学会発表により広く内外に周知された。 
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