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Ａ．研究目的 

本申請研究は、申請者が研究代表を務めた

「超細密染色体分析から捉え直すヒト発

達障害研究（H22-神経・筋-一般-012）」の

成果を受けた発展研究である。H22-24年度

研究費では、高密度マイクロアレーを用い

た疾患ゲノム解析を基軸に、West症候群（

Am J Hum Genet, 2010）、Kabuki症候群（Nat 

Genet, 2010）、Microphthalmia with limb 

anomaly (MLA)症候群（Am J Hum Genet, 

2011）、Coffin-Siris症候群（Nat Genet, 2012

）、大田原症候群 (Ann Neurol, 2012) 

(Epilepsia, 2012)等で責任遺伝子を同定した

。このうち3疾患の遺伝子異常が染色体微

細構造異常に絡んでおり、染色体構造異常

解析の有用性は明白であった。これらの研

究過程で、年齢依存性てんかんの一群の解

析は格段に進歩した。最重症系である大田

原症候群では、我々が明らかにした責任遺

伝子ARX・STXBP1・KCNQ2・CASKと新

たにSCN2A（Neurology, 2013）・GNAO1（

Am J Hum Genet, 2013）・SLC35A2（Hum 
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次世代シーケンサー（NGS）による高出力解析研究により、遺伝子異常の多面性
（pleiotropy）が認識され始め、疾患群をより正確に診断する（診断率を向上させる）
ためには、より多くの責任/関連遺伝子・候補遺伝子を解析する必要性がある。この解
決策に大容量型 NGSを用いた全 exome解析が選択肢となるが、やや高コスト（1サン
プル当たり 2013年度で 11万円）である。我々は、数十個の遺伝子を集約する新技術と
卓上型 NGS を組み合わせ、効率的かつ安価（1サンプル当たり 3万 5千円）に遺伝子異

常を同定する技術（統合的遺伝子解析システム）を確立し、さらに点変異のみならずコ

ピー数異常の検出も可能とした。本技術を導入し効率的にヒト発達障害の遺伝子異常を

同定しその分子病理を明らかにし、かつ効率的な診断システムの確立を目指すことを目

的とした。平成 25 年度は、難治性てんかんパネル 2種、Coffin-Siris 症候群関連パネ

ル 1種を作成し、検出頻度やコストの検討を行い、全エクソーム解析との優劣について

検討を加えた。さらにパネルや全エクソームデータを用いた CNV 解析を行い、マイクロ

アレー解析との比較検討を行った。 



Mut, 2013）を加えておよそ57%で遺伝子異

常が明らかになった。また次世代シーケン

サー（NGS）による高出力解析研究により

、遺伝子異常の多面性（pleiotropy）が認識

され始め、疾患群をより正確に診断する（

診断率を向上させる）ためには、より多く

の責任/関連遺伝子・候補遺伝子を解析する

必要性がある。この解決策に大容量型NGS

を用いた全exome解析が選択肢となるが、

やや高コスト（1サンプル当たり2013年度

で11万円）である。我々は、数十個の遺伝

子を集約する新技術と卓上型NGSを組み

合わせ、効率的かつ安価（1サンプル当た

り3万5千円）に遺伝子異常を同定する技術

（統合的遺伝子解析システム）を確立し、

さらに点変異のみならずコピー数異常の

検出も可能とした。本技術を導入し効率的

にヒト発達障害の遺伝子異常を同定しそ

の分子病理を明らかにし、かつ効率的な診

断システムの確立を目指すことを目的と

する。 

 

Ｂ．研究方法 

 

Ｉ．症例集積 

小児神経臨床研究ネットワーク等を通じて

全国の小児神経科医から年齢依存性てんか

んとその類縁疾患を、臨床遺伝ネットワー

ク等を通じて集積した知的障害関連疾患を

集積する。 

 

