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研究成果の概要（和文）： 
	
 三角頭蓋を呈する疾患は複数あり、その原因や全体像は明確になってはいない。本研究では、
それら症候群の原因・病態解明および変異検出法の構築を目的とし、解析を行った。	
 
	
 結果、アレイ CGH により 9q34.11 の部分欠失を、次世代シーケンサーによるホールエクソー
ム解析により、ASXL1変異（Bohring-Opitz 症候群患児）を、ダイレクトシーケンス解析により
CD96変異、ASXL1変異を新たに同定した。両遺伝子については、qPCR-HRM 法を用いた変異スク
リーニング法を確立した。また、CD96 はラミニンと結合することが判明した。	
 
 
研究成果の概要（英文）： 
	
 There	
 are	
 many	
 syndromes	
 with	
 trigonocephaly.	
 However,	
 almost	
 all	
 the	
 syndromes	
 have	
 
not	
 been	
 identified	
 their	
 responsible	
 genes	
 and	
 their	
 mechanisms.	
 The	
 aim	
 of	
 this	
 study	
 
was	
 to	
 identify	
 abnormalities	
 in	
 the	
 patients	
 with	
 trigonocephaly	
 and	
 to	
 establish	
 the	
 
gene-scanning	
 system	
 for	
 responsible	
 genes	
 for	
 trigonocephaly.	
 
	
 We	
 identified	
 a	
 partial	
 deletion	
 of	
 9q34.11	
 in	
 a	
 patient	
 by	
 array-CGH,	
 a	
 mutation	
 in	
 
the	
 ASXL1	
 gene	
 in	
 a	
 patient	
 with	
 Bohring-Opitz	
 syndrome	
 by	
 whole	
 exome	
 analysis	
 using	
 
Next-generation	
 sequencer,	
 and	
 mutations	
 in	
 CD96	
 or	
 ASXL1	
 in	
 six	
 patients	
 by	
 direct	
 
sequencing	
 analysis.	
 We	
 also	
 established	
 gene-scanning	
 systems	
 for	
 CD96	
 and	
 ASXL1	
 by	
 
qPCR-HRM	
 method.	
 
	
 For	
 the	
 mechanisms	
 of	
 trigonocephaly,	
 we	
 found	
 that	
 CD96	
 interacts	
 with	
 an	
 extra-cellular	
 
matrix	
 protein,	
 laminin.	
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１．研究開始当初の背景 
	
 三角頭蓋は、前頭縫合の早期癒合により生

じるが、その原因や全体像は明確になっては
いない。三角頭蓋を呈する疾患（三角頭蓋症
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候群）は、おそらく原因遺伝子の違いにより
精神発達にほとんど影響のないタイプと、頭
蓋内圧に関係なく精神発達に障害が生じる
タイプがあると推定される。しかしながら、
原因が不明なため、症状のみからタイプを判
定することは困難で、不必要な外科的治療が
行われている場合もあると思われる。	
  
	
 よって、原因を特定することは、手術適応
や、患児の発達予後、療育を考える上でも重
要と思われる。 
 
	
 三角頭蓋を呈する疾患は、その症状のみ認
められる非症候性の他、症候性の代表的疾患
疾患として、Opitz 三角頭蓋症候群、
Bohring-Opitz症候群、9p-症候群、Jacobsen
症候群（11q-症候群）などが知られている。 
	
 本研究申請当時、三角頭蓋症候群は、非症
候性三角頭蓋患児における FGFR1遺伝子点変
異の一例報告の他、原因がある程度推定され
ている領域（３番染色体、９番染色体短腕、
１１番染色体長腕）が知られていたが、原因
となる遺伝子は特定されていなかった。 
	
 我々は、Opitz 三角頭蓋症候群を呈し、均
衡型転座（t(3;18)）をもつ患児の切断点解析
より原因遺伝子の一つ（CD96 遺伝子：遺伝
子座 3q13.13）を特定した。ところが、他の
原因については、領域の絞り込みが困難で、
全てを通常の手法で解析することは、不可能
に近く、原因遺伝子の特定には、全く新しい
手法が必要であると思われた。 
	
