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研究成果の概要（和文）：ゲノム解析技術の進歩により、複雑なゲノム構造異常が神経発達障害患者の原因にな
っていることが明らかになってきた。本研究では、nanopore sequenceによるlong read解析により、複雑な構造
異常の切断点解析を行った。その結果、複数の欠失や重複を示す複雑な構造異常がchromothripsis、あるいは
chromoanasynthesisによって生じたことを明らかにした。さらに、重複の両端が３重複している複雑な異常を示
す２例において見出し、たった２か所の切断・融合点によって構成されていることを世界で初めて明らかにし
た。

研究成果の概要（英文）：Advanced technologies in genomic analysis have revealed that previously 
unknown complex genomic structural abnormalities are responsible for patients with 
neurodevelopmental disorders. The purpose of this study was to clarify the mechanism of complex 
structural abnormalities revealed by microarray chromosomal examination. For this purpose, nanopore 
sequence technology was used for a long sequencing. Consequently, some of the complex structural 
abnormalities consisted with multiple deletions and duplications were caused by chromothripsis or 
chromanasynthesis. Furthermore, we analyzed two cases showing complicated abnormalities associated 
with triplications in both ends of the duplication, and clarified for the first time in the world 
that it is composed of only two breakpoint-junctions.

研究分野：小児神経学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
現在の発達したゲノム解析技術により、神経発達障害患者の３割程度は原因を明らかにすることができるように
なってきている。しかしながら、半数以上の患者においては未だに原因が明らかでない。このような患者の発症
原因の１つとしてコピー数変化のないゲノム構造異常が考えられる。本研究で明らかになったゲノム構造異常の
発生メカニズムの理解は、今後ゲノム解析技術の進歩を臨床面に応用する際に大いに参考になると考える。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
染色体構造異常における発生メカニズムの研究は、古くから行われてきた。それらの多くは古
典的な染色体検査で明らかになるマクロの構造異常であるが、ヒトゲノムプロジェクトが終了
し、ヒトゲノムの一次構造情報を応用したマイクロアレイや次世代シーケンス技術が広まって
きたことによって、より微細な構造異常が存在し、中には複雑なメカニズムによって生じている
ことが明らかになった。 
染色体の切断端に何ら特徴がなく、2 か所の切断端がそのまま接合されたパターンは
nonhomologous end joining (NHEJ)と呼ばれる。一方、共通の短い配列を介した組換による non-
allelic homologous recombination (NAHR)も少なくない。これ以外にも fork stalling and 
template switching (FoSTeS)や microhomology-mediated break-induced replication (MMBIR)
などのメカニズムによるものの報告もある。 
申請者はこれまで、Xq22 領域のゲノム構造異常に注目してきた。この領域に存在する PLP1 遺
伝子は先天性大脳白質形成不全症(Pelizaeus-Merzbcher 病；PMD)原因遺伝子であり、遺伝子変
異によって生じるほか、PLP1 コピーの重複によっても生じる。PLP1 重複のほとんどは、FoSTeS
によって生じ、extra copy はタンデム方向に挿入されている(Shimojima et al. 2010)。同じく
X染色体上の MECP2 領域は、重複によって神経発達障害を引き起こすが、そのメカニズムは PLP1
領域のそれとほぼ同じである(Shimada et al. 2013)。 
これらの重複に対して、PLP1 コピーが 3 重複している患者を世界で初めて明らかにした。切
断端を詳細に解析したところ、2 重複断片の間に、もう１コピーが逆向きに挿入されている
duplication-inverted triplication-duplication (DUP-TRP/INV-DUP)であることが明らかにな
った(Shimojima et al. 2012)。このメカニズムは、同じく X染色体上の MECP2 領域の３重複例
の解析で明らかになっている。これ以外にも、PLP1 の翻訳領域に切断端を示す稀な２重複例も
明らかにしてきた(Shimojima et al. 2012)。PLP1 による PMD や MECP2 重複症候群などは、比較
的臨床症状が特徴的であるとともに、責任遺伝子近傍に、逆向き挿入された繰り返し配列構造が
存在しており、このことがこの染色体領域の不安定性に関係している。 
一方、原因不明の神経発達障害患者を対象とした網羅的ゲノムコピー数解析によって、疾患原
因となる微細な構造異常がしばしば認められる。微細なゲノムコピー数異常はマイクロアレイ
を用いた comparative genomic hybridization (CGH)法によって明らかになるが、申請者は、次
世代シーケンスによるクリニカル・エクソーム解析によって得られた派生ファイル(BAM file)
を 2 次解析することによって、より微細なゲノム構造異常を明らかにすることができることを
示してきた(Yamamoto et al. 2016)。このような解析方法で明らかになったゲノム構造異常の
中には、既知のメカニズムでは説明できないユニークなパターンを示すものが存在する。そのよ
うなユニークなゲノム構造異常がどのようなメカニズムで生じているのかを明らかにすること
が本研究の目的である。 
 
