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研究成果の概要（和文）：　遺伝性疾患データベース（UR-DBMS, Syndrome Finder）を年度ごとに最新のデータに更新
し、各疾患について候補遺伝子および変異報告をリストアップしデータベース上で公開した。（http://becomerich.la
b.u-ryukyu.ac.jp/）
　また、遺伝子群FGD1, MLL2, CD96, ASXL1, 自閉症関連遺伝子群について、変異スクリーニング用プレートを作製し
、分子遺伝学的確定診断を個々に行えるシステムを構築した。

研究成果の概要（英文）： Database for genetic diseases and supporting program for the diagnosis (UR-DBMS, 
Syndrome Finder) were developed and renewed year-on-year. The database including responsible genes for the
 diseases was published to the web site (http://becomerich.lab.u-ryuyu.ac.jp/).
 In addition to the published database, we constructed mutation-screening plates for the genes, FGD1, MLL2
, CD96, ASXL1, or genes for autism spectrum disorders to substantialize the system for personal molecular 
diagnosis in combination with the supporting program.
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１．研究開始当初の背景 
 奇形症候群などの遺伝性疾患の診断は、経
験によるところも多く、また、疾患数も膨大
なため、全てを把握することは困難である。
コンピューターを利用した診断プログラム、
データベースの重要性は世界的に認識され
ており、英国、ドイツ、オーストラリアなど
複数の国において開発されている。 
 これらデータベースの併用により多くの
遺伝性疾患（または奇形症候群）が効率よく
臨床的に診断できるようになったが、必ずし
も全ての診断ができるとは限らず、複数の候
補が残される場合も少なくない。このような
場合、確定診断として遺伝子解析が不可欠で
ある。 
 当時、遺伝子診断の最も確実な方法は、
Sanger型シークエンス解析であり、解析は、
全エクソンをカバーしてシーケンスを行う
方法が確実であった。しかしながら、遺伝子
が複数に及ぶ場合や巨大な遺伝子、例えばエ
クソン数が 50 以上の遺伝子（ジストロフィ
ン遺伝子など）などについては、コストなど
の面から、網羅的に行うには困難なことが多
かった。 
 そこで、変異の有無をスクリ−ニングする
方法として、当時注目されつつあった、高精
度融解曲線分析法(High Resolution Melting
法(HRM 法))に着目し、効率のよい候補遺伝
子の変異スクリーニング（遺伝子スキャニン
グ）に、同手法を活用することを計画した。 
 当時、申請者らも、HRM 法による変異解
析を開始しており、申請者らの検討では、
HRM 法の検出精度は、へテロ変異でほぼ
100％と高く、ホモ変異も 90％以上で検出可
能という結果を得ていた。 
 また、定量 PCR と組み合わせることで、
ダイレクトシークエンス解析のみでは検出
が難しいエクソン欠失・重複も検出可能であ
る（欠失・重複の検出の得意な Multiplex 
Ligation-dependent Probe Amplification 法
（MLPA 法）の代用も可能である）と考えた。 
 以上より、申請者が開発している診断用ソ
フトウェアを改良し、症状から候補疾患、な
らびに原因候補遺伝子をピックアップでき
るようにした後、それら候補遺伝子について
定量 PCR-HRM 法により変異解析の網羅的
スキャニングを行うことで、効率の良い確実
な確定診断へ至ることができると考えた。 
 
２．研究の目的 
（１）申請者が開発を行ってきた診断用ソフ
トウェアをさらに改良し、候補となる診断名
に加え、原因候補遺伝子もリストアップされ
るようにすることを目的とした。（候補疾患
の原因遺伝子に加えて、症状—遺伝子対応表
を用いて遺伝子名を疾患と切り離してあげ
られる様にする） 
 
（２）本邦で認められる遺伝性疾患、遺伝子
が大きく解析困難な疾患、原因遺伝子が複数

あり解析が困難な疾患について、定量 PCR
ーHRM 法による変異スクリーニングシステ
ムを構築し、また、それらを一般公開するこ
とも目標とした。 
 
３．研究の方法 
（１）診断用ソフトウェアの改良： 遺伝性
疾患データベースを年ごとに最新のデータ
に更新し、各疾患について候補遺伝子および
変異報告をリストアップした。 
 
