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委託業務成果報告（総括） 

 
      遺伝性ミオパチーの次世代型統合的診断拠点形成 

 
    業務主任者   西野 一三  疾病研究第一部 部長 
 

 
研究要旨   
 国立精神・神経医療研究センターは過去35年以上に亘り、筋病理を中心
とする筋疾患診断サービスを提供してきた。その結果、本邦筋生検例の約
8割の検体がNCNPに集積している。本研究では、従来の方法では遺伝学的
診断が未確定であった遺伝性ミオパチー例（ミトコンドリア病を含む）を
対象として、次世代解析装置による網羅的遺伝子解析を行い、すでに世界
最高峰レベルにある筋疾患病理診断と組み合わせることで、国内は元より
海外までを視野に入れた、より高度な次元の統合的診断拠点へと飛躍させ
ることを目指し、１．既知遺伝子のハイスループット解析、２．全エクソ
ーム解析、３．新規原因遺伝子変異の病原性証明と疾患分子病態解明、４．
病理・画像所見解析、５．国内外の連携を柱として研究を進めている。 
 ハイスループット解析については、既知筋疾患原因遺伝子を網羅する4
つのパネルを作成し、ターゲットリシークエンス法により既知遺伝子変異
をスクリーニングする方法を確立した。今年度研究開始後380例について
解析を行い、発端者88例で原因を同定することができた。ミトコンドリア
病については、ECHS1変異例を見いだした。 
全エクソーム解析は350例で解析が終了している。現在までに60症例で

原因遺伝子変異を同定している。この中には、tubular aggregate myopathy
の原因遺伝子ORAI1の同定、世界第2例目のDAG1変異例同定、ネマリンミオ
パチーの新規原因遺伝子LMOD3同定などの他、本邦初となるMEGF10やANO5
変異例の同定などの成果を上げた。 
病原性証明研究としては、α-dystroglycanopathyとtubular aggregate 

myopathyに焦点を当て、全エクソーム解析から得られた変異候補の絞り込
みと病原性証明を行う系を立ち上げた。前者については、HAP1細胞を用い
た病原性証明の系を確立し、後者については変異を導入したHEK293細胞お
よび患者由来筋管細胞において、細胞内カルシウム動態を評価すること
で、ORAI1優性変異による恒常的SOCE活性化が、Tubular aggregate形成お
よび骨格筋障害の原因であることを明らかにした。 
画像・病理所見については、レポジトリーのシステムを構築し、情報蓄

積を開始した。また、早期呼吸障害を伴う遺伝性ミオパチーの筋病理所見
の再評価を行い、necklace cytoplasmic bodyが感度・特異度ともに高い
優れた病理学的マーカーであることが判明した。 
国内外の連携については、2014年に提供した筋病理診断は国際的に最高

水準と思われる827件であった。凍結筋の総検体数は2014年末で15140検体
となり、世界有数の筋レポジトリーとなっている。諸外国との連携につい
ては、7月より、タイ人医師2名を、9月より中国人医師1名を、更に3月か
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らは韓国人医師2名を受け入れて、筋疾患診断に関する研修ならびに研究
に携わっている。また、アウトリーチ活動としては、インドネシア、タイ、
マレーシア、台湾、エジプトなどにおいて、臨床病理カンファレンスを開
催するとともに、講義や患者診察などを行った。今後このような診断支援
活動を継続するには、研究費とは別の形の財政的支援が必要である。

 

１．既知遺伝子のハイスループット解析（三
橋里美・国立精神・神経医療研究センター神
経研究所疾病研究第一部 室長、後藤雄一・
国立精神・神経医療研究センター神経研究所
疾病研究第二部 部長） 

２．全エクソーム解析（西野一三・国立精神・
神経医療研究センター神経研究所疾病研究第
一部 部長） 

３．新規原因遺伝子変異の病原性証明と疾患
分子病態解明（野口悟・国立精神・神経医療
研究センター神経研究所疾病研究第一部 室
長） 

４．病理・画像所見解析（石山昭彦・国立精
神・神経医療研究センター病院小児神経科 
医師、西野一三・国立精神・神経医療研究セ
ンター神経研究所疾病研究第一部 部長） 

