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研究成果の概要（和文）：本研究は、タンデムマスを中心とした新生児マス・スクリーニングで診断不可能な先
天代謝異常症やQT延長症候群など、新生児期での発見が重要と思われる遺伝子関連疾患等を対象に、ゲノム解析
により出生直後より短時間でスクリーニング的に検出できるシステムを構築することを目的とした。
血液からの迅速なDNA精製、1172遺伝子パネル（先天代謝異常、心疾患・伝導障害、免疫異常等）、FPGAを用い
たマッピング等を用いて構築し、実際にSCL25A20、KCNH2遺伝子の病的バリアントなど確認できた。
本クリーニング法は、コストがかかるものの、72時間以内でのバリアント検出が可能であった。

研究成果の概要（英文）：This study is based on genome analysis for genetic diseases that are 
important to be detected in the neonatal period, such as inborn errors of metabolism and long QT 
syndrome, which cannot be diagnosed by newborn mass screening based on tandem mass analysis. The 
purpose was to construct a system that can be covered the diseases widely and can be detected by 
screening in a shorter time than immediately after birth.
Rapid DNA purification from blood, 1172 genes panel (inborn errors of metabolism, heart 
disease/conduction disorder, immune diseases, etc.), the human genome reference mapping/variants 
calling/annotation using FPGA were combined and constructed the system. Using the system, pathogenic
 variants of the SCL25A20 gene, the KCNH2 and other genes were practically confirmed.
Although this screening system is costly, it was possible to detect variants within 72 hours.

研究分野： 小児科学、ゲノム医科学、遺伝学、分子生物学

キーワード： 新生児スクリーニング　網羅的遺伝子解析　遺伝子パネル解析　FPGA　NGS　病的バリアント

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、現在行われている新生児マス・スクリーニングでカバーできない疾患、期間を解消するための、試行
的研究である。
本研究では、次世代ゲノム解析を中心として、１）現在のマス・スクリーニングがカバーしていないが小児期診
断が重要な疾患も対象とできること、２）症状等が現れる前の早期の段階で見出すことができること、を目指し
たスクリーニングシステムを構築した。研究成果は、コスト面の問題が残るものの、新生児期に治療等で防げる
重要な疾患を見出すことが可能で、本システムを発展させることにより、当該疾患の頻度や傾向に関する研究お
よび小児医療に貢献できると思われる。

※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。



 

 

様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 先天代謝異常症などには、新生児期の治療介入により予後の改善が期待できる、超早期の診
断が重要な疾患が知られている。 
 タンデムマス法は、質量分析に基づく優れた手法であるが、主に血中の代謝産物を測定する
ため、いくつかの限界がある。例えば、血中に代謝産物が蓄積しない疾患は、診断ができない。
このため、新生児突然死症候群の原因の一つとされている QT 延長症候群などの診断は不可能
である。また、先天代謝異常症においても代謝産物の蓄積が必要なため、出生直後ではなく、
４〜５日後に採血をしないと測定が困難であり、出生後からの時間を要する。といった点が、
現在の問題となっている。 
 一方、ゲノム解析は、DNA を対象とするため、出生直後の児の組織（血液等）からすぐに
解析が可能である。また、遺伝子を直接解析するため、代謝産物等に関係なく、多くの疾患を
対象とできる。このため、対象になる疾患の広がりは非常に大きい。特に、次世代シーケンサ
は網羅的に解析が可能であり、対象疾患を広くスクリーニングするのに適している。しかしな
がら、次世代シーケンサから出力されるデータは大量であるため、その後のコンピュータを用
いたデータ解析等に時間（全エクソーム解析においては、マッピングに十数時間を要する）を
要し、やはり新生児の早期スクリーニングの活用には限界があるとされている。 
 ところが、近年（申請当時）、チップ上にプログラムを書き込むタイプ（field-programmable 
gate array; FPGA）による超高速解析装置が登場し、申請者が国内で最初に導入して検討した
ところ、圧倒的な早さで解析が可能なことが判明した（全エクソームデータ解析が従来の十数
時間から約４分に短縮された）。 
 よって、これらを活用し、スクリーニング用のパイプラインを構築することで、新生児の重
要な疾患に対する超高速ゲノムスクリーニングが可能と考え、本研究を申請、開始した。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究は、タンデムマスを中心とした新生児マス・スクリーニングで診断不可能な先天代謝
異常症や QT 延長症候群など、現時点で出生直後には診断困難であるが、新生児期での発見が
重要と思われる遺伝子関連疾患等を対象に、ゲノム解析により出生直後より短時間でスクリー
ニング的に診断できるシステムを本邦に相応しい形で構築し、そのプロトタイプを実現するこ
とを目的とした。 
 本研究の最終的な目標は、生後 48~72 時間以内の超早期スクリーニング法の開発および実践
により、治療可能な新生児患児を発見・診断できることである。 
 超早期スクリーニング法の開発は海外においても研究が始まったばかりである（申請当時）。、
また、ゲノム解析においては、地域に合ったゲノムデータ等の整備も必要となる。従って、海
外の例などを単純に移設できるとは限らず、国内データ、実例に基づく解析が重要であり、こ
れらを含めて構築することによる、本邦に合った独自の系の開発も目的としている。 
 
