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研究成果の概要（和文）：マルファン症候群および類縁疾患群 (431例)と正常対照群（481例）の全エクソーム
データを用いExome-wide相関解析を行った。単純なrare variant頻度の群間比較は検出力が弱いため、遺伝子単
位で病的意義が高いバリアントの集積を比較した(Burden test)。Burden test の結果、既知責任遺伝子FBN1に
加え、候補遺伝子としてMRF1 (仮名)が抽出された。MRF1はバリアントの頻度データ、遺伝子発現のパターン、
遺伝子の機能変化に関する不寛容性から有力な疾患原因遺伝子の候補と考えられる。

研究成果の概要（英文）：We performed gene-based burden test using whole exome sequencing data of 431
 cases with Marfan syndrome and related disorders, and 481 controls. In addition to known causative 
gene FBN1, our exome-wide association study identified MRF1 (pseudonym) as a possible candidate 
gene. MRF1 is a LoF intolerant gene with a higher rate of rare disruptive variants in cases compared
 to controls and expressed in human aortic tissue, suggesting possible link to Marfan syndrome. 

研究分野： 遺伝医学

キーワード： Marfan syndrome　Exome　Burden test

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
マルファン症候群は1991年にその責任遺伝子の一つであるFBN1が単離され、以来主として欧米がリードする形で
疾患遺伝子が解析されてきた。本邦では、小規模研究が散見されるのみで、罹患者の潜在的人口が高いと予想さ
れるにもかかわらずこれまで全国規模の集約的研究がなかった。したがって日本において集約的研究を行うこと
は、臨床的意義が高く、患者のQOL向上に役立つと考える。つまり、関連遺伝子同定が達成されれば病的バリア
ントが同定された家系において適切な診断と高率に合併する大動脈瘤・解離などの予防的措置などの患者管理に
極めて有望・有用な情報を提供する事となる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
申請者らはマルファン症候群様の臨床像を呈する孤発例の染色体構造異常解析を端緒としたポ
ジショナルクローニングにより TGF-βII 型受容体の異常 (TGFBR2 遺伝子)に起因するマル
ファン症候群 II 型（現在ロイス・ディーツ症候群と呼ばれる）の存在を明らかにした。その
後 49 名の日本人マルファン症候群患者集団を用いた遺伝子変異解析により 55％（27/49 症例）
に FBN1 遺伝子変異, ６％（3/49 症例）に TGF-β受容体遺伝子変異 (TGFBR1 または 
TGFBR2 ) を同定した。さらに遺伝子型現型関連の検討からマルファン症候群およびロイス・
ディーツ症候群の主要な原因遺伝子がそれぞれ FBN1、TGF-β受容体遺伝子である事を報告
した。しかし 33% (19/49 症例)は未解決で遺伝的異質性が示唆された。実際、マルファン症候
群類縁疾患において TGF-β シグナルパスウェイに属する新規原因遺伝子が相次いで報告され、
マルファン症候群の発症に TGF-β シグナル異常が関与することが明らかとなった。 
しかし現在でもこれらの既知遺伝子変異が未同定の症例が一定数存在する。全エクソーム解析
は次世代シーケンサーを用いてゲノムの約 2％にあたるタンパク質コード領域を効率よくシー
ケンスする解析手法で、現在遺伝子解析の主流となっている。全エクソーム解析を用いること
で、古典的遺伝解析によるゲノム上の位置情報に頼ることなく、孤発例からの原因遺伝子単離
が可能となっている。申請者が所属する研究室および研究協力者のグループもマルファン症候
群および類縁疾患（既知の責任遺伝子異常を除外した症例）の全エクソーム解析を精力的に実
施し、これまでに 431 名の患者全エクソームデータを集積済みであった。 
 
