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研究成果の概要（和文）： 
本態不明のヒト疾患の病因・病態に関与する遺伝子同定のため、ヒトゲノム一次構造異常検出
ツールとしての高精度・高感度の各種ゲノムアレイの開発と、これらを用いた非特異的多発奇
形を伴う精神発達遅滞症例の微細ゲノムコピー数異常解析ならびに検出した異常領域内の遺伝
子解析を体系的に行うことにより、ゲノムアレイの臨床応用の基盤技術を確立するとともに疾
患関連領域や遺伝子を同定した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
In order to identify genes related to pathogenesis and progression of human diseases, we 
developed various genomic DNA-array platforms as analytical tools for structural human 
genome variations, and performed analyses of cryptic copy-number alterations in patients 
with multiple congenital anomaly/mental retardation (MCA/MR) using these tools. 
Through systematic array-assisted approach and additional analyses of genes located 
within regions with copy-number variations, we established technical bases of genomic 
arrays as diagnostic tools and identified various disease-related regions/genes in patients 
with MCA/MR. 
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 直接経費 間接経費 合 計 
2005 年度 13,600,000 0 13,600,000 

2006 年度 13,600,000 0 13,600,000 

2007 年度 13,500,000 0 13,500,000 

2008 年度 11,500,000 0 11,500,000 

  2009 年度 11,500,000 0 11,500,000 

総 計 63,700,000 0 63,700,000 
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１．研究開始当初の背景 

ヒトゲノムDNAの配列情報が明らかになっ
た現在、微細なレベルでの疾患遺伝子座の発

見は疾患遺伝子の同定に直結する。このため、
先天異常や癌など病型は同じであっても複雑
な表現型を示す本態不明のヒト疾患における
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ゲノム一次構造・機能異常領域を、全ゲノム
を対象に高精度かつhigh-throughputに探索
できるシステムを構築し効率よくスクリーニ
ングを行っていくことは、これらの疾患の遺
伝的要因を解明する重要な手段である。この
ようなシステムに必要なツールとしての高精
度・高感度のゲノムアレイの作製とこれを用
いた解析法開発の基盤技術開発、ならびに実
際にこのシステムを利用した疾患関連遺伝子
探索プログラム構築が、求められている。 
 

２．研究の目的
１のような背景のもと、①数10Kb－数Mbレ

ベルでゲノムコピー数異常を高感度かつ安定
に検出できる高密度・高感度の実用BACアレイ
を作製する基盤技術を整備し、②これらを用
いたアレイCGH法（コピー数異常解析）となら
びにその応用法（ゲノム機能異常解析）を、
対象疾患ごとに体系的に遂行していくシステ
ムを構築し、効率よく新規疾患関連遺伝子や
その調節領域の異常の探索、ならびに新規症
候群の同定と分子病態解明を推進するととも
に、③実際の臨床診断ツールとなりうるゲノ
ムアレイのデザインとその適応を確立するこ
とで個別化医療の推進に寄与し、④ゲノム解
析の基盤技術・情報を提供し領域内外の他の
研究技術との融合を図ることを、本課題の目
的とする。 

３．研究の方法
(1)全ゲノムスクリーニング用アレイ、特定
の染色体領域高密度アレイ、あるいは遺伝
子・異常領域特異的フォーカスアレイなどの
主に bacterial artificial chromosome (BAC)
クローンを用いたアレイ各種実用ゲノムア
レイを作製するための基盤技術ならびに BAC
クローンなどのリソースの充実をはかり、実
際にアレイを作製するとともに、これらを用
いたアレイ CGH法の開発・改良ならびに解析
ソフトなどのシステム整備を行う。 
(2)本態不明の多発奇形・精神発達遅滞
（MCA/MR）を症状に持つ先天異常症や癌など
の臨床検体あるいは細胞株を系統的に収集
するシステムを構築し（情報ならびにバイオ
リソースのバンキングシステム）、これらの
材料を対象にアレイ CGH法を行うことで潜在
的な異常領域の探索を行う。さらに、異常領
域を指標に疾患関連遺伝子の同定を行う。 
(3)ゲノムアレイと Methylated CpG Island 
Amplification (MCA)法と組み合わせたプロ
モ ー タ ー 領域 の メチ ル 化 異常 解 析や
chromatin immunoprecipitation (ChIP)法と
組み合わせたプロモーター領域の結合蛋白
異常の検出などの応用法を確立し、 と同様
に詳細に疾患発生に関わるゲノム異常の探
索と異常の標的遺伝子の同定を行う。 
(4)得られた結果を基盤に、疾患あるいは疾

