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研究成果の概要（和文）：最先端のインフォマティクス解析によるエクソームデータの再解析および尿細胞を用
いたRNA-seqと全ゲノム解析を組み合わせたマルチオミクス解析によって、50%の症例で原因となる遺伝子異常の
同定に成功した。特にイントロン領域のバリアントの同定に有用であった。ゲノムベースのスプライス異常予測
とRNA-seqによるスプライス異常の評価はお互いに補完的な部分も大きく、非侵襲的に採取可能な尿細胞を用い
たマルチオミクス解析によって遺伝子診断率の向上が見込まれる成果が得られた。更に、ゲノム編集マウスによ
る分子病態の解明についても計4報を報告することができた。

研究成果の概要（英文）：By reanalyzing exome data using state-of-the-art informatics analysis and by
 performing a multi-omics analysis combining RNA-seq and whole genome analysis using urinary cells, 
we succeeded in identifying causative genetic abnormalities in 50% of the cases. The analysis was 
particularly useful in identifying variants in intronic regions, and the prediction of splice 
aberrations and the evaluation of splice aberrations by RNA-seq are highly complementary to each 
other. The multi-omics analysis using urine cells, which can be collected noninvasively, are 
expected to improve the gene diagnosis rate. In addition, we reported four reports on the 
elucidation of molecular pathophysiology using genome-edited mice.

研究分野：分子遺伝学

キーワード： マルチオミクス解析　インフォマティクス解析　尿細胞　ゲノム編集マウス
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
尿細胞は、皮膚線維芽細胞の代替細胞として非侵襲的に取得可能である点が優れており、今後採取方法に更なる
改良を加えることで、マルチオミクス解析を用いた遺伝子解析研究におけるパラダイムシフトを起こすことが期
待される。実際に尿細胞用いたRNA-seq解析で原因未同定であった3症例の原因同定に成功しており、疾患原因が
不明で苦しむ患者の助けになる臨床的意義の高い研究成果である。

※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 
希少遺伝性疾患の遺伝子・ゲノム解析は患者の管理・治療方針に重要であり、新たな責任遺伝子
の同定は疾患の分子基盤の理解と診断率の向上に不可欠である。エクソーム解析は、コストを抑
えて遺伝子の全エクソンの塩基配列（ゲノムの約 2%を占める）を一度に解析できる網羅的遺伝
子解析手法で、欠失や重複といったコピー数異常（Kodera ら Epilepsia 2013）、ミトコンドリア
DNAの変異、ヘテロ接合性の消失（Miyatakeら Clin Genet. 2015）といった異常に加えて、体細
胞モザイク変異（Nakashima, Saitsuら Ann Neurol. 2015; Saitsuら Ann Clin Transl Neurol. 2016）も
検出可能であることから、遺伝子解析のゴールドスタンダードである。我々のエクソーム解析に
よる小児脳神経疾患の病的変異・コピー数異常の同定率は 49.6%と高いものの、更なる原因特定
に当たっては新しい解析技術の導入が必須である。これには大きく、（1）新しいインフォマティ
クス解析によるエクソームデータの再解析と、（2）変異未同定例に対する新しいゲノム解析手法
の導入、の 2つがある。また、希少疾患に特有の問題として、新規遺伝子に病的と考えられる変
異が同定されたとき、同じ遺伝子に変異を有する患者が複数名見つけられなければその遺伝子
が新規責任遺伝子と結論付けられないという問題がある（N=1問題）。これを克服するための試
みとして、（3）変異マウスを用いて疾患発症との因果関係を実験的に証明、がある。 
 
２．研究の目的 
本研究は以下の目的を有する。 
（1）最先端のインフォマティクス解析によるエクソームデータの再解析：標準化表現型情報を
用いた変異の順位付けとディープラーニングによるスプライス異常予測による、これまで
のエクソーム解析で見過ごされてきた病的変異の同定 

（2）病的変異未同定例に対するマルチオミクス（全ゲノム＋RNA-seq）解析：エクソーム解析
では同定できない、イントロンや転写調節領域の変異・ゲノム構造異常の同定と、RNA解
析情報に基づいた変異・ゲノム構造異常の意味づけ 

