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研究成果の概要（和文）：静脈血栓塞栓症の中でも特発性血栓症は、家系内多発、若年性発症、繰り返す再発、
まれな発症部位の血栓という特徴を示し、遺伝性血栓性素因を有する場合が比較的高い。静脈血栓塞栓症のパネ
ルの候補遺伝子として9遺伝子を選定し、次世代シークエンサー(NGS) 法と第三世代シークエンサー(Third 
generation sequencer, TGS) 法を用いて解析した。NGS法とTGS法で得られた配列を標準配列に照らし合わせる
とわずかに一致しない塩基が見られた。なかでも、TGS法で解析したPROS1遺伝子に一致しない塩基が比較的多く
見られ、これらはmiss callと思われた。

研究成果の概要（英文）：Unprovoked venous thromboembolism (VTE) is characterized by thrombosis at a 
relatively young age, a strong family history, recurrent episodes, and involvement of unusual sites.
 In this study, we conducted a genetic analysis of unprovoked VTE using next-generation sequencing 
(NGS) and third-generation sequencing (TGS), utilizing a candidate gene approach including three 
coagulation regulators and six clotting factors. When the sequences obtained by NGS and TGS were 
compared with the reference sequence, there were a small number of nucleotides that did not match. 
Among them, the PROS1 gene analyzed by the TGS method had a relatively large number of unmatched 
nucleotides, and these were judged to be miscalls.

研究分野： 血栓止血学

キーワード： 静脈血栓塞栓症　血栓性素因　凝固制御因子　特発性血栓症
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研究成果の学術的意義や社会的意義
次世代DNAシークエンス(NGS)法はヒト遺伝子解析に広く使用されているが、構造バリアントなどの大きなバリア
ントの同定は困難である。本研究では、静脈血栓塞栓症の遺伝子解析に、長いDNA配列を決定できるlong readの
第３世代DNAシークエンス(TGS)法を導入した。結果として、NGS では同定できず、TGS法で同定できるバリアン
トがあった。一方で、偽遺伝子をもつPROS1遺伝子では標準配列に一致しない塩基が見られたことから、さらに
検討を加える必要があると考えられた。

※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 

ヒト遺伝子解析では、サンガー法に代わって次世代シーケンサー(next generation sequencer, 
NGS) 法が登場し、多数の検体について広域の塩基配列決定が可能となり、ヒトゲノム解析に広
く用いられている。NGS 法は DNA を断片化した後、各断片について比較的短い塩基配列(short 
read)を決定し、これを標準配列(reference sequence)に貼り付ける(alignment)ことで、解析対象
のゲノム配列を決定する。こうした short read の特性から、NGS 法は一塩基置換(single 
nucleotide polymorphism, SNP)や短い挿入/欠失(short insertion/deletion, insdel)のような小さ
なバリアントは決定できるが、構造バリアント(structural variations, SVs: 50 bp から数 10 kb の
挿入/欠失/逆位/転座/重複)や新規に獲得した配列などの同定は困難である。ただし、原因未知
であった多くの遺伝性疾患の原因が未知であった時代は、short read シーケンサー技術は原因探
索に極めて有効な手段であり、特にエクソーム解析から多くの原因遺伝子(座)の同定に貢献した。 
 

２．研究の目的 

静脈血栓塞栓症の遺伝子解析に、10 kb-50 kb の DNA 断片を決定できる long read の第三世代
のシーケンサーを導入し、小さなバリアントの同定に加え、次世代 DNA シークエンサーでは見
逃してしまう構造バリアントの同定も行えるシステムの確立を目指す。アンチトロンビン遺伝
子は 20 kb 以下であり、プロテイン S 遺伝子は 100 kb 程度である。本研究では、国立循環器病
研究センターの静脈血栓塞栓症患者より、特発性血栓症患者を選び出し、静脈血栓塞栓症の候補
遺伝子解析を NGS 法と TGS 法を用いて行い、TGS 法の結果を標準配列と NGS 法で確認する。  
 

３．研究の方法 

１）国立循環器病研究センター・心臓血管内科部門・肺循環科では、静脈血栓塞栓症患者の登録
研究を進めている。静脈血栓塞栓症の中でも特発性血栓症は、家系内多発、若年性発症、繰り返
す再発、まれな発症部位の血栓という特徴を示し、遺伝性の血栓性素因を有する場合が比較的高
い。そこで、遺伝性血栓性素因の遺伝子解析を行うため、肺循環科の登録研究より特発性血栓症
患者を選ぶ。 
２）静脈血栓塞栓症のパネルの候補遺伝子として 9 遺伝子を選定し、次世代シークエンサー(next 
generation sequencer, NGS)法と第三世代シークエンサー(Third generation sequencer, TGS) 法
を用いて、特発性血栓症患者の遺伝子解析を行う。9 遺伝子は 3 種の凝固制御因子(アンチトロ
ンビン、プロテイン C、プロテイン S)およびプロトロンビンなどの 6 種の凝固因子である。NGS
法は MiSeq (Illumina, Tokyo, Japan)、TGS 法は PacBio RS II（Pacific Biosciences、Menlo Park、
CA、USA）を用いる。PacBio シークエンサーでは、各候補遺伝子のプロモーター領域、エクソ
ン領域、非翻訳領域(イントロンの全領域を含む)の DNA シークエンスを行う。 
３）TGS 法の結果を標準配列と比較検討する。 
 

４．研究成果 

１）肺循環科の静脈血栓塞栓症患者データベースより、特発性血栓症患者を選定した。 

２）PacBio シークエンサーによる候補 9 遺伝子の解析  
遺伝性血栓塞栓症の大部分はアンチトロンビン、プロテイン C、プロテイン S の機能喪失バリ



アントが病因であると報告されている。そこで、これら３つの遺伝子を中心に PacBio シークエ
ンサーの結果を解析した。 
３） TGS 法は遺伝子のエクソン領域に加え、プロモータ領域やイントロン領域も解析したの
で、NGS 法よりも多くの遺伝子バリアントが同定された。また、TGS 法により複数の構造バリ
アントも同定された。しかし、これらの構造バリアントはイントロン中にあり、それらの意義は
現在のところ不明である。NGS 法と TGS 法で得られた配列を標準配列に照らし合わせると一
致しない塩基が見られた。なかでも、TGS 法で解析した PROS1 遺伝子に一致しない塩基が比
較的多く見られ、これらは miss call と思われた。PROS1 遺伝子は塩基配列の同一性が極めて高
い偽遺伝子 PROSP があるので、偽遺伝子が妨害しているのかもしれない。 
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