患群ごとにその病態に関わる遺伝子や領域
からなる臨床検査レベルで使用可能なアレ
イを作製し、これを軸にした個別化医療シス
テムを構築する。 

本計画研究は、「ヒトゲノム･遺伝子解析研
究に関する倫理指針（平成 13年 3月 29日文
部科学省･厚生労働省・経済産業省共同告示
第 1号）（平成 16年 12月 28日全部改正）（平
成 17 年 6 月 29 日一部改正）」が定める A 群
ならびに B群試料等に相当するヒト細胞を用
いるため、「ヒトゲノム研究に関する基本原
則」（科学技術会議生命倫理委員会）を十分
理解し、「ヒトゲノム･遺伝子解析研究に関す
る倫理指針」を遵守して実施するよう計画さ
れた。本研究で用いられるヒト試料は、東京
医科歯科大学難治疾患研究所ならびに臨床
施設において倫理審査委員会にて承認され
た手続きに基づき収集され、具体的には、臨
床施設でインフォームドコンセントを取得
され、匿名化処理が施された後、東京医科歯
科大学・難治疾患研究所の細胞ならびに DNA
バンクに供与され、ヒトゲノム･遺伝子解析
研究に用いられるため、個人情報が漏洩する
ことはないシステムが担保されている。 
 
４．研究成果 
(1）ゲノムアレイ作製と解析システム整備 
 BACクローンを用いた自作アレイ、すなわち、
➀ゲノムワイドなスクリーニング用高密度ア
レイ（MCG Whole Genome Array-4500）、 X
染色体全体をカバーする高密度アレイ(MCG 
X-tiling Array)、 遺伝疾患診断用アレイ
(MCG Genome Disorder Array Ver. 1、Ver. 2、
Ver.3)、➃1p36領域の高密度アレイ(MCG 1p36 
Contig Array)、➄癌関連遺伝子を中心にした
遺伝子特異的な高精度アレイ（MCG Cancer 
Array-800）、⑥Copy number variation (CNV)
領域667座位の検出用のアレイ(MCG Genome 
Variation Array)の設計、プローブ選択と
FISHによる位置確認、アレイの作製と改良、
ならびに1コピーの変化の検出が可能である
などの精度検定の確認を行い、試料解析に用
いた。さらに、各アレイに対応した解析ソフ
トの開発、データ登録、データ更新を行った。 



ＭＣＧアレイＭＣＧアレイ

1) Whole Genome Array1) Whole Genome Array--45004500
-- ヒトヒト24 24 種類の染色体を種類の染色体を 4523 BAC4523 BACでカバーでカバー

3) 1p363) 1p36--Contig ArrayContig Array

2) Cancer Array2) Cancer Array--800800
-- 800800種類の既知がん関連遺伝子を搭載種類の既知がん関連遺伝子を搭載

4) X4) X--tiling Arraytiling Array

-- 1p361p36の約の約20Mb20Mbを 212 BAC212 BACで隙間なくカバーで隙間なくカバー

-- XX染色体を染色体を10011001個の個のBACBACで隙間なくカバーで隙間なくカバー

5) Genome Disorder Array5) Genome Disorder Array
--各種染色体異常症を検出するための各種染色体異常症を検出するための 561 BAC561 BACを搭載を搭載

6) Genome Variation Array6) Genome Variation Array
--大きなサイズのゲノムコピー数多型の大きなサイズのゲノムコピー数多型の 667667座位を検出座位を検出
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 BAC アレイは、染色体解析技術を補完する
診断法として臨床応用が期待されることか
ら、これまで蓄積された解析結果ならびに国
内外での解析情報を基盤により有用なスク
リーニング用アレイ（診断用ターゲットアレ
イ）の設計とクローン選択を進めた。実際に、
遺伝疾患診断用アレイ(MCG Genome Disorder 
Array Ver.3)は、本課題に期間中に（2009 年
10 月）、富士フィルム株式会社より商品化（先
天異常症候群解析用 DNA アレイ「GD-700」）
され、これを用いた受託解析が株式会社ビー
エムエルより開始されている（2009 年 9 月
28 日 NEDO、富士フィルム、ビーエムエルよ
りプレスリリース）。 

(2）ゲノムアレイを用いたヒト疾患ゲノムの
一次構造異常解析 

自作ゲノムアレイを中心に、本課題では特
に先天異常症例（通常の染色体検査で異常の
検出されないMCA/MR症例）を中心にヒト疾患
における潜在的ゲノム一次構造異常・エピゲ
ノム異常解析を行った。羽田支援班との協力
のもとに組織した臨床遺伝コンソーシアム
内で、MCA/MR症例について100例/年の計画で
臨床情報ならびにDNAおよび不死化リンパ球
の収集を重点的に展開し、2009年9月現在約
550例と計画を上回る症例の登録を達成して
いる。異常の検出された検体を中心に両親検
体の登録も進めている。 
収集されたMCA/MR症例のうち、MCG Genome 

Disorder Array (GDアレイ)により結果の確

定した534症例中56例(10%)に疾患の原因と
なる異常を検出した。このうち41例はサブテ
ロメア異常であったが、このうち16例は2つ
の染色体にサブテロメア異常を認め、両親の
一方に均衡型転座があることが示唆された。 

