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研究要旨   
次世代型シークエンサーを用い、ヒトゲノム全エクソンまたはター
ゲット遺伝子全エクソンのシークエンス情報を網羅的に取得し、候
補遺伝子を抽出する系を構築した。国立精神・神経医療研究センタ
ー骨格筋レポジトリー登録検体のうち診断未確定の遺伝性筋疾患例
を対象として全エクソーム解析を行った。これまでに288エクソーム
の解析を終了した。Tubular aggregateミオパチー、α-ジストログ
リカノパチー、呼吸障害を伴うミオパチーに特に注目して解析を進
め、原因遺伝子変異同定に至った。また、共同研究によりネマリン
ミオパチー新規疾患関連遺伝子としてKLHL40, KLHL41を見いだした。主
に先天性ミオパチー原因遺伝子39遺伝子を対象として、MiSeqを用い
ターゲットリシークンシングによる網羅的既知遺伝子スクリーニン
グを行った。変異未確定の先天性ミオパチー計120例では、約半数で
変異を同定できた。臨床応用には、診断効率を上げるべく、ほぼ全
ての既知遺伝子をカバーするスクリーニングシステムの立ち上げが
必要と考えられた。ミトコンドリア病に関しては、7368箇所の領域
を解析するシステムを構築した。一例で新たな原因遺伝子を同定し、
現在検証実験を行っている。候補遺伝子変異が得られても。その病
原性を証明するためには、疾患特異的に実証実験を行う必要がある。
今回、HAP1細胞にCRISPR/Cas9システムを用いてISPD、FKTN、FKRP、
GMPPB遺伝子KO細胞を作製することに成功し、病原性をスクリーニン
グに活用できることを示した。今後迅速な変異病原性証明に役立つ
と期待される。 
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A.研究目的 
原因不明の遺伝性ミオパチー例に対して、
次世代シーケンサーを用いたエクソームの
リシーケンス解析を行って原因遺伝子を同
定し、分子病態を明らかにする。 
 

B.研究方法 
(1) 全エクソーム解析 

国立精神・神経医療研究センター
（NCNP）骨格筋レポジトリー登録検体の
うち診断未確定の遺伝性筋疾患例を対
象としてゲノムDNAを抽出し、これまで
に288エクソームを解析した。本年度は、
中でも、Tubular aggregateミオパチー、
α-ジストログリカノパチー、呼吸筋障
害を伴うミオパチーに着目して解析を
進めた。抽出したゲノムDNAは200bpsの
長さに断片化後アダプター分子を接合
し、エクソンの部分配列DNAをプローブ
とし、ヒト全エクソームを濃縮した。得
られたDNA ライブラリーを用いて、ゲ
ノム情報を収集した。得られたゲノム情
報を構築したパイプラインを用いて解
析した。ヒト染色体DNAの参照配列は、
hg19を用いた。BWAを用いてマッピング
を行い、Samtoolsを用いて一塩基変異多
型(SNPs)を抽出し、さらに、得られた
SNPs情報を、dbSNPや1000Genome等の公
共データベースを用いて比較した。未報
告の新規のSNPsのみを抽出するパイプ
ラインを構築した。 
(2) 網羅的既知遺伝子スクリーニング 

先天性ミオパチーの遺伝子診断は臨
床病理学的類縁疾患が多い、巨大遺伝子
が多いなどの理由により困難を伴う場
合が多い。そこで遺伝子診断を効率的に
進めるべく既知遺伝子を網羅的にスク
リーニングすることを目的に、パーソナ
ル型次世代シークエンサーMiSeq を用
いて、先天性ミオパチー関連 39 遺伝子
を対象としてターゲットリシークンシ
ングを行った。これまでに行った計 120
例の変異未確定の先天性ミオパチーに
ついての解析について、診断効率を検討
した。 
(3) 遺伝性ミオパチー患者臨床情報の
集積 