 当時、我々は、研究協力者である塚原博士
（研究開始時；トロピカルテクノセンター）
との共同で、新型機器の次世代シーケンサー
３台（ABI 社 SOLiD）を用いて、コントロ
ール検体のゲノム解析を開始しており、次世
代シーケンサー解析のノウハウを有してい
た。 
	
 そこで、我々は、当時開発されたばかりの
次世代シーケンサーを効果的に活用し、これ
まで不可能であった全候補領域の解析を短
期間で行うことで、疾患の原因を確実に特定
するという手法をもとに、研究計画を立案し
た。 
	
 また、三角頭蓋を呈する患児について、国
内外の多くの施設より紹介（英国、米国、フ
ランス、ドイツ、イタリア、デンマーク、ノ
ルウェー、イスラエル、ブラジル、アルゼン
チンなど 20 以上の施設より紹介）があり、
その原因解明が待たれていた。 
	
 加えて、本研究で計画した全候補領域リシ
ーケンスという手法は、平成１９年から平成
２０年にかけて登場した次世代シーケンサ
ーによって可能となったばかりであり、海外
との競争を考慮しても、重要な研究であり、
本研究手法は、遺伝性疾患原因解明のブレイ
クスルーとなりうると考えられた。 
 

２．研究の目的 
	
 本研究は、未だ解明されていない三角頭蓋
症候群について、次世代シーケンサーを用い
て患児ゲノムの候補領域を網羅的に解読・解
析することで、確実に原因を特定することを
目的とした。 
	
 特定できた三角頭蓋原因遺伝子に関して
は、遺伝子診断システムを構築し、外科的
治療適応の判定や発達を含めた予後の推定
材料となることを、また、三角頭蓋に重要
なシグナル伝達経路の解明を目指した。 
	
 具体的には、 
(1) 三角頭蓋を呈する患児ゲノムの原因候補
領域について、次世代シーケンサーを用いて
全て解読し、原因を特定する。 
(2) 新たに特定された三角頭蓋の原因遺伝子
について、診断システムを構築する。 
(3) CD96 を中心として他のタンパク質との
関係および遺伝子発現変化を解析し、三角頭
蓋が生じる病態の解明をめざす。 
	
 以上を目標とした。 
 
３．研究の方法 
研究は、以下の方法にて行った。	
 
(1)	
 三角頭蓋を呈する患児のアレイ CGH 解析
および遺伝子変異解析	
 
	
 三角頭蓋を呈する患児について、臨床遺伝
学的に診断し、まずアレイ CGH によるゲノム
の微小欠失、重複の有無を検索した後、それ
らを認めない患児について、CD96 遺伝子およ
び研究期間中に同定された原因遺伝子の変
異解析を行った。	
 
	
 
(2)	
 次世代シーケンサによるリシーケンス
解析	
 
	
 まず、日本人コントロールのゲノム DNA よ
り long-PCR による候補領域抽出を行い、次
世代シーケンサーによる解析による SNP,	
 
indel 検出を試みた。	
 
	
 次に、患児ゲノムによる次世代シーケンサ
ー解析を行った。本研究期間中にホールエク
ソンキャプチャーを行うシステムが確立さ
れたため、患児ゲノムは、ホールエクソンキ
ャプチャーによるエクソーム解析を行った。	
 
(3)	
 三角頭蓋を呈する症候群の原因遺伝子
に基づく変異スクリーニングシステムの構
築	
 
	
 本研究期間中に判明した（していた）三角
頭蓋を呈する症候群の原因遺伝子、CD96,	
 
ASXL1遺伝子について、変異スクリーニング
システムを構築し、検証を行った。	
 
	
 
