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研究成果の概要（和文）： PCR によるゲノム領域をカバーするゲノム領域特異的増幅法、

150-200mer のビオチンラベル cRNA を領域特異的プローブとして溶液中でハイブリさせる液層

ハイブリ法を用いて次世代シーケンサー解析を行った。PCR システムの次世代シーケンス解析

でシーケンス正確性と検出度を確認した。液相ハイブリ法は、対象領域のほぼ９０％の領域の

検証が可能であり網羅的スクリーニングの系として有用であった。現在後者のシステムを採用

し疾患遺伝子を行っている。 

 
研究成果の概要（英文）：The advent and frequent update of next generation sequencers (NGSs) 
can attain the appropriate accuracy for mutation analysis and push  disease-related 
genome analysis into the new stages. We now use Illumina Genome Analyzer (GA) IIx and 
Hiseq2000 which can produce as much as 60-Gb and 600-Gb sequences in one run, respectively. 
To focus on genes, we utilized exon capture methods such as SureSelect (Agilent). The 
current NGS protocol uses 100-108-bp pair-end reads and usually produces 8-9 Gb sequences 
(per one sample) could be enough for analysis of the whole exome: 90 % of exome bait regions 
are covered by 8-10 reads or more. Sequences are aligned using MAQ, BWA, Novoalign and 
commercial-based NextGENe software all of which are able to extract nucleotide changes 
and small insertions/deletions. The most critical step is the priority scheme selecting 
variants. We have been successful in addressing culprit mutations in several diseases. 
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１． 研究開始当初の背景 

 

一般的なサンガー法を用いたヒト 1 名のデ

ィプロイドゲノム分（60 億塩基対）の完全な

塩基配列決定には、約 1000 万ドル（12 億円）

のコストが必要と試算される。次世代シーケ

ンサーのロシュ 454、イルミナ Solexa、ABI 

SOLID を用いれば、それぞれ、0.05 Gb (ロシ

ュ)、1 Gb（イルミナ）、3 Gb（ABI）規模のシ

ーケンス解読が１回で可能である。現行のサ

ン ガ ー 法 の 100-1000 倍 の 処 理 能 力 と

1/100-1/1000 のコストが実現される（イルミ

ナ Solexa での試算）。本研究は高速シーケン

サーを用いてヒト疾患ゲノム解析を行うため

に鍵となると考えられるゲノム領域を選択す

る技術を用いて、この技術と高速シーケンサ

ーを組み合わせて効果的なヒト疾患責任遺伝

子単離・同定法を確立することを目的に提案

された。 

 

２．研究の目的 

 

