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研究成果の概要（和文）：本研究では、20kb以上の塩基配列を連続して読むことのできるナノポア・ロングリー
ド・シークエンサーを用いて、遺伝性疾患の原因となりうる単純反復配列やゲノム構造異常を検出する解析シス
テムを構築し、比較的実験・解析コストが少なく疾患ゲノムを解析し、病的な変化を見出す解析系を構築した。
この方法を用いて、従来の手法では未解決だった複数の疾患の原因を解き明かすことができた。ヒトゲノムの半
分は反復する配列であり、まだその機能がわかっていない部分も多い。本研究によって、疾患の克服へとつなが
る疾患ゲノムの解明と、ヒトゲノムの未知の機能についての新たな知見が得られる一歩となったと考えている。

研究成果の概要（英文）：In this study, we developed an analysis system to detect tandem repeats and 
genomic structural abnormalities that may cause genetic diseases using a nanopore long-read 
sequencer. We analyzed actual patients' genomes with relatively low analysis cost and labor to find 
pathological alterations. Using this method, we were able to elucidate the causes of multiple 
diseases that were unresolved by conventional methods. Genomic functions are not yet understood in 
many parts of the genome; most of which are repetitive regions. We believe that our attempt to 
unveil the disease genome will lead to overcoming diseases and will be a step toward gaining new 
insites about the unknown functions of the human genome.

研究分野：神経内科学

キーワード： ナノポアシークエンサー　遺伝性神経疾患 　ロングリードシークエンサー　単純反復配列

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
従来型のシークエンサーは長い反復配列の検出に弱く、ヒトゲノムに100万以上存在すると言われる単純反復配
列を網羅的に解析することは難しいと考えられており、ロングリードシークエンサーを用いたゲノム解析の開発
に期待がもたれていた。本研究では、実際の疾患患者の解析にロングリードシークエンサーを用いて、未解決課
題を解決することができるというproof of conceptを示すことができた。さらに、誰もが難治性疾患の診断や研
究に使うことができるように、コストを抑えたターゲットシークエンスによる解析系を立ち上げたことは意義が
大きいと考えている。

※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 

 

遺伝性疾患の原因変異探索において、この 10 年間、大量の短い塩基配列を並列に

大量に解析する次世代シークエンサーによる網羅的な遺伝子配列解析が行われてきた。し

かし、この方法は、CTG など数塩基が非常に長く繰り返す配列(単純反復配列)や、LINE, SINE

など同じ塩基配列がゲノム上に繰り返し存在する領域(散在性反復配列)の解析が、時とし

て難しい場合がある。高度に類似した配列は、変異率が一塩基置換よりも高いことがあり、

様々なゲノム構造の変化を引き起こす。ヒトゲノムには、単純反復配列のコピー数変化、欠

失、重複、挿入、転座、逆位などの構造多型が数多く存在し、こういった構造変化が重篤な

疾患を引き起こすことが知られている。これらの反復配列の解析には、1万塩基以上を一つ

づきに読むことのできる、ロングリードシークエンサーによるゲノム解析が有利であると

考えた。研究開始当初、ロングリードシークエンサーはエラー率も高く、解析のための基盤

となるインフォマティクス技術や、プラットフォームが整備されていなかったため、これら

のゲノム構造異常をロングリードから解析する 2 つのツールの構築とその解析システムの

実用化を計画した。この手法によって、従来の手法で見落とされてきた、単純反復配列の伸

長による疾患や、複雑なゲノム構造異常の詳細が解き明かされるのではないかと考え、研究

を開始した。 

 

 

２．研究の目的 

 

本研究では、ナノポアシークエンサーを用いて、遺伝性疾患の原因となりうる単純

反復配列やゲノム構造異常を検出する解析システムを構築し、そのヒト疾患における意義

や成り立ちを解明することを目指す。 

 

 

３．研究の方法 

 

