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研究成果の概要（和文）： 
疾患と関連する稀な変異を効率よく検出するため，DNA サンプルをプーリングしたうえ
で，次世代シーケンサーを用いて解析を行った．パーキンソン病患者の DNA 64 サンプ
ルを 8 行 8 列のマトリックスに配置し，各行各列で 8 サンプルのプーリングを行い，計 16
セットのプーリングDNAを作成した．各セットについて候補遺伝子領域をPCRで増幅し，
GAIIx を用いてシーケンスした．整数計画法を用いて各行各列で変異のアレル数の推定値を
求めることで，候補となる新規変異を同定した． 
 
研究成果の概要（英文）： 
We applied resequencing of pooled DNA using a next-generation sequencer to 
identification of disease associations with rare variants. Sixteen sets of pooled DNAs 
from eight pooled DNA samples were prepared. Each set of pooled DNAs was subjected 
to polymerase chain reaction to amplify the target gene, pooled into one tube with 
barcode indexing, and then subjected to extensive sequence analysis using the 
Illumina GAIIx. With the optimization of data processing to solve integer 
programming problems, we were able to extract novel variants from 64 samples. 
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１．研究開始当初の背景 
パーキンソン病（以下，PD）は 60 歳以上

の高齢者の約 1％に発症する，アルツハイマ
ー病に次いで頻度の高い神経変性疾患であ
る．患者の 5-10％程度に家族歴，つまり血縁
者に罹患者がいることが知られている．PD患
者の家族集積性の調査によって，遺伝率は約
60％と推定されており，罹患同胞相対危険率
（λs）は 4～5倍と推定されている．これら
の数字は，これまでに知られている単一遺伝
子性 PD 患者の頻度では説明ができない大き
さであり，孤発性患者を含めた PD 患者全体

において遺伝因子が大きく関与しているこ
とが示唆される．従来，孤発性患者の遺伝因
子研究は一塩基多型（single nucleotide 
polymorphisms，SNPs）をマイクロアレイ上
で大規模にタイピングする技術を利用して，
患者群と対照群で多型の頻度を比較するこ
とで疾患と関連する感受性遺伝子を探索す
る方法が行われてきた．候補となる遺伝子・
領域だけではなく，全ゲノム上の多型を広範
囲に探索できることから，このアプローチは
全ゲノム関連解析（genome-wide association 
study，GWAS）と呼ばれ，多くの疾患で検討
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が行われた．新たな発見も多かったが，孤発
性疾患の遺伝因子の大部分が解明できるの
ではないかという期待には届かず，まだ解明
さ れ て い な い 遺 伝 因 子 （ missing 
heritability）が残されている．PDを例にと
ると，GWASで検出されている疾患感受性変異
の個々のオッズ比は高々1.5 倍程度であり，
家族内集積性の高さが十分に説明できてい
ない． 
申請者らは GBA 遺伝子が，変異キャリアー

のオッズ比が 28 倍と非常に強く，孤発性 PD
の約 10％がキャリアーという影響度を持つ
PDの遺伝因子であることを示した（Mitsui J, 
et al Arch Neurol 2009) ．GBA 遺伝子の変
異頻度は非常に低く，多様であるため，GWAS
では検出が困難であり，稀な変異の同定には
リシーケンスに基づく関連解析が必要であ
る． 
 
２．研究の目的 
ライソゾーム関連遺伝子が PD と関連する

という仮説は蓋然性が高いと考えており，そ
れを踏まえてライソゾーム関連遺伝子にリ
シーケンスに基づく関連解析を拡大して解
析を行う． 
 
３．研究の方法 
パーキンソン病患者 64例のゲノム DNAサ

ンプルを 8×8の二次元マトリックスに配置
し，8行 8列ごとにサンプルの poolingを行
い，計 16 セットの pooled DNA を作成した． 
 

 
＜Poolingの模式図＞ 
 
それぞれのセットごとに標的となるライ

ソゾーム遺伝子 7領域（ARSA，GBA，IDUA，
PPGB，GLB1，NPC1，GLA）を PCRで増幅し，
Illumina GAIIx，single end，100 bp で配列
解析を行った． 
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NPC1 25 14 
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 ＜標的となった遺伝子とエクソンの数＞ 

 
 
アレルあたり 1,000～2,000 の depthに相

当する塩基配列が得られた．得られたリード
を BWAで標的領域の参照配列に対してマッピ
ングした．変異の検出にあたっては，サイク
ル数や quality valueなどでフィルターをか
け，質の高い配列を採用し，整数計画法を用
いて二乗誤差が最小になるような各行各列
で変異のアレル数の推定値を求めた．特に
dbSNP130 に 多型として登録のない変異に注
目した． 
 
４．研究成果 
検索した範囲で 4個の変異が同定され，い

ずれも 64例中 1例にヘテロ接合性に認めら
れた． 
うち 1個はファブリー病との関連が示唆さ

れる機能的変異（GLA 遺伝子, E66Q 変異）で，
1 個は Nieman-Pick type Cの病原性と考えら
れる機能的変異だった（NPC1 遺伝子，S1004L
変異）．残り 2個は多型・病原性変異データ
ベースに登録のない変異だった（ARSA遺伝子，
V328M 変異と PPGB遺伝子，R326H 変異）． 

この結果を踏まえて，今回はファブリー病
との関連も示唆されている機能的変異であ
ることから， GLA 遺伝子に注目して，サンプ
ル数を増やして GLA遺伝子のシーケンス解析
を行い，同定された変異で関連解析を行った． 

対象はパーキンソン病患者 182例（男性 104
例，女性 78 例），対照者 275 例（男性 151例，



女性 124 例）である． GLA遺伝子の全エクソ
ンのシーケンス解析を行ったところ，E66Q変
異のみが同定された．同変異はパーキンソン
病患者群で 260 アレル中 4アレル（アレル頻
度 1.5％）（ヘミ接合性 1例，ヘテロ接合性 3
例），対照者群 399 アレル中 2アレル（アレ
ル頻度 0.5％）（ヘミ接合性 1例，ヘテロ接合
性 1例）で認められた． 
同変異はパーキンソン病患者群でやや多

い傾向があったが，関連性を Fisher exact 
testで検討すると p値は 0.34と有意な関連
は示されなかった． 
 
本研究において，サンプル群の中から効率

よく，頻度の低い変異を同定する方法を確立
できた．得られた候補変異について，関連解
析を行ったが，サンプル規模の小ささもあり，
統計学的な有意差は得られなかった． 
今後はサンプル数の拡大を図るとともに，

候補遺伝子によるアプローチだけではなく，
全エクソーム解析など，網羅的なシーケンス
解析に範囲を広げていきたい． 
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