 
３．研究の方法 
 本研究は、１）遺伝子解析パネルの構築と比較、２）超高速データ解析機器のマッピング精
度およびバリアント検出精度の検討、３）超高速データ解析機器処理後のデータ解析パイプラ
インの構築、４）検体からの迅速 DNA 抽出法の検討、５）新生児ゲノムスクリーニング用パネ
ルの作製、６）新生児ゲノムスクリーニング系の構築と実践、の６項目を実施、最適な条件を
見出し、これらを組み合わせて超高速ゲノムスクリーニング法を確立することを目指した。 
 
（１）遺伝子解析パネルの構築と比較 

 解析対象遺伝子については、現在、HaloPlex 法（Agilent Technologies 社）での先天
代謝異常症の既知 309 遺伝子（219 疾患）、結合織関連疾患の既知遺伝子等のパネルを作製
しているが、その他の手法（アンプリコン法等）に基づく濃縮法も検討する。 
 

（２）FPGA による超高速データ解析機器のマッピング精度およびバリアント検出精度の検討 
 次世代シーケンサより得られた配列データ（FASTQ ファイル）を用いて、超高速データ
解析機器を使用し、マッピング、SNP, indel コールの精度を検証する。 
 

（３）超高速データ解析機器処理後のデータ解析パイプラインの構築 
 超高速データ解析機器により、bam ファイル、vcf ファイルが出力されるが、これらを
基に、バリアントタイプ、バリアントの集団中の頻度情報、バリアントにより生じるタン
パク質への影響推定などのアノテーション、一部絞り込みとリスト化を行うパイプライン



 

 

を構築する。 
 バリアントの集団中の頻度に関しては、dbSNP, ExAC, 1000Genomes, HGVD, ToMMo 3K な
ど日本人の頻度情報も付加する。加えて、これらのデータをもとに、ClinVar のデータも
加味した、病的影響度推定結果を出力し、一目で評価できるパイプラインを設計する。 
 

（４）血液検体、その他の検体からの迅速 DNA 抽出法の検討 
 ろ紙血、微量血液、口腔内スワブ等からカラム法その他の手法により DNA 抽出を行い、
所要時間、ゲノム DNA 長の分布、品質の検討を行う。また、実際に次世代シーケンス解析
を行い、出力されるデータ品質をチェックし、最適な抽出法の選定を行う。 
 

（５）新生児ゲノムスクリーニング用パネルの作製 
 新生児スクリーニング用に先天代謝異常症、QT延長症候群などの既知原因遺伝子を加え
た遺伝子パネルを作製し、実際に解析を行う。また、全エクソーム、全ゲノムでの解析精
度についても比較検討する。 
 変異が不明な検体についても解析を行い、結果については、Sanger 法等での検証を行う。 
また、従来の手法での解析による検証も行う。 

 
（６）新生児ゲノムスクリーニング系の構築と実践 

 検体採取（採血等）から検出までを一貫して行い、所要時間等について確認する。 
 実際に、変異不明な検体を用い、スクリーニング系を実践し、影響度推定結果出力から
最終判定までの時間を計測、従来の手法による同様の判定までの時間と比較し、有効性を
探る。 

 
 
４．研究成果 
（１）遺伝子解析パネルの構築と比較 

 まず、キャプチャー法での先天代謝異常症原因遺伝子解析パネルについては、309 遺伝子
を搭載でき、網羅的に解析が可能であった。一方、アンプリコン法は、309 遺伝子全てを一
度に均一に濃縮することは困難で、網羅性からはキャプチャー法がよいと思われた。ただ、
対象疾患を、先天代謝異常症の原因遺伝子に加え、循環器疾患、心伝導路異常の原因遺伝子
等を追加した際に、キャプチャー法では新たに構築する必要があるのに対し、アンプリコン
法は、反応系は増えるものの、別途追加で作製し、後に混合することが可能であったので、
フレキシビリティの点では、アンプリコン法の方が有利であった。しかしながら、今後、対
象遺伝子数が増加することを考えると、全エクソン濃縮、シーケンスを行った後、ドライ解
析での絞り込みの方が、汎用性、拡張性が高いと考えられた。 

 
（２）FPGA による超高速データ解析機器のマッピング精度およびバリアント検出精度の検討 
および（３）超高速データ解析機器処理後のデータ解析パイプラインの構築 

 FPGA によるヒトゲノムリファレンス配列へのマッピングについては、全エクソームデー
タでも従来の十数時間から約 4分と大幅な短縮が可能となったが、全ゲノムデータにおいて
も、1 時間以内（約 45 分）と劇的な時間短縮となった。先天代謝異常症原因遺伝子解析パ
ネル（309 遺伝子）のデータについて
は、数秒（〜５秒）であった。（図１） 
 