５．国内外の連携（西野一三・国立精神・神
経医療研究センター神経研究所疾病研究第一
部 部長） 
 
A.研究目的 
 国立精神・神経医療研究センター（NCNP）
は 1978 年以来過去 35 年以上に亘り、筋病
理を中心とする筋疾患診断サービスを提供
してきた。その結果、本邦筋生検例の約 8
割の検体が NCNP に集積している。原因遺伝
子解析についても診断サービスを提供して
きたが、これまでは技術的な制限からスポ
ット的なサンガー法による遺伝子診断に終
始していた。本申請研究では、従来の方法
では遺伝学的診断が未確定であった遺伝性
ミオパチー例（ミトコンドリア病を含む）
を対象として、次世代解析装置による網羅
的遺伝子解析を行い、すでに世界最高峰レ
ベルにある筋疾患病理診断と組み合わせる
ことで、国内は元より海外までを視野に入
れた、より高度な次元の統合的診断拠点へ
と飛躍させることを目指す。 
歴史的に、筋疾患は病理所見に基づいて

分類・診断がなされてきたが、今後は、遺
伝子型による疾患分類が進み疾患概念自体 

 
のパラダイムシフトが起こると予想される。
我々は、次世代遺伝子解析によって得られ 
る遺伝子型と、これまでに蓄積された筋病
理、さらには、現在蓄積しつつある画像所
見を組み合わせて、遺伝子型・表現型相関
の統合的理解を進めて新たな概念の確立に
寄与する。国内の連携は元より、海外諸国
との連携を視野に入れていく必要性は明ら
かである。アジア諸国との連携を深めて、
国際拠点となるべく基盤形成を進める。 
 
B.研究方法 
１．国立精神・神経医療研究センターに筋
病理診断および、遺伝子解析の依頼された
検体のうち、遺伝的に未診断の遺伝性筋疾
患例に対して、既知の全筋疾患遺伝子を網
羅する 4種類の筋疾患遺伝子パネル（筋ジ
ストロフィー(65 遺伝子)、先天性ミオパチ
ー(42 遺伝子)、代謝性ミオパチー(45 遺伝
子)、異常タンパク質の凝集や縁取り空胞を
特徴とするミオパチー(36 遺伝子)）を作成
し、次世代シークエンサーIonPGM を用いて
既知遺伝子変異ターゲットリシークエンス
解析を行った。対象となる症例を、筋病理
診断および臨床診断によって、いずれかの
カテゴリーに分類し、解析を行った。 
ミトコンドリア病については、これまで

患者で報告のある 200 近くの遺伝子に加え
て、800 近くのミトコンドリア関連遺伝子
を調べる目的で、総計 7368 領域をキャプチ
ャーできるように設計した Haloplex®によ
って関心領域をキャプチャーした上で、次
世代シークエンサーMiSeq によりターゲッ
トリシークエンスを行った。特にミトコン
ドリア呼吸鎖複合体の活性を測定する生化
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 由来タンパク質の
翻訳活性の低下している 2検体を選定し解
析した。患者1は１歳9ヶ月の男児でLeigh
症候群を呈し、患者 2は 1歳 5ヶ月の女児
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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。 
 
２．全エクソーム解析 
国立精神・神経医療研究センターに診断依
頼された検体のうちで既知遺伝子変異ハイ
スループット解析を行ってもなお原因遺伝
子不明であった 83 例および、遺伝子診断未
知でいずれのカテゴリーにも属さず新規原
因遺伝子が疑われる症例を含めた 192 例を
対象とした。全エクソームキャプチャーキ
ットを用い HiSeq1000 にてゲノム情報を取
得した。既に構築済みの解析パイプライン
を通して、候補遺伝子を絞り込み、候補遺
伝子変異は、サンガー法で確認した。さら
に、これまでに解析を行った 400 例につい
ても、引き続き原因遺伝子の同定を進めて
いる。 
 
３．新規原因遺伝子変異の病原性証明と疾
患分子病態解明 
α-dystroglycanopathy 患者 20 名を対象に
全エクソーム解析を行い見いだされた変異
候補の α-dystroglycan 糖鎖への影響を評
価すべく、HAP1 細胞（野生型、POMGNT2-KO）
（Netherlands Cancer Institute の Dr. 
Brummelkamp より供与）を用いた測定系を
構築した。野生型および変異ヒト POMGNT2 
cDNA は、レンチウイルスベクター用いて
HAP1 細胞にトランスフェクトさせた。
α-dystroglycan の糖鎖エピトープに対す
る抗体 IIH6 にて HAP1 生細胞を染色し、当
該遺伝子変異の α-dystroglycan 糖鎖への
影響を評価した。また、ヒト野生型および
変異 myc−POMGNT2 cDNAをHele細胞に導入•
発現させ、myc 標識タンパク質の細胞内局
在を解析した。 
Tubular aggregate myopathy については、