遺伝性ミオパチーの病因は多因性で
あり、かつ未だ病因が不明な例も多く存
在する。また遺伝性ミオパチーでこれま
でに同定されている原因遺伝子の多く
が、Nebulin や RYR1 などの巨大遺伝子
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であり、例え原因遺伝子が判明している
疾患であっても従来のサンガー法では
遺伝子診断を行うことは困難である。そ
こで遺伝性ミオパチーの原因解明の基
礎となる臨床データの集積を行った。 
(4) 遺伝子変異病原性の実証実験 
候補遺伝子変異の病原性を証明するた

めには、疾患特異的に実証実験を行う必
要がある。本研究では、エキソンスキッ
プによる遺伝子ノックダウン法を用い
た劣性遺伝性筋疾患のモデルマウスの
高速作成の試みと得られたマウスの表
現型の解析を行った。 
(5) ミトコンドリアミオパチーの原因
解明 
約 800 のミトコンドリア関連タンパク
をコードする遺伝子配列を調べるため
に、7368 箇所の領域をキャプチャーす
る Haloplex®を用いた解析システムを
構築した。生化学検査において複数の呼
吸鎖酵素活性低下及びミトコンドリア
DNA 由来タンパクの翻訳活性の低下し
ている 2 検体を選定した。患者 1 は１ヶ
月の男児で Leigh 症候群を呈し、患者 2
は 16 歳の男性で高乳酸血症を呈してい
る。いずれの患者の両親も血族婚ではな
かった。 
 
（倫理面への配慮） 
「ヒトゲノム・遺伝子解析研究に関する倫

理指針」を遵守して研究を遂行する。国立

精神・神経医療研究センターの筋レポジト

リー検体は、検体採取時に、国立精神・神

経医療研究センター倫理委員会で承認を得

た書式を用いて、各種診断への同意ととも

に、神経・筋疾患の病態解明と治療法開発

研究に対する検体利用に対してインフォー

ムドコンセントを得ている。この同意を得

た検体は、国立精神・神経医療研究センタ

ー倫理委員会で承認を得た研究に対しての

み使用される。研究を行う際には、全ての

検体は匿名化されて、各種試料は検体番号

で管理される。結果の発表に際しても個人

情報は一切提示されない。 

すべての動物実験は、（独）国立精神・
神経医療研究センター神経研究所動物
実験に関する倫理指針に従い、同研究所
小型実験動物倫理問題検討委員会にて
審査・承認を得ている。 
また、IBISS を用いた画像集積に関しても
国立精神・神経医療研究センターの倫理委
員会の承認を得ている。 
 
 
C.研究結果 
(1) 全エクソーム解析 
これまでに 288 エクソームを解析した。
本年度特に注目した Tutubular aggre-
gate ミオパチー、α-ジストログリカ
ノパチー、呼吸筋障害を伴うミオパチー
については、以下のような結果を得た。 
a) Tutubular aggregate ミオパチー 
GFPT1 遺伝子変異を昨年度までに見い
だしたサウジアラビア人 1 家系に加え
て、新たに日本人患者 1 名に見いだした。
これに加えて、3 家系に ORAI1 遺伝子変
異を、1 家系に STIM1 遺伝子変異を見出
した。 
b) α-ジストログリカノパチー 
11 例で biallelic な変異を同定した。8
例の日本人患者のうち、GTDC2 変異は 3
例に、ISPD 変異は 2 例に、DAG1、FKRP、
GMPPB 変異はそれぞれ 1例に見いだされ
た。 
c) 呼吸筋障害を伴うミオパチー 
一例で MEGF10遺伝子に null変異を認め
た。同例は、呼吸筋障害が早期に出現し、
嚥下障害も伴っていることから、本邦で
初めての Early-onset myopathy with 
areflexia, respiratory distress and 
dysphagia (EMARDD)の例であることが
明らかとなった。 
d) ネマリンミオパチー 
共同研究により新規疾患関連遺伝子として
KLHL40, KLHL41 を見いだした。邦では、共
通変異を有する KLHL40 変異例が多く認め
られ、全例が超重症乳児型であった。 
 
(2)網羅的既知遺伝子スクリーニング 

39 遺伝子について全エクソンのター
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ゲットリシークンシングを行い、網羅的
既知原因遺伝子変異スクリーニングを
行った。120 例の変異未確定の先天性ミ
オパチー例の約半数で変異を同定した。 
 