（3）同定された変異をゲノム編集マウスで再現：同定された変異と疾患発症の因果関係を、変
異マウスを用いて実験的に証明すると同時に、その分子病態に迫る 

 
３．研究の方法 
（1） 最先端のインフォマティクス解析によるエクソームデータの再解析と新規症例のエクソ
ーム解析 
① HPO term による変異の順位付け（Phenotype matching module, N Engl J Med. 2019,  
② Deep learningによるスプライス異常予測（SpliceAI, Jaganathanら Cell 2019） 
③ ヘテロ接合性の消失領域の検出（H3M2 プログラム, Magiら Bioinformatics 2014） 
④ 2つのプログラムによるコピー数解析（XHMM プログラム, jNord プログラム） 
⑤ 最新の病的予測スコア（CADD, MCAP, MutationTaster2021等） 
⑥ ミトコンドリア変異の検出 
上記 6 つの特色を有するインフォマティクス解析で、病的変異未同定例のエクソームデータを
再解析した。また、新規症例についても同様に解析を行った。 
 
（2）変異未同定例に対するマルチオミクス（全ゲノム＋RNA-seq）解析 
過去の解析症例を含めて変異未同定に対してマルチオミクス解析を行った。RNA-seq に用いる
検体は当初は末梢血単核細胞を用いていたが、研究過程で尿細胞（human urine-derived cells: 
hUDCs）が皮膚線維芽細胞を似た発現プロファイルをもち、末梢血単核細胞よりも多くの神経疾
患の原因遺伝子が発現していることが分かった。尿細胞は非侵襲的に採取可能であることから、
末梢血単核細胞でなく、尿細胞を用いた RNA-seqを施行することした。 
 
（3）ゲノム編集マウスによる病的意義の評価と分子病態の解明 
我々が同定した新規原因遺伝子である ATP6V0A1 の変異ノックインマウス、CAMK2B の変異ノ
ックインマウスに加えて、2018年にてんかん性脳症の原因遺伝子として報告した CNPY3の HA
タグ挿入マウスを作成し、分子病態や発現パターンの解析を行った。 
 
４．研究成果 
（1） 最先端のインフォマティクス解析によるエクソームデータの再解析と新規症例のエクソ
ーム解析 

（エクソームデータの再解析） 
最先端のインフォマティクス解析による再解析によって、合計 12例で原因となる変異が同定さ
れた。初回解析後に報告された新規原因遺伝子の病的バリアントや、スプライス異常をきたすシ
ノニマスバリアントやイントロンバリアントも同定できており、最先端のインフォマティクス
解析による再解析の重要性が明らかになった。特筆すべき点として、エクソンーイントロン境界



から 8 塩基離れた病的イン
トロンバリアントの同定に
成功した（ Miyamoto ら
Neurogenetics. 2022）（図 1）。
SpliceAI と Pangolin の 2 つ
のスプライス異常予測プロ
グラムで病的と判断されて
おり、Deep learningによるス
プライス異常予測が病的な
イントロンバリアントの同
定に有用であった。 
 
（新規症例のエクソーム解析） 
計 228 症例の全エクソーム解析を行い、108 例（47.4%）で原因となる遺伝子変異あるいはコピ
ー数異常を同定した。特筆すべき点として、jNord（Uchiyamaら Human Mutation 2020）プログ
ラムを用いることで、KCNQ2遺伝子のエクソン 13からエクソン 17までの約 9kbの欠失をエク
ソーム解析データから同定しており、本プログラムの微細欠失同定に関する有用性を示す知見
であった。 
 
（2）変異未同定例に対するマルチオミクス（全ゲノム＋RNA-seq）解析 
エクソーム解析で原因となる
変異未同定 46 例に対して全ゲ
ノム解析を行った。うち 5例で
尿細胞による RNA-seq を行っ
た。15例（32.6%）で病的バリ
アントを同定でき、うち 5例は
逆位（図 2）や染色体微細欠失
であり、ゲノム構造異常の検出
における全ゲノム解析の有用
性が明らかになった。 
また、深部イントロンバリア
ントの同定にも威力を発揮
し、エクソンから 312-bp離れ
た深部イントロンバリアント
の同定と末梢血単核球を用い
た RNA 解析によるスプライス異常の証明
（Hiraideら J Hum Genet. 2020）、CC2D2A遺
伝子の深部イントロンバリアントと Alu 配
列のエクソンへの挿入の同定と尿細胞を用
いた RNA 解析でのスプライス異常の証明
（Miyamotoら Ann Hum Genet. Mar 7. online 
publication）といった、全ゲノム解析による
候補バリアントの同定からRNA解析による
病的意義確定という流れだけでなく、2例に
おいては尿細胞を用いた RNA-seq 解析と組
み合わせたマルチオミクス解析によって、
原因となるゲノム異常の同定に成功した
（Hiraideら J Hum Genet. 2022; Hiraideら J 
Hum Genet. Mar 10, online publication）。この
原因遺伝子（FBN1と TCTN2）は血液ではほ
とんど発現しておらず（図 2）、かつ SpliceAI
では異常が示唆されていなかった。このこと
から、尿細胞を用いた RNA-seq 解析がスプ
ライス異常を引き起こすイントロンバリア
ントの検出に有用であることが示された。 
 