見出したORAI1変異(Gly98Ser, Leu138Phe)
の SOCE への影響を確認するため、罹患者由
来の筋管細胞及び上記変異を有する ORAI1
を過剰発現させた HEK293 細胞を用いて、細
胞外 Ca2+濃度変化に伴う細胞内 Ca2+濃度
変化を測定した。また、細胞内 Ca2+濃度変
化が細胞外からの Ca2+流入によるものな
のか、SR をはじめとする細胞内 Ca2+貯蔵器

官から放出されたものなのかを見極めるた
めに、Mn2+ quenching 実験を行った。 
 
４．病理・画像所見解析 
骨格筋および脳画像の管理については、国
立精神・神経医療研究センター脳病態統合
イメージングセンター（IBIC; Integrative 
Brain Imaging Center）で開発した Web 上
での画像登録、閲覧が可能なシステム
（IBISS; Integrative Brain Imaging 
Support System）を用いた。これは IBIC
が独自に開発した臨床放射線画像登録に特
化したオンラインサポートシステムで、厳
重なセキュリティーのもと、研究に必要な
画像情報、臨床情報を共有できるオンライ
ン上の仮想空間である。IBISS 内での遺伝
性ミオパチー画像登録フォームを作成し、
2005年 1月以降に当センターで精査を行っ
た症例で、遺伝学的未確定なミオパチー症
例の骨格筋画像、ミトコンドリアミオパチ
ーの脳画像の登録を行った。 
また、本プロジェクトの中で同定された

早期呼吸障害を伴う遺伝性ミオパチー
（Hereditary myopathy with early res-
piratory failure: HMERF）14 家系 17 例の
筋病理所見の再検討を行った。 
 

５．国内外の連携 
 国内に向けては、従来より提供している
筋疾患診断サービスの提供を継続する。国
外に向けては、アジアを中心とする諸外国
からの研修医師・技師を受け入れ、筋疾患
学の基礎とともに筋疾患研究の最先端を経
験させることで、帰国後に当該地域で診断
サービスを提供することができる様にする
とともに、筋疾患分野で指導的な立場に立
てるように支援する。また、専門家がおら
ず必要とされる地域に積極的に出向くアウ
トリーチ型の活動も加えることで、国際連
携の基盤を形成する。 
 
（倫理面への配慮） 
 本研究において使用するヒト試料は、共
同研究施設である NCNP 倫理委員会で承認
された所定の承諾書を用いて、患者あるい
はその親権者から遺伝子解析を含む研究利
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用に対する検体の使用許可を得たものを用
いた。 
 

C.研究結果 
１．既知遺伝子のハイスループット解析 
IonPGMを用いて、380検体の解析を行った。
88症例で、病気の原因の可能性がある遺伝
子変異を同定した。この中には、新規の変
異や、日本人で初めて疾患を同定した症例、
報告症例数が非常にまれな症例も含まれて
いた。原因遺伝子が不明例83症例を含む、
192例をHiSeq1000シークエンサーでエクソ
ーム解析中である。 
 ミトコンドリア病については、患者1で
ECHS1の、患者2で遺伝子Xの複合へテロ接合
型変異を見いだした。患者1由来の筋芽細胞
では、HCHS1蛋白質の発現が低下していた。
患者2では蛋白質Xの発現に変化は見られな
かったが、蛋白質X葉酸代謝に関与しており、
ミトコンドリアのtRNAの修飾に関する基質
の代謝に寄与することから、その基質の不
足によってmtDNAの翻訳異常が引き起こさ
れる可能性がある。 
 
２．全エクソーム解析 
 これまでにエクソーム解析を行った475
例中350例で、解析が終了している。このう
ち、60の症例で病気の原因である可能性の
ある遺伝子変異を見出すことができた。こ
の中には、1.tubular aggregate myopathy
の新規の変異遺伝子ORAI1の同定、2. α
-dystroglycanopathyと病理学的に確定さ
れた例の中から世界第2例目となるDAG1変
異例を同定、3. LMOD3変異がネマリンミオ
パチーの新たな原因であることを同定、4. 
TK2変異による筋線維未熟性を伴う先天性
ミオパチーの同定、5. 中心核ミオパチーの
新規原因遺伝子Xの同定（海外の研究者と
の共同研究のため遺伝子名は未公表）、6. 
LMNA変異による核内ロッドを伴う先天性
ミオパチーの同定、7. 本邦初のMEGF10先
天性ミオパチーの同定、8. 本邦初のANO5
変異の同定、などの成果が含まれ、さらに
病因解析を進めている。 
解析ソフトウェアを更新し、より信頼性