２．研究の目的 
近年、全エクソーム解析によるマルファン症候群類縁疾患の原因遺伝子単離が報告されている。
しかしマルファン症候群類縁疾患において遺伝的寄与度の高い原因遺伝子は過去の遺伝解析に
より単離されており、寄与度の低い（頻度の低い）関連遺伝子をどのように抽出するかが課題
となっている。本研究では Exome-wide 相関解析を単一遺伝子病であるマルファン症候群およ
び類縁疾患の疾患遺伝子単離に応用し、従来の家系をベースとした解析では同定できなかった
遺伝要因を探索する。具体的にはマルファン症候群および類縁疾患群と正常対照群の全エクソ
ームシーケンスデータを用い、患者群において病的意義の推定される variant が有意に集積す
る遺伝子を特定することを目指す。 
 
３．研究の方法 
（１）全エクソーム解析では、1 検体あたり 15,000-20,000 個の参照配列と異なるバリアント
が同定される。一般集団でのアレル頻度やバリアントの種類、タンパク機能変化の予測プログ
ラムの活用を通して候補バリアントの絞り込みを行うことは可能であるが、病的バリアントを
同定するには追加の解析戦略が必要となる。本研究ではマルファン症候群および類縁疾患群 
(431 例)と正常対照群（481 例）の全エクソームデータを用い Exome-wide 相関解析を行うこ
とで関連遺伝子の探索を行う。単純な rare バリアント頻度の 2 群間比較は検出力が弱いため、
遺伝子ごとに病的意義が高いバリアントの集積を患者群（431 名）と正常対照群（481 名）で
比較する(Burden test)。患者群、正常対照群はともに日本人である。同じ民族背景であるため
集団階層化による偽陽性を低減することが可能である。また患者群 431 名は原因遺伝子として
頻度の高い FBN1/TGFBR1/TGFBR2 変異を除外した集団である。MFS は少なくとも 10,000
出生に 1 例の率で発症し、そのうち既知遺伝子で説明可能な症例は 70%程度である。したがっ
て年間出生数 100 万人から推定される変異の未同定例は約 30 例（100 例の 30%）で、本研究
の患者エクソームデータ 431 例は実に 14 年分の変異未同定症例が集積している極めて意義の
高いコホート検体である。この患者群の中に新規責任遺伝子異常に起因する症例が存在する可
能性は極めて高い。 
 
（２）候補遺伝子が同定された場合は両親検体の協力が得られた家系についてサンガー法によ
る変異確認と、家系内でのバリアントと疾患の分離、de novo の可能性等を検索し病的意義の
妥当性を評価する。 
 
（３）候補遺伝子が同定された場合は、2 次コホート検体で候補遺伝子に的を絞った変異スク
リーニングを行う。申請時、マルファン症候群疑い 112 例、非症候性胸部大動脈瘤・解離 137
例を集積していたが継続して症例集積を行い２次解析コホートとする。 
 
（４）患者群 431 例についてコピー数異常に関する検討が未実施である。全エクソームデータ
を用いたゲノムコピー数解析を行う。コピー数異常領域に存在する遺伝子について Burden test
の候補遺伝子群との比較を行い新規候補遺伝子評価の参考とする。 
 
４．研究成果 
（１）患者群全エクソームデータは他施設のデータも含まれるため、解析プロセスの違いによ
るアーチファクトが予想される。マッピング, PCR 重複リードの除去, ジェノタイピング, クオ
リティスコアの再較正, アノテーション情報の付与などを含めたエクソームデータ処理を申請
者の所属する研究室の解析フローで再解析し、正常対照群と均質化して解析アーチファクトの



表１. Burden test

順位 遺伝子 P値 PLI misZ
1 Gene A 0.00004 0 ≥ 1
2 FBN1 0.00026 ≥ 0.9 ≥ 5
3 Gene B 0.00042 ≤ 0.9 ≥ 3
4 Gene C 0.0005 N.A N.A
5 Gene D 0.00113 ≤ 0.2 ≥ 2
6 Gene E 0.00113 ≤ 0.2 ≥ 2
7 Gene F 0.0015 ≥ 0.9 ≥ 1
8 GeneG 0.00181 ≤ 0.1 ≥ 0
9 Gene H 0.0024 N.A N.A
10 MRF1 0.00513 ≥ 0.9 ≥ 5