（3）ゲノム編集マウスによる病的意義の評価と分子病態の解明 
（ATP6V0A1の変異ノックインおよびノックアウトマウス） 
てんかん性脳症患者の 4 名で de novo あるいは両アレル性の変異を ATP6V0A1 遺伝子に同定し
た。その病態を解明するために、de novo の R741Q 変異と両アレル性で見つかった A512P 変異
を導入したノックインマウスおよびノックアウトマウスを作成した。このうち R741Q 変異ホモ
接合性マウスとノックアウトマウスは胎内で死亡し、また A512P 変異ホモ接合性マウスも、患

図 2. PAFAH1B1に逆位の切断点を有する症例（上段）とコ
ントロール検体（下段） 

図 3. RNA-seqによる FBN1のイントロンバリ
アント（矢印）によるイントロン保持（矢頭）。
末梢血単核球ではほとんど発現しておらず、
尿細胞（hUDCs）が RNA解析に有用であった。 

図 1. GNAO1のイントロンバリアントによるスプライシング
異常（6塩基挿入） 



者と同様、大脳、小脳の神経細
胞に異常を示し、生後間もなく
体重増加の不良や運動失調な
どが見られ、2 週間以内に死亡
した。マウスの脳の各部位を電
子顕微鏡で調べたところ、遺伝
子変異によってプロトンポン
プがうまく機能しないことに
より、シナプスの数が減少して
いることも分かり、これがてん
かんの原因になっていると考
えられた（図 4. Aoto ら Nature 
Communications 2021）。 

（CAMK2B遺伝子の変異ノックインおよびノックアウトマウス） 
てんかん性脳症と小脳失調を呈する患者で同定された CAMK2B遺伝子の P213L変異をマウスに
導入し、またノックアウトマウスも作成して病態解明を行った。ホモ接合型 CaMKIIβ P213Lノ
ックインマウスは、生後 2 週間から年齢依存的な運動機能障害と成長障害を示した。 小脳では、
変異は mRNA転写レベルを変化させなかったが、CaMKIIβタンパク質レベルは劇的に減少した。 
さらに、細胞培養からの以前の結果とは対照的に、CaMKIIβの Thr287リン酸化も減少していた。 
CaMKIIβ P213L ノックインマウスは、CaMKIIβ ノックアウトマウスと同様の運動機能障害を示
した。このことから、P213L変異は機能獲得ではなく機能喪失によって疾患を引き起こしている
と考えられた。 私たちの疾患モデルマウスは、てんかん発作を除いて患者と同様の表現型を示
した。 その病態機序は脳内変異型 CaMKIIβ の減少であり、in vivo と細胞培養では変異の生理
的側面が大きく異なることを明確に示す結果となった（Mutohら J Neurosci Res. 2022）。 

（タグ挿入マウス） 
2018年に我々が報告したてんかん性脳症の原因遺伝子 CNPY3に関して、HAタグを挿入したマ
ウスを作成し、Cnpy3の発現が神経細胞で認められること、またシナプトソームと小胞体に局在
していること、生後早期に発現が増加するが、成人に近づくにつれが減少することを明らかにす
ることができた（Islamら J Neurosci Methods. 2023）。また、タグ挿入マウスの有用性についてま
とめた論文も報告した（Aotoら Int J Mol Sci. 2022）。 

図 4. ATP6V0A1の機能と疾患発症のメカニズム。オレンジ
色の〇がリソソーム、青い〇がオートファゴゾームを表す 
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