 FPGA を使用した超高速データ解析
機器によるデータ解析パイプライン
を構築し、従来でのマッピング、バ
リアントコールと比較したところ、
SNV は 91.2%一致することが判明し、
SNV 検出に関しては、精度に違いは無
いと結論できた（図２）。また、indel
に関しては、比較的大きな（約 100bp）
の indel 検出に加え、CNV 検出も可能
であった。一致しないバリアントは、
カバー率の低い部分が約半数を占め
た。                図１：FPGA を活用したゲノムデータの参照配列への 
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 本バリアントコールに関して、研究
期間中に、独自のアルゴリズムから
GATK をベースとしたプログラムへ変更
されたが、バリアント検出に関しては、
大きな差は認められなかった。よって、
バリアント検出に関しても、FPGA を活
用した解析（注：本研究ではDRAGEN シ
ステムのみ）は精度の観点からも問題
なく活用でき、迅速スクリーニング構
築に有用と結論された。 
 
（研究期間中に、DRAGEN システムが組
込まれた次世代シーケンスプラットフ
ォームが登場した） 
 
（４）血液検体、その他の検体からの迅速 DNA 抽出法の検討 
 検体（血液、唾液）からの DNA 抽出に関して、一般的なカラム法（各社数種類）、低浸透
圧による核酸成分の抽出を行い、ライブラリ作製後の品質について検討した。結果、一般的
なカラム法については、所要時間以外に品質について大きな差は認められなかった。
multiplex PCRによる濃縮（アンプリコン法）、ライブラリ構築の場合、低浸透圧法により 5
分以内で精製が可能であった。酵素法等によるライブラリ構築、キャプチャー濃縮（キャプ
チャー法）においては、カラム精製が良く、DNA 精製時間においては、各社異なるものの最
短で 15 分程度を要した。一般的なカラム法については、所要時間以外に品質について大き
な差は認められなかった。低浸透圧法については、精製度は劣るものの、迅速性において有
利であり、ライブラリ作製にも使用可能であることが分かった。特に、アンプリコン法での
濃縮、ライブラリ作製においては、大差はなかった。よって、アンプリコン法での濃縮パネ
ルを想定する場合は、低浸透圧法で行うのが簡便でよいと思われた。しかしながら、所要時
間に関して、前項目のマッピング等データ解析に比べると大きな差はなく、現時点では、カ
ラム法でよいと考えられる。一方、コンタミネーション、検体取り違え等の観点からは、低
浸透圧法の方がステップ数等少ないこと、将来的にロングリードシーケンスを組み入れる場
合、抽出時の DNA 長が問題となる点を考慮すると、今後も検討が必要であると考えられた。 

 
（５）新生児ゲノムスクリーニング用パネルの作製 および （６）新生児ゲノムスクリーニ
ング系の構築と実践 

 まず、キャプチャー法による先天代謝異常症原因遺伝子解析パネルを作製、対応してアン
プリコン法による同遺伝子パネルを作製したが、現在の、新生児マス・スクリーニングで対
象となっていない先天代謝異常症に加え、代謝産物の検討では解析困難な、循環器疾患／心
伝導路異常、免疫異常、神経筋疾患、呼吸器疾患で、新生児・小児期に原因特定が重要と思
われる既知の遺伝子を抽出し、1172 遺伝子パネルとした。また、全エクソームデータ、全
ゲノムデータから同遺伝子領域を抽出可能とする、バーチャル遺伝子パネルを構築した。 
 本パネルを用いて、（６）を実施した。 
 臨床的に先天代謝異常症が疑われる患児、網羅的ゲノム解析により病的バリアントを特定
した患児の検体について、本システムを活用して、最初の遺伝子パネル、拡張後の 1172 遺
伝子パネル、バーチャル遺伝子パネルによる解析を実施した。 
 306 遺伝子パネルによる GBE1 遺伝子、SCL25A20 遺伝子（Hum Genome Var 2020;7:11）等
の先天代謝異常症の病的バリアント検出に加え、拡張後の遺伝子パネルにて RYR2 遺伝子、
KCNH2 遺伝子、SNTA1 遺伝子等（病的バリアントについて論文作成中）の心伝導障害原因遺
伝子の病的バリアントを抽出、病的原因として出力できることを確認した。加えて、それら
の患児ゲノムの全エクソームデータから、バーチャル遺伝子パネルを使用して、バリアント
解析を行い、全例で、病的バリアントの絞り込みが可能であることを確認した。 
 以上を一連のシステムとして、実際に行った結果、本クリーニング法は、個別に行う場合、
トータルコストがかかるものの、72時間以内でのバリアント検出が可能であった。 
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