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研究成果の概要（和文）：生殖細胞のモザイク変異の頻度は疾患毎に異なり、多くは頻度が不明で、正確な遺伝
相談の足かせになっている。低頻度体細胞モザイク変異の診断法を開発し、より正確な遺伝相談に寄与すること
が本研究の目的である。小児神経疾患の原因遺伝子解析を行い、3年間で185例の変異を同定した。当初両親には
変異がないと考えられた母親の検体を用いて、デジタルPCRによるモザイクの確認を行った。Sanger法では見逃
されるモザイク変異がDigital PCRによって確認され、モザイク率を明らかにした。重篤な疾患における遺伝相
談では、正確な情報提供が重要であり、Digital PCRによる解析が推奨される。

研究成果の概要（英文）：The frequency of germline mosaic variants varies from disease to disease, 
and the frequency is often unknown, which is a hindrance to accurate genetic consultation. The 
purpose of this study is to develop diagnostic methods for low-frequency somatic mosaic variants and
 contribute to more accurate genetic counseling. We analyzed the causative genes for neurological 
diseases in children and identified 185 variants in 3 years. Mosaic was confirmed by digital PCR 
using a sample of a mother whose sample was initially considered to have no variant. A mosaic 
variant that was overlooked by the Sanger method was confirmed by digital PCR, and the mosaic rate 
was clarified. Accurate information is critical for genetic counseling in serious diseases, and 
analysis by Digital PCR would be recommended.

研究分野： 小児神経学、臨床遺伝学

キーワード： モザイク変異　デジタルPCR　遺伝相談
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研究成果の学術的意義や社会的意義
からだや細胞の一部に変異が起きて、正常と変異が混じった状態をモザイク変異と言います。血液では変異がな
くても、精子や卵子などでモザイク変異を起こしていると次の子どもへの遺伝に影響します。私たちは、頻度が
少ないモザイク変異の診断法を開発し、より正確な遺伝相談を行うための研究を行いました。小児神経疾患の原
因遺伝子解析を行い、3年間で185例の変異をみつけました。両親には一見変異が認められませんでしたが、デジ
タルPCRという新しい解析手法により、ひとりの母親で5%の変異を確認することができました。重篤な病気の遺
伝相談では、正確な情報提供がたいせつであり、デジタルPCRが役立つことを示しました。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 私たちは、1999 年から脳形成障害、2002 年からてんかん症候群を主とする小児神経疾患に対

して原因遺伝子解析を行い、世界に先駆けて原因遺伝子を数多く同定した（表 1）。 
同定した変異の多くが健常な両親の血液

には変異が認められない常染色体優性も

しくは X 連鎖性の de novo 変異である。

研究開始当初においても、脳形成障害の

65 例が de novo 変異（28 例が常染色体優

性、37 例が X 連鎖性）、てんかん症候群の

137 例が de novo 変異（127 例が常染色体

優性、10 例が X 連鎖性）であり、希少疾

患の de novo 変異例を多数有していた。 
 両親の保因者検査が陰性の de novo 変異では、次子への再発率は低いが、両親のどちらか

の生殖細胞モザイク変異によって、罹患児のいる両親における再発率は一般集団より高く

なる。生殖細胞モザイク変異の頻度は疾患毎に異なるが、生殖細胞モザイク変異の正確な頻

度の測定は難しく、多くの疾患では不明

である。また、集団の経験則によって求

められた数値を個別の症例にあてはめ

て行う遺伝相談は正確性が不足し、症例

毎に具体的な再発率を伝えることが望

ましい。 

近年、次世代シーケンサーによるディー

プシーケンシング技術の応用によって、

体細胞モザイク変異の同定または生殖

細胞モザイク変異が推定される機会が

増えており（表 2）、モザイク変異の頻

度は従来考えられていたよりも多いこ

とが予想される。 

 また、第１子が重篤な外性器異常を伴う X連鎖性滑脳症と診断され、サンガー法によるシ

ーケンス解析では母に変異を認めなかったが、母の希望で出生前診断を行ったところ、胎児

に第１子と同じ変異を認め、母が生殖細胞モザイク変異を有する例を経験した。生殖細胞モ

ザイク変異の保因者では、生殖細胞以外にも変異を有する体細胞が混在する例がある。変異

細胞の混在率が高ければサンガー法によるシーケンス解析や高感度融解曲線分析（HRM）法、

全エクソーム解析（リード数 30x~100x）でもモザイク変異の同定は可能だが、従来の解析

法では検出されない 5%未満の低頻度体細胞モザイク変異を検出することによって、生殖細

胞モザイク変異の可能性をより正確に推測することができる。 

 