単純反復配列の変化をゲノム網羅的に解析するツール tandem-genotypes と、新し

く開発したゲノム構造異常を検出するツール dnarrange を使い、従来の手法で原因が不明

だった神経疾患などの、遺伝性疾患の全ゲノムシークエンスデータの解析を行う。さらに、

lamassemble というロングリードを多重アライメントするツールの開発も行い、伸長リピー

トや構造異常のコンセンサス配列を作ることで、正確な切断点やリピート内部構造を決定

する。これらのツールには、患者で特に伸長している反復配列に優先順位をつけることや、

他のコントロールにはみられないまれな構造多型を絞り込むなどの機能があるため、疾患

原因となりうる稀な変化を効率的に検出することが可能である。 

 

 

４．研究成果 



 

単純反復配列については、神経核内封入体病の原因が NOTCH2NLC の 5’UTR にある

GGC リピートの伸長であることを見出していたが(Sone & Mitsuhashi & Fujita et al. 

2019)、その後も複数の患者を同定し(Okubo et al. 2019)、さらにロングリードシークエン

スによるエピゲノム解析をおこなった(Fukuda et al. 2021).また、これまで原因不明であ

った小脳性運動失調-ニューロパチー-前庭反射消失症候群(CANVAS)の一例に、疾患原因と

なるRFC1のイントロン領域に両アリルのリピート伸長を見出した (Nakamura et al. 2020)。 

さらに、lamassemble というロングリードを多重アライメントする手法により、ロングリー

ドのコンセンサス配列を作り単純反復配列内部の構造や構造多型を明らかにすることがで

きることが可能となった(Frith et al. 2021)。これは、リピート内の構造が表現系と関わ

ることや、精度高く染色体の切断点を同定できることから、疾患メカニズムを考える上でも

非常に有用であった。 

さらに、過去にショートリードシークエンサーやマイクロアレイでは詳細が同定

できなかった５例の染色体異常患者について、ナノポアシークエンサーで全ゲノムシーク

エンスを行い、dnarrange 解析によりゲノム構造を明らかにした(Lei et al. 2020, 

Mitsuhashi & Ohori et al. 2021)。そのうち 2例では多数の複雑なゲノム構造異常を見出

し、染色体破砕現象が示唆された。同時に開発した dnarrange-link を用いて、複雑なゲノ

ム構造を組み立て、リファレンスゲノムと比較し、ゲノム構造の変化を再構築することによ

り、染色体破砕現象を可視化することに成功した。また、dnarrange では、同じ構造異常を

持たないロングリードシークエンス データをコントロールにすることにより、数千あった

構造多型から、患者特有の構造多型を 100 以下に絞り込むことができ、疾患原因となるまれ

な多型を効率的に見出すことが重要であることがわかった。このような絞り込みはロング

リードの構造多型データでは行われたことがなく、新規性が高い。 

さらに、疾患原因となるリピートは健常においても多型性があるという結果を得

た(Mitsuhashi et al. 2021)。これは多型性のあるリピートに注目して新たな疾患原因を

見出すことができるかもしれないということを示唆しており、過去にゲノムワイド関連解

析や疾患家系の連鎖解析などで見つかっている疾患関連ローカスの近くにある多型性のあ

るリピートが原因となっている可能性について、神経疾患をターゲットに新たなリピート

の原因を絞り、複数の箇所を同時にターゲットシークエンスする方法を確立した。 

また、遺伝性疾患の中には、散在性反復配列からの転写産物の発現が上昇している

ものがあり、このメカニズムを明らかにするため、ナノポアシークエンサーによる direct 

RNA シークエンスを用いて、この疾患で特徴的に発現する新規のトランスクリプトを多数同

定した(Mitsuhashi et al. 2021)。現在、これらの反復配列の機能解析を進めている。 

遺伝性疾患の原因は、従来のショートリードシークエンサーで明らかになってい

ないものが半数以上存在する。ロングリードシークエンサーの実用化によって、これまでの

技術では困難であった領域の解析が期待されているが、臨床遺伝学的に実用的なツールが

ほとんどない。本研究では、新しく開発した tandem-genotypes と dnarrange という二つの

アプローチを用いることで、遺伝性疾患のロングリード全ゲノム解析結果から、疾患原因を

見出すことが可能になることを示しており、さらなる実用化へむけてこれらのツール開発

を行っていきたいと考えている。 
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