所有する高速シーケンサーはイルミナ社・

GAIIx である。2008 年のカタログスペックで

は、1回のシングルランで 36bp のシーケンス

長で 5 千万リードが可能で産出シーケンスは

1.5 Gb である。Solexa は市販されている次世

代シーケンサーの中で最も普及し、反応系が

シンプルでデータ産出が容易さにおいて優位

性がある。ヒト遺伝子領域の変異・SNP 検出

能力においては、高いシーケンス産出力によ

る対象領域の高カバー率を考慮すると次世代

機の中で遺伝子変異解析において優位性があ

る。さらに解析領域のゲノムサイズを 20-30 

Mb 程度に絞り込む（選択する）ことで、1 ラ

ンで 20 カバレッジ以上の解析は容易に可能

となりシーケンスエラーは、1 Mb に 1-2 個程

度と変異解析において大きな障害にならない

解析系となる。ヒト遺伝子領域は全ゲノムの

約 1%であり約 30 Mb がエクソン領域となるた

め全遺伝子エクソン領域の解析も 1 ランの解

析対象レベル（50 カバレッジ）である。よっ

て解析領域を効率よく選択・回収できれば 1

例のエクソン領域の deep sequencing が 1 ラ

ンで可能となり、遺伝子の突然変異によるメ

ンデル遺伝病などの解析には最適な解析系と

なる。ゲノム領域選択技術として①Long-PCR

による増幅法、②アレーを用いたシーケンス

キャプチャー法（下図左）、③液層ゲノム分画

法（下図右）が挙げられる。①は Long-PCR で

10-25 Kb の PCR 増幅を行いこの産物によって

解析対象領域をカバーする方法である。確実

ではあるが PCR エラーと多数の PCR プライマ

ーを含む試薬コストが問題である。例えば 1 

Mb の領域は 20 Kb の Long-PCR が 50 セットで

カバー(20x50=1000 Kb)される。②はアレーに

固着した領域特異的 DNA プローブで、③は液

層に浮遊させた領域特異的 cRNA プローブで、

ゲノム解析領域を選択するもので、最大 30 Mb

程度のゲノム領域を回収することが可能であ

りこれを次世代機でシーケンス解析する。 

解析対象疾患は、単一遺伝子病（メンデル遺

伝病）である。申請者らはこれまでの研究過

程で責任遺伝子が未解決の複数のメンデル遺

伝性疾患の検体の集積がある。遺伝子責任領

域マッピングが完了しているが遺伝子未同定

の脊髄小脳変性症、Waardenburg 無眼球症候

群や新型エーラスダンロス症候群、あるいは

遺伝子への手がかりがない歌舞伎メーキャッ

プ症候群、Coffin-Siris 症候群、Aicardi 症

候群などである。これらの症例は、全て保有

する高密度マイクロアレー解析を行い病的な

染色体微細欠失・重複を有さないことを確認

済みで、点変異による疾患発症が極めて濃厚

な症例群を解析対象とする。 

 

３．研究の方法 

 

比較検討するゲノム領域選択技術は以下の

3種類である。 

(1)Long-PCR による領域増幅法 

近年の PCR 用酵素の進歩でゲノム DNA を鋳

型にした PCR ですら 10-25 Kb サイズの増幅

が可能になってきている。この技術を用い



れば 1 Mb の領域は約 50 個の PCR で被覆で

きる。これらの PCR プロダクトを次世代シ

ーケンサーで解析すれば 1 ランで解読終了

となる。PCR であるため検出された塩基変

化は PCR エラーと区別する必要があるが、

それぞれの変化は個別に症例とその両親で

通常の PCR シーケンスによるトリオ検証等

で解釈は容易である。 

(2)アレーを基盤とするシーケンスキャプ

チャー法 

60mer のオリゴ DNA からなるシーケンスキ

ャプチャー用マイクロアレーを作成する。

高密度オリゴ DNA アレーを作成すれば最大

30 Mb 程度の領域をカバーすることが可能

である。解析対象ゲノム DNA を 500 bp 程度

に断片化し両端に linker-primer を付けア

レーにハイブリ、そして領域選択を行う。

選択されたゲノム断片はプライマーで増幅

後、次世代シーケンサー解析を行う。アレ

ーにハイブリし回収された DNA が、ヒトゲ

ノムの両アリルを代表しているか、対象領

域をカバーしているかの評価が重要である。

NimblGen 社や Agilent 社のプラットフォー

ムで設計が可能である。 

(3)液層ゲノム分画法 

ビオチン標識化した150～200merのcRNAを

ゲノム領域選択プローブとする。このプロ

ーブを 5 万～6 万種類作成したものを 1 チ

ューブ内に収納し 500 bp 程度に断片化した

疾患ゲノムをチューブ内の溶液中でハイブ

リダイゼーションさせる。ハイブリさせた

プローブをストレプトアビジンを固着した

マグネットビーズで回収し、プローブ RNA

を消化しハイブリダイズした領域特異的

DNA を 収 集 す る 。 cRNA プ ロ ー ブ が

150-200mer と長く特異性が高いことと

cRNAプローブ量が液層で濃度が高く設定で

きるため領域特異的 DNA 回収効率が高いこ

とが期待される。回収したゲノム DNA を次

世代シーケンサーで解析する。液層分画プ

ラットフォームは Agilent 社で設計が可能

である。 

(4)最適プラットフォームの比較検討と選

択 

以上のゲノム領域選択技術を同じ症例で解

析しそれぞれの解析データを比較検討し、

コスト並びにゲノム選択効率から最良のプ

ラットフォームを決定する。単一のプラッ

トフォームで網羅的な解析が難しい場合、

それぞれの解析を組み合わせて補完しなが

ら候補領域の解析を行う必要がある。 

(5)解析対象 

メンデル遺伝性疾患で責任遺伝子が未同定

の複数の疾患が対象である。また正常表現

型両親に生まれた典型弧発例が最適の対象

となる。即ち、両親には観察されない遺伝

子異常が症例にのみ観察され新生突然変異

（fresh mutation）による発症が明らかに

できる症例が理想的である。遺伝子責任領

域マッピングが完了しているが遺伝子未同

定の脊髄小脳変性症や新型エーラスダンロ

ス症候群、あるいは遺伝子への手がかりが

な い 歌 舞 伎 メ ー キ ャ ッ プ 症 候 群 、

Coffin-Siris 症候群、Aicardi 症候群など

を解析したいと考えている。既にそれぞれ

の疾患で 10～40 例程度の蓄積があり候補

遺伝子の変異を見つけた場合直ぐに普遍化

できる、即ちその他の症例で検証できる状

況にある。 

 