の高い結果が得られることが期待される

GATKv.3.1を用いた解析パイプラインを構
築した。解析の省力・省時間化を目指し、
GATKv.3.1へのアップデートに加えて、これ
までに解析したNCNP内のエクソームデータ
ベースを構築し横断的に解析するシステム
を構築した。 
 
３．新規原因遺伝子変異の病原性証明と疾
患分子病態解明 
α-dystroglycanopathy3 名に POMGNT2 変異
c.494T>C(p.M165T) 及び c.785C>T 
(p.P253L)複合ヘテロ接合変異(1 名)、
c.785C>T (p.P253L)ホモ接合変異(2 名)
を見出した。両方の変異は、ともにミスセ
ンス変異であると推定された。また、両変
異ともにグリコシルトランストランスフェ
ラーゼ様ドメインに存在していた。 
野生型 HAP1 細胞は、ラミニン上で培養する
ことで、α-dystroglycan は集積し、IIH6
抗体で染色された。一方、POMGNT2-KO 細胞
では IIH6 抗体での染色は見られなかった。
POMGNT2-KO細胞への野生型POMGNT2cDNAの
導入により IIH6 抗体陽性となった。一方、
p. M165T 及び p.P253L 変異 POMGNT2 cDNA
の導入では、IIH6 抗体陰性であった。Hela
細胞に導入された p. M165T 及び p.P253L
変異POMGNT2は、野生型POMGNT2と同様に、
小胞体での局在が見られた。しかしながら、
HEK293 細胞で発現させた p.M165T 及び
p.P253L 変異 POMGNT2 は、野生型 POMGNT2
に比べ、10%以下の比活性しか検出されなか
った。 
 Tubular aggregate myopathy については、
細胞外に Ca2+を加えることで、変異 ORAI1
をもつ細胞では有意に細胞内 Ca2+濃度が
上昇し、ORAI1 チャネルの特異的阻害剤に
より抑制されること見出した。またこの細
胞内 Ca2+濃度上昇は、細胞内 Ca2+貯蔵器官
から放出されたものではなく、細胞外から
細胞内へ Ca2+が異常流入していることに
よるものであることを明らかにした。以上
の結果より、ORAI1 優性変異による恒常的
SOCE 活性化が、Tubular aggregate 形成お
よび骨格筋障害の原因であることが示され
た。 
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４．病理・画像所見解析 
遺伝性ミオパチーでの IBISS 画像登録にあ
たっての倫理申請を行い承認を得て、遺伝
性ミオパチー画像登録フォームを作成した。
今年度は遺伝学的未診断例の遺伝性ミオパ
チー47 例の骨格筋画像と、ミトコンドリア
ミオパチー12 例の脳画像の集積を行った。
今後は、次世代遺伝子解析で得られた遺伝
子情報をもとに、表現型評価ツールとして
筋病理とあわせて骨格筋画像や脳画像所見
との相関を解析する。 
HMERF については、筋病理所見を再検討

した結果、cytoplasmic body が筋線維内で
ネックレス状に配列する所見（necklace 
cytoplasmic body と命名）が感度 82%、特
異度 99%と極めて優れた筋病理学的マーカ
ーであることが明らかとなった。 
 
５．国内外の連携 
2014年には827件の筋病理診断を行った。

諸外国の筋疾患診断拠点では殆どが年間検
体数500件程度であり、国際的に最高水準に
ある筋疾患診断拠点であることが確認され
た。本邦における年間筋生検数は1000件を
超える程度と予想されることから、約8割の
検体が国立精神・神経医療研究センターに
集まっていることが確認された。診断後の
検体はレポジトリーとして蓄積されている
が、凍結筋の総検体数は2014年末で15140
検体となり、世界有数の筋レポジトリーと
なっている。 
 諸外国との連携については、7月より、タ
イ人医師2名を、9月より中国人医師1名を、
更に3月からは韓国人医師2名を受け入れて、
筋疾患診断に関する研修ならびに研究に携
わっている。アウトリーチ活動としては、8
月にこれまで筋疾患専門医のいなかったイ
ンドネシアを訪問し、ジャカルタのCipto 
Mangunkusumo 病院において、講義、患者診
察、筋生検等を現地神経内科医とともに行
った。これが契機となり、3月末には日本神
経学会およびインドネシア神経学会の共催
でワークショップが開催されることになっ
ている。また、その他、タイ・バンコクの
Siriraj病院およびBhumibol Adulyadej病
院、マレーシア・クアラルンプールのマラ