(4)	
 三角頭蓋発症に重要な CD96 を中心とし
たシグナル伝達経路の解析	
 
	
 ヒト慢性骨髄性白血病細胞株である K562
を用いて、CD96 安定発現細胞株を樹立した後、
CD96 と反応する細胞外マトリックスの検索



 

 

を行った。	
 
	
 
４．研究成果	
 
(1)	
 三角頭蓋を呈する患児のアレイ CGH 解析
および遺伝子変異解析 CD96遺伝子変異解析	
 
	
 三角頭蓋を呈する患児について、顔貌その
他の症状等、臨床遺伝学的に Opitz 三角頭蓋
症候群(OTCS)、Bohring-Opitz 症候群(BOPS)
と診断された患児の CD96 遺伝子解析を行っ
た。OTCS の患児については、１例、exon6 の
欠失が確認されたが、海外症例においては、
いずれも変異が確認できなかった。BOPS の患
児については、CD96	
 変異を認めなかった
（Pierron	
 et	
 al.）。（BOPS 患児の原因遺伝子
については後述）	
 
	
 三角頭蓋を呈する患児のアレイ CGH では、
１人に９番染色体長腕(9q34.11)に約 1.2Mb
の部分欠失を認めた（図１）。１例ではある
が、本欠失領域内にも、三角頭蓋の原因が存
在する可能性があると思われた。	
 
	
 

	
 
	
 	
 	
 	
 図１：del(9)(q34.11q34.11)	
 
	
 
	
 
(2)	
 次世代シーケンサーによるリシーケン
ス解析	
 
	
 日本人コントロールゲノム１Mb について
long-PCR 法（平均長約 20kb）による増幅・
抽出を検討したところ、厳密な primer 設定、
条件設定により 1~3Mb 程度であれば十分に
抽出できることを確認した。抽出したゲノム
を、次世代シーケンサー（SOLiD3）を用いて
フラグメント解析（1000x 以上の冗長度）を
行い、pipleine ソフトウェア、市販のソフト
ウェアによるSNPコールを行い、ゲノム100kb
当たり 80~100 の SNP を検出できた。	
 
	
 その後、本研究期間中にホールエクソンキ
ャプチャーを行えるようになったため、CD96
遺伝子変異およびアレイ CGH での変異を認め
ない患児について、ホールエクソーム解析を
行った。	
 
	
 キャプチャーには、illumina 社の TruSeq
試薬を用い、次世代解析には SOLiD4	
 plus,	
 
HiSeq2000 を使用した。２人の患児でホール
エクソンキャプチャーを行い、SNP,	
 indel	
 
call、比較解析等により、１人に ASXL1遺伝
子の欠失変異を同定した。（図２）	
 
	
 さらに、他の BOPS 患児でシーケンス解析
を行い、5つの新規変異を同定した。（投稿準
備中）	
 
	
 

	
 
	
 	
 図２：次世代シーケンサー解析により	
 
	
 	
 	
 	
 	
 同定した ASXL1欠失変異	
 
	
 
(3)	
 三角頭蓋を呈する症候群の原因遺伝子
に基づく変異スクリーニングシステムの構
築	
 
	
 CD96遺伝子、ASXL1遺伝子について、定量
PCR-高性能融解曲線分析法による遺伝子変
異スクリーニング系、ダイレクトシーケンス
による変異直接検出(検証)系を整備し、遺伝
子診断システムを完成させた。	
 
	
 また、本手法を用いて、遺伝子変異および
コントロール検体での新規 SNP を確認した。	
 
	
 
(4)	
 三角頭蓋発症に重要な CD96 を中心とし
たシグナル伝達経路の解析	
 
	
 CD96 安定発現 K562 細胞株を用いて、コラ
ーゲンI,	
 IV,	
 フィブロネクチン、ラミニン、
poly-D-lysine をコートした培養プレートで、
マトリックスタンパク質への接着性を経時
的に計測した。結果、フィブロネクチンを介
したシグナル伝達が行われている可能性が
示唆された。（投稿準備中）	
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