２．研究の目的 
 
ヒトゲノムの一次構造情報を応用したマイクロアレイや次世代シーケンス技術が広まってき
たことによって、微細なゲノム構造異常を同定することが可能となった。特に、神経発達障害患
者においては、このようなゲノム構造異常がしばしば発症に関わっていることが明らかになっ
てきた。中には、リピート配列やレトロトランスポゾン挿入等、一次構造の特徴から生じたもの
もあるが、今のところメカニズムが明らかでない複雑なゲノム構造異常も存在する。本研究では、
デジタル PCR やロングリードシーケンスを駆使してそれらの発生メカニズムを明らかにし、当
該領域の遺伝子発現の変化や、それによって生じる細胞の表現型の変化を患者由来リンパ芽球
や iPS 細胞等も用いて解析し、最終的には神経発達障害の成因を解明することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
(1) 全ゲノム解析 
一般的な次世代シーケンサーにおいては、短く断片化された DNA を大量に解読することによ
り、同一領域を反復し解析精度を高めている。ただし、この方法では repeat 領域の解析や染色
体再構成を同定することは困難である。そこで、本研究においては最大 40kb の DNA 断片の解析
が可能なナノポアシーケンサーによるロングリードシーケンスを用いて切断端を解析した。 
(2) PCR による切断点解析 
先行研究によるマイクロアレイを用いたゲノムコピー数解析の結果から、切断点領域の情報
を抽出し、上記ロングリードシーケンス結果の当該領域を参照して切断点を含む read の情報を
得た。得られた情報から切断点近傍に PCR primer を設計し、切断点を含む断片を増幅した。 
(3) 再構成パターンの確認 



PCR で増幅された染色体融合点が連続して繋がるパターンを検討し、最終的な染色体再構成パ
ターンを明らかにする。 
(4) 切断・融合点の配列決定 
得られた PCR 産物をサンガーシーケンスし、切断点に homologous region がないかどうか、由
来不明な挿入がなかったかどうか検証する。 
(5) 最終的な検証 
 理論的に考えられるゲノムコピー数が正しいかどうかデジタル PCR で確認する。 
(6) 芽球化細胞を用いた遺伝子発現の解析 
明らかになったゲノム構造異常が、当該領域に存在する遺伝子の発現にどのような変化を生
じさせるのか。さらにそのことが、細胞レベルでの表現型にどのような変化を生じさせ、神経発
達障害を引き起こすのかを明らかにするため、芽球化により不死化した患者由来リンパ球細胞
での遺伝子発現を解析した。 
神経細胞特異的に発現する遺伝子においては、末梢血細胞では遺伝子発現を確認できない可
能性があるため、患者由来細胞から樹立した疾患 iPS 細胞を用いた。 
 
４．研究成果 
 
本研究において、複数の複雑な染色体異常における染色体再構成パターンを明らかにした。 
１つ目は７番染色体上に３つの連続する欠失を示した例である。事前に行った FISH 法で、欠
失のない染色体領域の逆位などが確認されていた。最終的に４つの切断・融合点からなる再構成
が明らかになった。ほとんど全ての切断・融合点は non-homologous end-joining で生じており、
chromothripsis というメカニズムが想定された。 
２つ目は 21 番染色体に複数の重複や 3重複が入り乱れた構造を示した例である。この例では
６つの切断・融合点が認められ、全ての切断・融合点に由来不明の挿入が認められた。多くの重
複が認められたことから、chromoanasynthesis がメカニズムとして考えられた。 
３つ目は重複の両端がさらに３重複している稀な２例である。解析の結果、このパターンはわ
ずか２つの切断・融合点からなることが明らかになった。２例のうちの１例は、切断・融合点に
レトロトランスポゾンの挿入が確認された。 
このように、複雑な染色体構造異常には、単純な構造異常にはない特殊な修復メカニズムが働
いていることが明らかになった。今後症例数を増やし、さらに詳細を明らかにしていく予定であ
る。 
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オープンアクセスではない、又はオープンアクセスが困難 －
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 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無

オープンアクセスではない、又はオープンアクセスが困難 －
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 １．著者名
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 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
Genomic backgrounds of Japanese patients with undiagnosed neurodevelopmental disorders.

Brain Dev. 776-782

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無

 １．著者名  ４．巻
Yamamoto T, Imaizumi T, Yamamoto-Shimojima K, Lu Y, Yanagishita T, Shimada S, Chong PF, Kira R,
Ueda R, Ishiyama A, Takeshita E, Momosaki K, Ozasa S, Akiyama T, Kobayashi K, Oomatsu H,
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 ２．論文標題  ５．発行年
Sequential radiologic findings in osteopathia striata with cranial sclerosis.

Diagn Interv Imaging. 529-531

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無

オープンアクセスではない、又はオープンアクセスが困難 －
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 １．著者名

10.1111/cga.12318.

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁
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 ２．論文標題  ５．発行年
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 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無

オープンアクセスとしている（また、その予定である） －
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10.24488/twmuj.2019005.

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁
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 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

有

 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
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第６５回　日本生殖医学会学術講演会（招待講演）

日本人類遺伝学会第65回大会（招待講演）

 ３．学会等名
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 ３．学会等名
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山本俊至

山本俊至

山本俊至

 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名

 ４．発表年
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【シンポジウム4；日本におけるPGT～臨床研究から倫理まで～】PGT-Aにおける本邦の課題

SMARCA2のhot spot変異は従来のSWI/SNF複合体症候群とは異なる表現型を示す
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 １．発表者名

 １．発表者名
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山本俊至, 山本圭子

山本俊至, 山本圭子, 恩藤由美子, 谷本綾子, 藤井裕士
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ナノポアシーケンスによって明らかになるゲノム構造異常

小児神経科医が知っておくべき出生前診断の現状

疾患特異的iPS細胞を用いたCDKL5てんかん脳症の病態解明
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 ４．発表年

 ４．発表年
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着床前染色体異数性診断(PGT-A)に用いる染色体数的異常の診断方法の検討.

神経発達障害に対するクリニカルシーケンスの診断効率.

小児神経科医が知っておくべき臨床遺伝学的検査.
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