II. 統合的遺伝子解析システム開発 

大田原症候群を含む年齢依存性てんかん群

では、ARX・STXBP1を含むてんかん関連遺

伝子 35個とさらに 15個を加えた 50個の 2

種のパネルを、Coffin-Siris 症候群で変異を

認めたSWI/SNF複合体の関連遺伝子22個を

含む候補遺伝子パネルをデザインし、ゲノ

ム DNA を分画、卓上型次世代シーケンス

（NGS）で解析を行う。 

 

III. インフォーマティクス解析 

NGS 解析で既に全エクソン解析において研

究室内で確立した解析フローを統合遺伝子

解析システムにも応用する。NGSデータは、

研究室独自のインフォーマティクスフロー

により効率的な点変異の検出が可能で、か

つ CNVに関しては Alex NORDプログラム

を用いる。 

 

IV.バックアップシステム 

従来型の超細密マイクロアレーと全エクソ

ーム解析・全ゲノム解析による網羅的なゲ

ノム解析手法を遺伝子統合解析システムで

の陰性例に適宜用いて新規遺伝子異常とコ

ピー数異常を同定する。特に H25 年度は

XHMMプログラムによる全エクソームデー

タで CNV検出システムの確立を進めた。 

 

V.効果的遺伝子診断システムの確立 

本研究の知見に基づく迅速、効果的かつ安

価な疾患遺伝子診断システムを考案する。 

本研究は、所属施設 IRB の承認を受け適切

な倫理的配慮と手続きを得て行われた。 

 

Ｃ．研究結果 

 

Ｉ．症例集積 

小児神経臨床研究ネットワーク（蔵王セミ

ナー等で交流）等を通じて全国の小児神経

科医から年齢依存性てんかんとその類縁

疾患を含めた計 720例の世界的にも突出し



た症例が集積した。さらに臨床遺伝ネット

ワーク等により遺伝医学専門医や小児神

経科医の協力のもと知的障害関連疾患を

呈する症例が 1500例集積した。今後も種々

のチャンネルを通して継続的にこれらの

疾患群の集積に努める。 

 

II. 統合的遺伝子解析システム開発 

平成 25 年度研究で大田原症候群を含む年

齢依存性てんかん群では、責任遺伝子

ARX・STXBP1・CASK・KCNQ2と新規に同

定した遺伝子 SCN2A・GNAO1・SLC35A2、

他のてんかん関連疾患で同定されている

既知遺伝子を加えて 35 個および拡大版 50

個の遺伝子解析パネルを作成し、それぞれ

で遺伝子変異検出率を明らかにした

（28.3%と 18.9％）。さらに Coffin-Siris症候

群で変異を見出した SWI/SNF 複合体遺伝

子 22 個の解析パネルも作成、同疾患での

変異検出率を明らかにした（25%）。陰性例

では、バックアップ解析として全エクソー

ム解析を追加することになるが、この時点

で、遺伝子パネル＋全エクソーム解析とパ

ネルを用いず全エクソーム解析のみを行

うこととの価格の比較検討を行った。この

結果遺伝子パネル/全エクソーム解析の価

格比（3.5 万円/11 万円＝31.8％）を超える

変異検出率をパネルで超えない限り、全エ

クソーム解析を第一選択とする方が安価

で迅速であるとの結論に至った。よって明

らかに検出率が 32%を大きく超えること

が期待できる疾患はパネルを作成するが

それ以外は全エクソーム解析を選択する

こととした。 

 

III. インフォーマティクス解析 

NGS 解析で既に全エクソン解析において

研究室内で確立した解析フローを統合遺

伝子解析システムにも応用する。Miseq デ

ータは、Novoalign/Picar/GATK/Annovaを組

み合わせた研究室独自の Ecome により効

率的な解析が可能である。さらに NGS デ

ータから特に欠失を効率的に検出する

Alex NORD プログラムで非常に小さな

（100 bp程度）欠失検出が可能である。全

エクソーム解析データを用いて XHMM 法

で CNV 解析もマイクロアレーで検出され

る 60％の CNVが検出可能となっている。

マイクロアレーで検出できない 10 Kb以下

のCNV検出がXHMMでは検出されている

ためその正確性を検討中である。 

 