更に、GDア
レイ陰性症例
のうち303例
を対象に、こ
れまでにMCG 
Whole Genome 

Array-4500 
(WGA-4500）に
よる二次解析

を終了し、52例(17%)に病態と関連すると考
えられる微細コピー数変化（Pathogenic CNV, 
pCNV）を検出した。二次解析の症例数の増加
によりpCNV候補の検出率は大きく変わらな
いことから、GD陰性例全例での解析を行うべ
く検討を継続しpCNVの検出に務めている。 

 
各症例の表現型・ゲノム異常情報に関して、

羽田支援班、連携研究者の協力により構築し
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たCGHアレイ検索症例臨床情報データベース
への情報登録、更新を進めて、また、アレイ
解析で得られるコピー数多型情報をデータ
ベース化した。 

 
ゲノム構造・機能異常を指標に異常領域お

よび領域内遺伝子の詳細な解析を進め、新規
の疾患原因/関連遺伝子や調節領域異常の同
定を行い、得られた成果は順次報告した（成
果公表リスト）。特に、収集した症例中、複数
例で重複する箇所に異常が認める症例や臨床
病型が類似する症例については、コンソーシ
アム内での情報共有により追加症例の収集を
行い、新規症候群の確立、genotype-phenotype 
correlation の検討などを行っている。 

2008 年に報告した小脳脳幹形成不全によ
る小頭症を伴う MCA/MR 女児症例の原因遺伝
子 CASK は、その後臨床所見から全 11 例で詳
細な解析を行い、ヘテロ欠失 3 例、点突然変
異 5 例、エクソン内 2 塩基欠失 1 例、重複 2
例を検出し、全例にハプロ不全を生じうる異
常トランスクリプト発現または発現低下をき
たすことを見出しており、女児に比較的多い
特徴的な表現型を持つ MCA/MR 症候群である
ことを確認した。CASK 異常症例における表現

型は欠失範囲（巻き込まれる他の遺伝子の数）

によるバリエーションがなく、CASK 異常が表
現型決定に強い影響を持つことが確認された。 

 pCNVは、病態と無関係なCNV (benign CNV)
を区別されることが、診断的にも病態関連遺
伝子の同定のためにも重要である。現在、構
造異常のデータベース（Database of Genomic 
Variants）や異常領域の大きさなど等を参考
にするとともに、両親解析を行い異常が de 
novo で生じたものであるかどうかの確認を
進めている。謙譲な両親から受け継がれ
benign CNV と考えられるものは、データベー
ス未登録のものも多く、日本人特異的あるい
は比較的稀なCNVが多く存在している可能性
を示唆しており、CNV の発見と登録をトリオ
解析とともに今後も行っていく必要がある。 

 
 (3）ゲノムアレイを用いた応用法の確立 

BAC アレイを基盤にコピー数異常の検出以
外に解析を行う方法として、これまで MCA 法
と組み合わせたプロモーター領域のメチル

対象：発達遅滞･小頭・小脳脳幹部低形成を伴う女児11例

背景：Xp11.4に座位するCASKの異常は、女児における小頭・小脳
脳幹部低形成を伴う発達遅滞に関与する報告がなされている

CASKCASK異常が疑われる症例の解析異常が疑われる症例の解析

解析結果のまとめ解析結果のまとめ
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44 2bpの欠失2bpの欠失 exon 3exon 3 終止コドンを生じる終止コドンを生じる
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3p26.3 0.17 RP11-63O1 CNTN4 あり

dup 3p14.3p14.2 0.60 RP11-80H18, 
RP11-79J19 11 genes 部分的にあり

dup 5p14.3 0.17 RP11-91A5 CDH18 部分的にあり

dup 8p23.2 0.17 RP11-79I19, 
45M12, 140K14 CSMD1 あり

dup 9q33.1 0.16 RP11-150L1 TLR4 なし

dup 10q22.3 0.16 RP11-79M9 C10orf11 なし

del 22q11.21 0.42 RP11-155F20, 
590C5, 54C2 16 genes 部分的にあり

del Xp11.23 0.19 RP11-876B24 ZNF630 あり

del/dup locus サイズ
(Mb) 異常クローン 遺伝子

データベースの
登録
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Pathogenic CNVPathogenic CNV Benign CNVBenign CNV

患児 母親

del(8)(q21.11q21.13)dn del(3)(p14.3p14.2)mat

患児 母親

MCA/MRの男児に2箇所のCNVを検出した

de novoのCNV 母親由来のCNV
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化異常の解析法（BAC-array-based MCA, 
BAMCA 法）を開発してきた。本方法は、BAC
アレイを用いるため分解能は低いものの、全
ゲノムにおける俯瞰的なメチル化状態の評
価が簡便に行えるなど利点も多く、各種癌の
病態や進展に伴うDNAメチル化の変化や悪性
度の予測などが行えることも明らかになっ
ている。また、癌におけるメチル化標的とな
る癌抑制遺伝子候補（NR1I2, PTGER2, CRABP1, 
LAPTM5）の同定とその機能解析にも有用であ
ることが示された。 
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