(3) 遺伝性ミオパチー患者臨床情報の
集積 

先天的な筋力低下、筋緊張低下を示す
ミオパチー群では、全 56 例（MRI 45 例、
CT 48 例）の骨格筋画像登録を行った。
セントラルコア病、中心核ミオパチー等
の、原因遺伝子が単一あるいは比較的少
数である疾患群では、遺伝子変異の種類
と筋選択性としての表現型の相関が明
瞭で、画像上の症例間の相違も少なかっ
た。そのような症例群のなかで RYR1 変
異を有するセントラルコア病は、大腿直
筋が腫大する所見を全例に認めており、
進行例や年長例でもその所見を保って
いる等、経時的な変化の有無についても
検討することが可能であった。 
(4) 遺伝子変異病原性の実証実験 

HAP1 細胞に CRISPR/Cas9 システムを
用いて ISPD、FKTN、FKRP、GMPPB 遺伝子
KO 細胞を作製することに成功し、病原
性をスクリーニングに活用できること
を示した。IIH6 抗体スクリーニングに
より、40-60 個程度の染色陰性クローン
が得られた。DAG1-KO 細胞への p.V74I
変異及び p.D111N 変異 DAG1 cDNA の導入
により、IIH6 抗体陰性であった。野生
型 cDNA では IIH6 抗体陽性となった。
各々の変異 DAG1 cDNA 導入細胞で、α-
ジストログリカンのコアタンパク質の
発現は確認された。これらの変異により
α-ジストログリカンは糖鎖不全をおこ
すことが予測された。さらに、GTDC2-KO
細胞への p.M165T変異及び p.P253L変異
GTDC2 cDNA の導入についても、野生型
cDNA で見られるような IIH6 抗体での染
色性は回復しなかった。以上の結果から、
これらの変異は GTDC2 の機能不全を引
き起こすことが予測された。 
 
(5) ミトコンドリアミオパチーの原因
解明 

 7368 の全ターゲット領域で見いださ
れた変異をマッピング後、SNP データベ
ース等で絞り込み、更に常染色体劣性遺
伝形式を想定して、候補遺伝子変異を絞
り込んだ。患者 1 で見いだされた遺伝子
A の変異は複合ヘテロ接合型であった。
さらに、患者由来細胞に正常な配列をも
つ発現ベクターを導入して、活性低下が
回復することを確認した。患者 2 で見い
だされた遺伝子 B が病因かどうかの確
定作業は現在も継続中である。 
 
 
D.考察 

次世代シーケンサーは平成23年度末
に納入され、本格稼働ができる体制が整
った。 
次世代シークエンサーのSNVデータを解

析すべく、BWAやSamtoolsを組み合わせた
パイプラインを構築し、これまでに288例の
エクソームを終えた。今年度は、特に、
Tutubular aggregate ミオパチー、α-
ジストログリカノパチー、呼吸筋障害を
伴うミオパチーに注目して解析を進め、
原因遺伝子変異を同定した。特にORAI1
遺伝子は新たな原因遺伝子同定である。
その他、STIM1、GTDC2、ISPD、DAG1、GMPPB、
MEG10は全てアジア域で初めての患者同
定であり、次世代解析の有用性が示され
た。また、共同研究により新たなネマリ
ンミオパチー原因遺伝子を同定するこ
とができた。 
依然として、全エクソーム解析を行って

も原因変異の絞り込みに成功していない例
も多いが、昨年度までと比較して変異動定
例が増加した。これは、日本人多型のデー
タベースが公開されたことと、松本直通教
授（横浜市立大学・研究協力者）の協力が
得られ、インハウス多型データによる候補
変異の絞り込みを行えたことが大きいと考
えられる。このことは、本邦における多型
データベースの構築の重要性を明瞭に示し
ている。 
先天性ミオパチーを中心とする既知遺伝

