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ロングリードシークエンサーによる先天異常症候群の新規発症メカニズムの解明

Long read sequencing elucidates the mechanism of multiple congenital anomalies.
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研究成果の概要（和文）：先天異常症候群に対して、既存のエクソーム解析で変異未検出例の中には、欠失・挿
入、均衡型転座、逆位などのゲノム構造異常が一定数存在する。本研究で、コピー数異常を認めない染色体均衡
型相互転座を例に、ロングリードシークエンスによりゲノム構造異常を同定した。転座切断点には日本人に多く
見られる構造多型があり、従来の参照配列ではなく日本人の参照ゲノム配列を用いて解析を行い同定することが
できた。本研究を通して、ゲノム構造異常同定のためにロングリードシークエンスが有用な手法であることを実
証した。

研究成果の概要（英文）：Some of the undiagnosed multiple congenital anomaly cases would result from 
genome rearrangements such as insertion/deletion, reciprocal translocation, and inversion. It is 
hard to find these rearrangements by exome sequencing or the ordinal methods, other than long-read 
sequencing. In this research, we identified the breakpoints of the balanced reciprocal translocation
 by a long-read sequencing. Structural variations are highly enriched around the breakpoints of the 
recombination, so we used the Japanese reference genome distributed by jMorp instead of the GRCh38 
genome for mapping the sequences. We found one of two junctions in mapping to jMorp genome, which 
was not called and found in GRCh38 genome. Long-read sequencing is efficient for the detection of 
the genome rearrangements. JG2.1.0 would be an alternative reference genome for the detection of the
 rearrangement encompassing structural variations.

研究分野：臨床遺伝
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ロングリードシークエンスにより、既存の方法では同定困難であったゲノム構造異常を同定することができた。
コピー数異常を伴わないゲノム構造異常は、マイクロアレイ染色体検査、ショートリードシークエンサーによる
構造異常解析でも検出が困難である。構造異常によりそこに存在する遺伝子の機能が失われて遺伝性疾患を発症
することが予想された。未診断例の中に一定数このようなゲノム構造異常を原因とした例が存在しており、本研
究によりゲノム構造異常を診断できたことで、ロングリードシークエンスの有用性を実証することができた。

※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。



1. 研究開始当初の背景 
  先天異常症候群の遺伝学的診断は、正確な疾患管理・遺伝カウンセリングに必要不可欠で
ある。原因遺伝子が想定できない臨床診断が困難な例ではエクソーム解析などのショート
リードシークエンサーを用いた網羅的遺伝子解析が有用である。ショートリードシークエ
ンサーによる全ゲノム解析での診断率は 40%にのぼり、プロモーターなどの調節領域やス
プライシングにかかわるイントロン領域のバリアントの検出や、ゲノムのコピー数変化や
ゲノム構造異常を検出することが可能であった。しかし依然として未診断例が半数存在し、
その中には欠失・挿入、均衡型転座、逆位などのゲノム構造異常が存在すると考えられた。
当初も現在も広く用いられているイルミナ社の HiSeq や MiSeq などの次世代シークエン
サーは 100-300 塩基と短いシークエンス長（ショートリード）での解析である。短いリー
ドをつなぎあわせただけではゲノムに関する断片的な情報しか得られずゲノム構造の異常
を検出できない場合がある。ショートリードでは、数 kb単位の塩基挿入・欠失やリピート
配列伸長を検出することは困難であるが、1 リードで数 kb におよぶロングリード解析では
ゲノム構造の全体像を俯瞰的にみることができる。ロングリードシークエンサーではこれ
まで検出困難であったゲノム構造異常を解析できるのではないかと考えた。 
 
2. 研究の目的 
本研究はロングリードシークエンサーを用いて、これまでに検出できなかったゲノム構造
異常を原因とする先天異常症候群を診断することを目的とした。具体的には全ゲノム解析
により、複雑なゲノム構造異常の詳細な構造解析と発症メカニズムの推定、変異未検出の臨
床診断確定例での疾患発生メカニズムの解明を目指した。 
 