２．研究の目的 

 近年、次世代シーケンサーによるディープシーケンス解析やデジタル PCR を用いたまれ

な変異の検出技術が進歩し、がん研究などの分野において応用されている。また、変異アレ

ル特異的 PCR と定量 PCR を組み合わせることによって、高感度で簡便なモザイク変異のス

クリーニングが可能である。本研究では、これまでの症例蓄積の利点を活かし、最新技術を

表１ 応募者達が同定した疾患原因遺伝子 
疾患 遺伝子 論文 

外性器異常を伴う X 連鎖性滑脳症 ARX Nat Genet 2002 

潜因性 West 症候群 ARX Neurology 2003 

大田原症候群 ARX Am J Hum Genet 2007 

大田原症候群 STXBP1 Nat Genet 2008 

白質低形成を伴う West 症候群 SPTAN1 Am J Hum Genet 2010 

大田原症候群 KCNQ2 Ann Neurol 2012 

孔脳症 COL4A2 Am J Hum Genet 2012 

裂脳症 COL4A1 Ann Neurol 2013 

大田原症候群、他 GNAO1 Am J Hum Genet 2013 

大田原症候群、他 SCN2A Neurology 2013 

脳鉄沈着症(SENDA) WDR45 Nat Genet 2013 

限局性皮質異形成 MTOR Ann Neurol 2015 

表２ 応募者達が検出したモザイク変異 
疾患 遺伝子 モザイク変

異保有者 

モザイク

の種類 

論文 

皮質下帯状異所

性灰白質 

DCX 患者 体細胞 Ann Neurol 

2001 

大田原症候群 STXBP1 健康父 体細胞・
生殖細胞 

Clin Genet 2011 

小脳低形成を伴う

大田原症候群 

CASK 健康母 体細胞・

生殖細胞 

Epilepsia 2012 

大田原症候群 SCN2A 患者 体細胞 Neurology 2013 

大田原症候群 GNAO1 患者 体細胞 Am J Hum 

Genet 2013 
Aicardi-Goutieres

症候群 

TREX1 患者 体細胞 Rheumatology 

2014 

乳児移動性部分
発作 

KCNT1 健康母 体細胞・
生殖細胞 

Epilepsia 2015 

不随意運動を伴う

てんかん性脳症 

GRIN1 患者 体細胞 Epilepsia 2015 

外性器異常を伴う

X 連鎖性滑脳症 

ARX 健康母 生殖細胞 unpublished 



用いることによって、低頻度体細胞モザイク変異の検出を行い、生殖細胞モザイク変異の推

定診断法を開発する。 

 

３．研究の方法 

(1) 次世代シーケンサーによるモザイク変異の検出 

 de novo 変異が同定された遺伝子のゲノム領域をターゲットとしてプライマーを作成し、

リード数が 10,000x 以上になるように複数の領域をパネル化して long PCR により包括的に

増幅しライブラリ を作成す る 。 次 に 次 世 代 シ ー ケ ン サ ー MiSeq も し く は

HiSeq2000(Illumina)を用いてシーケンスを行い、変異型と野生型のリード数を比較し、モ

ザイク率を求める。 

 (2) デジタル PCR によるモザイク変異の検出 

モザイク変異が疑われる症例の DNAサンプルを用いて dropletデジタル PCR を行い、患児

とその両親の血液由来 DNAの解析を行った。Digital PCR Master Mix v2、QuantStudioR 3D 

Digital chip kit v2 を使用し、TaqManR MGB probe として Wild type:  ACTCTACACTCTGGATG 

(VIC)と Mutant: ACTCTACATTCTGGATG (FAM)を用いて PCR反応を行った。反応済みのチップ

は QuantStudioR 3D Digital PCR system (Thermo Fisher Scientific)を用いてリードを行

い、QuantStudioR 3D AnalysisSuiteTMにより解析を施行した。変異陽性分画と陰性分画の算

出によりモザイク変異率を求めた。 

 

４．研究成果 

(1) 次世代シーケンサーによるモザイク変異の検出 

 脳形成障害とてんかん症候群を中心に小児神経疾患の原因遺伝子解析を行い、患児と両親の

トリオ検体で年間 200 家系以上を新たに収集した。その結果、初年度は 47 例、2 年度 53 例、3 年

度は 85 例の de novo 変異を同定した。モザイク変異の検出法として、次世代シーケンサーを用い

たディープシーケンスのためのカスタムターゲットパネルを作成し、脳形成異常、早期発症てんか

ん性脳症など 19 例で de novo 変異を同定したが、患児および両親の検体にモザイク変異を疑わ

せる変異アレルと野生型アレルの比率の偏りはなかった。 

(2) デジタル PCR によるモザイク変異の検出 

 当初 de novo と考えられた DCX 変異をあらためて見直し、母

親において変異アレル（c.639C>T,p.T230I）を疑わせるピークが

認められた(図 1）。デジタル PCR の結果、変異型の割合は、患児

で 99.2%(2169/2177) 、 母 で 5.1% （ 204/3999 ）、 父 で

0.3%(6/2250)(母と父の比率の差の検定 P 値<0.001)であった。

（図 2 変異型は青（FAM）、野生型は赤（VIC）、Mutant+Wild 

type(ウェル内にどちらも存在するもの)は緑、産物が存在しな

いウェルは黄で表示した） 

 Sanger 法では見逃されるモザイク変異が Digital PCR によって、具

体的な比率として検出された。重篤な疾患における遺伝相談では、

正確な情報提供が重要であり、Digital PCR による解析が推奨され

る。 

図 1 DCX 変異の患児と両

親の Sanger シーケンス 

図 2  母親のデジタル PCR

結果 
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