IV.バックアップシステム 

従来型の超細密マイクロアレーも CNV 異

常の検出から責任遺伝子の特定する手法

として依然重要で統合遺伝子解析システ

ムと並行して適宜行っている。 

 

V.効果的遺伝子診断システムの確立 

本研究の知見に基づいて効果的かつ安価

な疾患遺伝子診断システムの検討を続け

ている。特に遺伝子パネルを用いた安価な

システムの問題点として、遺伝子解析領域

が小さいため検体数を一定数集めて一気

に解析できる反面、検体数がそろうまで解

析がはじめられないという矛盾が生じる。

また IIで述べたように遺伝子パネルでの遺

伝子変異同定率が遺伝子パネル／全エク

ソーム解析のコスト比を超えることで、コ

スト的に生合成が取れてくるという事が

明らかになった。よってパネル解析を優先

して行う疾患についてはかなり限定した



適応で行う方が効率が良い。一方で全エク

ソーム解析で難治性てんかんに関しての

新しい遺伝子 SCN2A (Neurology, 2013), 

GNAO1 (Am J Hum Genet, 2013), SLC35A2 

(Hum Mut, 2013)の単離にも成功しこれを

遺伝子パネルに新たに組み込んで遺伝子

変異同定率の向上を目指した。 

 

Ｄ．考察 

 

遺伝子パネルと全エクソーム解析のパフォ

ーマンスとコストの検討及び上記 2 手法の

データを利用した CNV 解析システムをセッ

トアップし、マイクロアレーデータとの比

較を行った。遺伝子パネルはコストメリッ

トは明らかだが、検出率が低い場合全エク

ソーム解析に移行せざる負えないことも多

く、コスト・スピードの観点で全エクソー

ム解析を第一選択とするメリットも明らか

になった。次世代シーケンスデータを用い

た CNV 解析では、マイクロアレーデータの

60%程度は検出可能であること、マイクロア

レーの検出限界である 10 Kb 以下の欠失等

が検出される可能性があること等などが判

明し、その特徴を生かしたデータ利用が求

められる。 

 

Ｅ．結論 

H25 年度は、てんかん 35 遺伝子パネルと

拡大版 50 遺伝子パネルをそれぞれ難治性

てんかん症例 67例と 37例に対して施行し、

変異陽性例はそれぞれ 19例（28.3％）及び

7 例（18.9％）であった。SWI/SNF 関連パ

ネル（22 遺伝子搭載）の Coffin-Siris 症候

群 8例解析では 2例（25%）で変異を検出

した。変異陰性例は全て全エクソーム解析

を用いて再解析を行うこととなったが、こ

の時点で、選択的遺伝子パネル（3.5万円）

とバックアップ検査としての全エクソー

ム解析（11万円）の組み合わせと、最初か

ら全エクソーム検査を行うことの 1検体当

たりのコスト比較を行い、選択的パネルで

の変異陽性検出率が 3.5/11の価格比を超え

ない限り（31.8％）、遺伝子選択パネルを行

う価格的メリットがないことが判明した。

てんかん、Coffin-Siris症候群での変異検出

率は遺伝子選択パネルで 18-28％程度で、

全エクソーム解析を第一選択とする価格

的・時間的なメリットが明らかであった。

遺伝子選択パネルも全エクソーム解析で

もそのデータから CNV をある程度の感度

で（およそ 60%）で検出することが可能で

あった。全エクソーム解析を用いて大田原

症候群の新規遺伝子として SCN2A

（Neurology, 2013）・GNAO1（Am J Hum 

Genet, 2013）・SLC35A2（Hum Mut, 2013）

を発表した。また幼少期には発達障害、青

年期に急速に神経変性が進行して寝たき

りになる SENDA の責任遺伝子 WDR45 を

明らかにした（Nat Genet, 2013）。以上のよ

うに初年度として、遺伝子選択パネルの有

用性の検討とシステム構築、網羅的解析を

用いた発達障害の責任遺伝子の解析が計

画通り順調に進んでいる。 

 

Ｆ．健康危険情報 

 

本研究遂行上、健康危機に関わる問題は生

じていない。 

 
Ｇ．研究発表 
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