3. 研究の方法 
 最初にゲノム構造異常(structural variation, SV)を検出するためのロングリード用の解析
パイプラインを構築した。ショートリードシークエンサー用の解析パイプラインはすでに
当施設で確立していたが、ロングリード用のものを新たに構築する必要があった。最終的に
改良を重ね、マッピングを MiniMap2、SV コールを Sniffles、ビューアーを Ribbon, IGV 
(integrated genome viewer)を使用して解析を行った。また、Oxford Nanopore Technology
社の PromethIONロングリードシークエンサーを用いてシークエンス解析を行った。 
 解析パイプラインの有用性を検証するために、コピー数変化を伴わない均衡型相互転座
の染色体ゲノム構造異常でロングリード解析を行った。染色体G-band 検査で転座が認めら
れるものの、コピー数変化を伴わない例では、従来の方法では同定が困難であった。 
 
4.研究成果 
 染色体均衡型転座の 2例に対してロングリードシークエンスを行った。 
 1例目は t(X;22)で X染色体短腕(Xp)と 22番染色体長腕(22q)の間の相互転座の女児例で



あり、発達遅滞、てんかんを認めていた。マイクロアレイ染色体検査ではコピー数異常を認
めず、X 不活化解析では 1:99 と不活化の偏りを認めた。X 染色体と常染色体の間の均衡型
相互転座女性の場合には、コピー数異常や遺伝子の切断を伴わなくても X 不活化によって
遺伝子発現量的な不均衡が生じて表現型異常を呈する可能性があった。本児の詳細な発症
メカニズムを同定するため、ロングリードシークエンスを行った。 
  Reference genome をGRCh38 にしてマッピングを行い、Sniffles によって派生 X染色体
der(X)の切断点は塩基単位でコールできた。切断点をはさむダイレクトシークエンスによ
り切断点を確認した。X 染色体、22 番染色体部分ともにそれぞれ 1 つずつ遺伝子を切断し
ていたが、いずれも疾患との関連は指摘されていない遺伝子だった。一方、派生 22 番染色
体 der(22)についてはうまくマッピングが行われず、切断点が検出されなかった。der(X)の
切断点に相当する部位を IGVで目視で確認しても、der(22)切断点に該当するマッピングリ
ードは確認できなかった。der(22)の 22 番染色体部分に構造多型が存在する可能性を考え
jMorp より日本人のゲノム配列（JG2.1.0）を用いてマッピングし直した。JG2.1.0 を用いた
マッピングでは切断点と予想される X 染色体、22 番染色体の接合リードを IGV で複数目
視で確認することができた。der(22)の接合部付近は AT リピートが連続する領域であり
PCR での増幅ができずダイレクトシークエンスでの確認はできなかった。目視で検出した
複数リードと JG2.1.0の参照配列がいずれも一致することをmultiple alignmentで確認して
切断点を決定した。 

 

図: 22 番染色体とX染色体の均衡型相互転座 
 
染色体組み替えは SINE, LINE といった short tandem repeats (STRs)など繰り返し配列
を切断点として組み替えがおきる場合があり、組み替え切断点付近は構造多型が存在しや
すい領域である。STRs はロングリードで 1 シークエンスリードごとに長く読むことによ
り、リピートだけではなくユニーク配列の領域を合わせて１回で読み取ってマッピングを
可能とする。一方、構造多型は人種ごとに異なり数十から数百 kbp とサイズの大きい構造



多型では、ロングリードでも 1 リードで読み取ることが不可能である。ロングリードシー
クエンスにおいて構造多型をシークエンスする上では、今回のように jMorp などの人種特
有のゲノムデータベースを参照配列とすることも選択肢にあがる。最近はテロメアやセン
トロメア領域も合わせて参照されているTtoT-CHM13 の利用も検討している。 
  2 例目は G-band 染色体核型正常例でマイクロアレイ染色体検査で 1 番染色体短腕に約
1Mb、2 番染色体長腕に約 2Mb、19 番染色体長腕に約 4Mb と 3 ヶ所に重複を認めた例で
ある。この結果からは複雑な染色体構造異常が背景にあることが疑われた。構造異常の全体
を把握することを目的にロングリードシークエンスを行ったが、それぞれの重複領域での
ゲノム構造異常は全くコールされなかった。GRCh38 によって、当該領域それぞれのマッ
ピングリードを IGV で目視することで重複領域をそれぞれ同定した。結果は、いずれも正
方向に重複する tandem duplication と判明した。ただ、他の染色体構造異常を同定するには
至らなかった。構造異常を特定できなかった原因として、coverage が不十分であること、リ
ード長が想定よりも短いものが多かったことがあげられた。coverage については出力数を
増やすことで対応可能であり、リード長ではゲノム抽出時に長いゲノムを抽出できるよう
な手法を用いてライブラリを作成することを検討している。 
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