４．研究成果 

 

高速シーケンサーを用いてヒト疾患ゲノム解

析を行うために鍵となるゲノム領域を選択す

る技術を用いて、この技術と高速シーケンサ

ーを組み合わせた効果的なヒト疾患責任遺伝

子単離・同定法を確立することを目的として

研究を進めた。PCR によるゲノム領域をカバ

ーするゲノム領域特異的増幅法、150-200mer

のビオチンラベル cRNA を領域特異的プロー

ブとして溶液中でハイブリさせる液層ハイブ

リ法、あるいはマイクロアレーを基盤とした

固層ハイブリ法を用いて遺伝性要因の高いと

考えられる複数の疾患を対象に次世代シーケ

ンサー解析を行った。PCR システムの次世代

シーケンス解析とりシーケンシングアレーを

用いた検証でほぼ同等のシーケンス正確性と

検出度を確認することができた。このうち液

相ハイブリ法と固層ハイブリ法は、対象領域

のほぼ９０％の領域の検証が可能であり網羅

的スクリーニングの系として有用であった。

産出したゲノムシーケンス情報は、MAQ、BWA, 



Novoalign 等の各種 aligner でマッピングを

施行し、現行のデータベース上のヒトゲノム

参照シーケンスと SNP データベース情報を参

考に変異候補となるバリアントを抽出、その

リストを作製した。個々のバリアントについ

て症例とその両親のゲノムでの確認を行い、

いくつかの疾患で新生突然変異（fresh 

mutation）を同定した。これまでのところ

Novoalign と GATKを用いてバリアントを抽出

し ANNOVA を用いて意義付けを行うシステム

を採用作り上げ疾患遺伝子の特定に効果を上

げている。脊髄小脳変性症や歌舞伎メーキャ

ップ症候群、Coffin-Siris 症候群で遺伝子特

定に至った。  
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⑬ Naomichi Matsumoto “Identification of 

two epilepsy-related genes from a 

2.25-Mb microdeletion in one patient” 

(Invited lecture at Department of Human 

Genetics, Leiden University, Leiden, 

The Netherland, May 26, 2011) 

⑭ 第18回遺伝性疾患に関する出生前診断研

究会「次世代シーケンサーを用いた疾患

ゲノム解析の現状」（佐賀大学医学部・佐

賀 10 月 1日） 

⑮ 日本人類遺伝学会第 56 回大会「ヒト遺伝

性疾患の原因解明を目指して」学会賞受

賞講演（於・幕張メッセ 11 月 11 日） 

⑯ 日本人類遺伝学会第 56 回大会「次世代シ

ーケンサーを用いたヒト疾患ゲノム解析

法」(シンポジスト)シンポジウム 11(超高

速シークエンサーによる疾患ゲノム解

析) （於・幕張メッセ 11 月 12 日） 

 

〔産業財産権〕 

○出願状況（計 7件） 

 

名称：び慢性大脳白質形成不全症の検出方法 

発明者：才津浩智／松本直通 

権利者：横浜市立大学 

種類：特願 

番号：2011-226488 

出願年月日：平成 23 年 10 月 14 日 

国内外の別：国内 

 

他６件 

 

○取得状況（計 0件） 

 

〔その他〕 

ホームページ等 

 

http://www.yokohama-cu.ac.jp/amedrc/res/

matsumoto2011_8.html 

http://www.yokohama-cu.ac.jp/amedrc/res/

matsumoto2011_10.html 

http://www.yokohama-cu.ac.jp/amedrc/res/

saitsu2011_12.html 

http://www.yokohama-cu.ac.jp/amedrc/res/

matsumoto2012_03.html 

http://www.yokohama-cu.ac.jp/amedrc/res/

matsumoto2012_0319.html 
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