排除に努めた。 
 
（２）サンガー法による既知遺伝子異常の除外症例であっても、既知遺伝子異常の見落としが
あることはよく知られた事実である。加えて、近年同定された新規責任遺伝子群の変異による
症例が一定数混在していることは明らかである。Burden test においては頻度の低い稀なバリア
ントを検定するため、遺伝的異質性の存在が検出力を大きく下げる。再解析 431 例の全エクソ
ームデータから、これらの既知異常を正確に除外することが、本研究の効率化に不可欠なステ
ップと考え既知原因遺伝子変異の検討を行った。患者群全体で 395,962 個のバリアントが検出
された(common SNP は除外)。28 個のマルファン症候群および類縁疾患の既知関連遺伝子に
ついて Human Gene Mutation Database (HGMD®)に病的変異として登録のあるバリアントを
検索した。9 個の病的バリアントが 4 個の既知遺伝子 (FBN1, MYH11, TGFBR1, COL1A1, 
COL3A1) に同定された。既知遺伝子変異保有率は 2% (9/431 例)で新規責任遺伝子単離研究
に最適の研究対象であることが確認できた。 
 
（３）検出に最適な疾患モデル（遺伝形式、浸透率、遺伝的異質性、変異の効果など）は未知
のため、複数のタイプの相関解析が可能な公開ソフ
トウェア RVTESTS を使用して統計解析を進めた
（https://github.com/zhanxw/rvtests）。当初遺伝的
異質性の影響を最小にするため研究成果（２）の既
知遺伝子変異を除外する予定であったが、頻度が少
ないこと、検出に最適な疾患モデルが不明なことか
ら、これらの既知遺伝子変異が検出される条件を指
標 に 解 析 を 進 め た 。 バ リ ア ン ト の 種 類 は LoF 
(Stop-gained, Splice site disrupting, Frameshift 
variants) と missense バリアントを, アレル頻度は
singleton のバリアントを評価した。 
解析の結果、FBN1 が上位に検出され Burden test
が遺伝要因の探索に有用であることを確認した。Burden test の結果の一部を提示する（表 1）。 
 
（４）本研究のコホートサイズ（患者、対照それぞれ 450 名程度）では、遺伝子に集積したバ
リアントが 12 個以下のものに関して exome-wide な統計学的有意差を得ることは理論上不可能
である。実際表 1 に示すように上位 10 位までの候補遺伝子であっても統計的優位差を得られ
た遺伝子はなかった。従って、統計学的有意差を厳密に得られなくても、患者群のみにバリア
ントが集積している遺伝子については候補として検討を行った。候補遺伝子の組織発現パター
ン、当該遺伝子の機能的変異に関する不寛容性（PLI スコア)等も考慮した（表 1）。候補遺伝
子 MRF1 (仮名)はマウス胚発生期に神経系、心臓に特異的発現する。またその KO マウスは神
経細胞移動障害と心臓発生に異常をきたし、胎生致死であることが報告されている。興味深い
ことにヒトの成体(The Genotype-Tissue Expression (GTEx)データベース)において MRF1 は
大動脈特異的に発現を示した。また MRF1 は PLI スコア、misZ スコア(公開 WES データベー
ス ExAC のデータを用いて各遺伝子の variant 観察頻度の予測頻度からの偏向を指標化したス
コア)により、Loss-of-function (LoF)変異やミスセンス変異に対して不寛容（負の選択圧によ
り集団中の variant 観察頻度が予測されるよりも低頻度）であることが示唆されており、有力
な候補遺伝子と考えている。 
 
（５）451 例の患者群データについてはゲノムコピー数解析が未実施であったため、全エクソ
ームデータデータを用いたコピー数変化解析を行った。Exome Hidden Markov Model (XHMM 
法により全ゲノムの俯瞰的な解析を行い、2 症例で FBN1 欠失、1 例で MYH11 重複を同定し
た。更に、少なくとも 200 kb 以上のサイズの欠失を 11 症例 12 か所（range: 221kb-4.8Mb）
で検出した。今後病的意義について検討を行う必要がある。 
 
（６）新たに 15 検体のマルファン症候群および類縁疾患の症例を集積し全エクソーム解析を
実施した。7 症例において既知遺伝子の病的バリアントを同定した。変異未同定の 8 症例につ
いては Burden test の患者群としてエントリーした。 
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