（２）解析群の分類と定量 PCR-HRM（高精度
融解曲線分析法）解析条件の設定と変異スク
リーニングプレートの作製： 
 ①解析群の分類と定量PCR-HRM解析条件の
設定：Bohring-Opitz 症候群の原因遺伝子
ASXL1 遺伝子、Aarskog-Scott 症候群の原因
遺伝子 FGD1 遺伝子、OpitzC 症候群原因遺伝
子 CD96 遺伝子、および自閉症、Kabuki 症候
群の原因遺伝子（群）において、96well プレ
ートを用いて定量PCR-HRM解析による変異ス
クリーニングが可能となるよう、条件設定等
を行った。 
 
 ②HRM による変異スクリーニング解析： 
条件設定を終了した各遺伝子について、患児
検体でのスクリーニングを行った。 
 
 ③変異スクリーニングプレートの作製： 
Aarskog-Scott 症候群、Opitz 三角頭蓋症候
群、自閉症等、疾患または症状の各原因およ
び関連遺伝子のエクソン群ごとに 96well プ
レート１〜２枚で定量 PCR から HRM 解析が行
えるスクリーニングプレートを作製した。 
 
４．研究成果 
（１）診断用ソフトウェアの改良： 
 遺伝性疾患データベースを年度ごとに最
新のデータ（主に OMIM（http://omim.org/）
のデータを活用）に更新し、各疾患について
候補遺伝子および変異報告をリストアップ
しデータベース上で公開した。 
 公開は、琉球大学遺伝性疾患データベース
の中に、遺伝性疾患の総合データベースとし
て UR-DBMS を、症状、所見から診断の推定を
行う補助プログラムとして Syndrome Finder
の２種類で行った。Syndrome Finder は、症
状等の所見を入力する必要があるため、医師
専用とした。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

公開した web site の画面 
 



(web site:  
http://becomerich.lab.u-ryukyu.ac.jp/) 
 
（２）解析群の分類と定量 PCR-HRM（高精度
融解曲線分析法）解析条件の設定と変異スク
リーニングプレートの作製： 
 条件設定を行う際に、HRM 法の精度や感度
には使用する蛍光試薬が重要となることが
判明したため、HRM 法で使用する最適な蛍光
試薬の検討を行った。EvaGreen, LCGreen 
Plus, SYTO9 の３蛍光試薬を用い、FGD1遺伝
子を指標として、 至適濃度、PCR に与える
影響、HRM の検出感度、について検討したと
ころ、SYTO9 が最も qPCR-HRM 法に適している
ことが分かった。 
 Bohring-Opitz 症候群の原因遺伝子 ASXL1
遺伝子、Aarskog-Scott 症候群の原因遺伝子
FGD1 遺伝子、OpitzC 症候群原因遺伝子 CD96
遺伝子、および自閉症、Kabuki 症候群の原因
遺伝子（群）での PCR-HRM 解析の条件設定を
行った後、遺伝子群 FGD1, MLL2, CD96, ASXL1,
遺伝子について、患児検体でのスクリーニン
グを行った。スクリーニング陽性となった領
域は、ダイレクトシークエンス解析で変異の
有無を確認した。ダイレクトシーケンス解析
との比較では、検出できない変異が１種類
（1/32）認められた。検出できた変異の再検
出率（再現性）は 100％であった。 
 結果、（１）の診断用ソフトウェアにて、
上記疾患あるいは候補遺伝子が推定された
際に、変異プレートによる解析により、分子
遺伝学的確定診断が個々に行えるシステム
が構築できた。 
 加えて、研究期間中、次世代シーケンサが
活用されるようになったため、より包括的な
変異検出を目指し、FGD1遺伝子について、PCR
ベースでプロモーターも含めた遺伝子全長
を解析できるシステムも構築できた。 
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