子のハイスループット変異スクリーニング
に着いては、約半数例で何らかの変異が同
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定された。ただし、劣性遺伝が想定される
にも関わらず、ヘテロ接合型変異が一つし
か見出されない例などもあり、診断が確定
できたと考えられるのは、全体の約1/3であ
った。筋疾患遺伝子は大きなものが多く、
デスクトップ型のシークエンサーを用いた
ターゲットリシークンシング法では、全既
知遺伝子を1回でカバーすることは困難で
ある。今後診断スクリーニングへと臨床応
用を目指すに当たっては、疾患群ごとの既
知遺伝子変異スクリーニングシステムを構
築し、それで変異が見いだされない場合に
は全エクソーム解析を行うような2段階の
システム構築が望ましいと考えられた。 

次世代シーケンサーを用いた遺伝性
ミオパチーの原因解明に関する臨床情
報の集積については、次世代シークエン
ス解析に併せて対象症例の臨床情報な
らびに画像情報を順調に集積しつつあ
る。特にセントラルコア病、中心核ミオ
パチー等の先天性ミオパチーにおいて
は、遺伝子型と画像上の変化に相関が認
められ、今後の診断の有用性が示された。 

遺伝子変異病原性の実証実験では、
HAP1 細胞での α-dystroglycan の糖鎖
合成を指標として、調べたい変異遺伝子
のノックアウト株に、同定した変異をも
つ遺伝子を導入し、相補性試験を行った。
この方法では、相補出来れば変異ではな
く、相補出来なければ機能不全変異と考
えられる。すべての原因遺伝子のノック
アウト株を持てば、すべて同じ系で評価
出来るはずである。また、HAP1 細胞は
半数体であり、現在のゲノムエディティ
ングの方法によりノックアウト株が容
易く取得出来る。この方法が広く整備さ
れれば、非常に容易く、短期間に、
α-dystroglycanopathy の変異評価が
でき有用であると考えられる。 
ミトコンドリアミオパチーの原因解明に

ついては、Haloplex®を用いて 7368 箇所の
領域をキャプチャーするシステムを構築し、
生化学的に呼吸鎖酵素複合体Ⅰ機能低下症
と診断されている例 2症例に対して解析を
試みたが、それぞれに病因の可能性の高い
遺伝子変異がどうていされたことから、シ

ステムが有効に機能している可能性がある
と考えられた。ただし、病因確定のために
は機能解析が必要であり、現在、表現系回
復実験を行っている。 
 
 
E.結論 
次世代シークエンサーを用いた遺伝性筋

疾患の全エクソーム解析パイプラインの構
築が完了し、これまでに288エクソームの解
析を終えた。今回新たに、Tutubular ag-
gregate ミオパチー、α-ジストログリカノ
パチー、呼吸筋障害を伴うミオパチーに注
目して解析を進め、原因遺伝子変異を同定
した。また、共同研究により新たなネマリ
ンミオパチー原因遺伝子を同定することが
できた。このことは全エクソーム解析が臨
床的遺伝子診断に有用であることを示して
いる。日本人多型データベースが多少なり
とも整備されてきたこともあり、以前と比
較して原因変異同定に至る確率が高くはな
ったが、依然として原因解明に至らない例
も多い。今後もデータベースの充実や技術
的問題の克服により更に診断精度が上がっ
ていくものと予想される。一方、ターゲッ
トリシークンシングによる既知遺伝子に対
する網羅的既知遺伝子スクリーニング法は、
確実に一部の患者で変異を同定できること
が示されたが、やはり変異が同定できない
例も多い。これは、そもそも選択的に遺伝
子を解析していることが一つの原因と考え
られ、完全な臨床応用には、より広範に既
知遺伝子をカバーすることに加えて、一次
スクリーニングで変異が同定できなかった
場合には、全エクソーム解析を2次的に行う
2段階のシステムが望ましいと考えられた。
HAP1細胞は遺伝子変異病原性の確認に有用
であることが示された。ミトコンドリア病
の核遺伝子についても、探索的に施行した
解析において、有力候補となる劣性変異が2
例において見出された。今後は変異原性に
関する更なる検討が必要である。 
 
 
F.健康危険情報 
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