ヤ大学、台湾・高雄市の高雄医学大学にお
いて、臨床病理カンファレンスを開催する
とともに、講義や患者診察などを行った。
さらに、筋疾患専門医が殆どいないエジプ
トに出向き、カイロのEgyptair病院で、現
地医師とともに筋疾患患者約150名を2度の
訪問で診察し、更に筋生検を行った。加え
て、これら地域からの診断支援要請に応え
て、筋病理を初めとする筋疾患診断支援を
行った。 
 
D.考察 
１．既知遺伝子のハイスループット解析 
遺伝子診断が未知の遺伝性筋疾患に対して、
筋疾患遺伝子パネルによる、次世代シーク
エンサーIonPGMを活用することにより、効
率のよい遺伝子診断が可能である。しかし、
網羅的変異解析にもかかわらず、未だ70％
の症例で、原因遺伝子が判明していない。
この原因として、ターゲット領域以外の変
異、もしくはリピート、欠失や挿入などの
検出が難しい変異である可能性や、遺伝性
疾患という臨床診断が間違っている可能性
もあるが、新規の筋疾患原因遺伝子による
疾患である可能性が高いと考えている。こ
れらの症例に対しては、エクソームシーク
エンスによる、遺伝情報の蓄積を行うこと
で、新規の筋疾患原因が明らかとなると考
えられる。 
 ミトコンドリア病については、1例で病因
確定を行い投稿論文として報告した。今後
ECHS1の欠損とミトコンドリアの翻訳異常、
呼吸鎖複合体の活性低下の関連について更
に解析を行う予定である。 
 
２．全エクソーム解析 
遺伝子診断が未知の遺伝性筋疾患に対して、
筋疾患遺伝子パネルによる、次世代シーク
エンサーIonPGMによるスクリーニングを行
った後、診断未知の筋疾患に対してエクソ
ームシークエンスを行うことで、新規疾患
原因遺伝子を見出す方法は、省コスト、省
時間を考える上でも有効であると思われる。
今後は、変異の病原性についての解析が必
要であり、同じ変異を持った症例の蓄積が
病原性の証明には大切であることから、今
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後さらにエクソームシークエンスによる、
遺伝情報の蓄積を行い、新規の筋疾患原因
が明らかにしていくことが必要である 
 
３．新規原因遺伝子変異の病原性証明と疾
患分子病態解明 

HAP1 細胞を用いた変異の病因性の証明
方法は、他の遺伝子変異を原因とする
-dystroglycanopathy まで、広く利用す
ることができることが示された。今後は、
変異遺伝子補完実験で、HAP1 細胞が発現す
る-dystroglycan とラミニンとの結合実
験など生化学的解析を行うことで、この方
法の有効性を示していきたいと考えている。 

これまでORAI1遺伝子の劣性変異により
重症複合型免疫不全症が引き起こされるこ
とは知られていたが、今回優性変異により
骨格筋疾患を来すという新たな知見を得た。
また、ORAI1 と複合体を形成する STIM1 の
優性変異でも同様に、SOCE が活性化され
Tubular aggregate myopathy を発症するこ
とが報告されており、SOCE 活性による細胞
内 Ca2+濃度変化が骨格筋障害に関与して
いると推察された。以上の知見は、新規の
筋疾患概念を提唱するものであり、細胞内
Ca2+動態と骨格筋障害の関連を解明する端
緒となり得る。また、Tubular aggregate 
myopathyの病態がORAI1チャネルの機能獲
得型変異であることを明らかにし、その特
異的阻害剤が有効であるという in vitro
での実験結果を得たことから、治療法への
応用が期待される。 
 
４．病理・画像所見解析 
遺伝性ミオパチーの骨格筋画像では、遺伝
子型と表現型が明らかな例のなかで、疾患
特異性の高い筋罹患分布の特徴が知られて
おり、骨格筋画像における筋選択性として
知られている。今後このような遺伝子型・
表現型相関を確立するためにはさらに多く
の画像登録が必要であり、加えて、他施設
からの筋病理診断例のレポジトリ―蓄積に
あわせた画像登録が望まれる。画像登録を
単施設から複数施設への登録システムへ発
展し、筋レポジトリ―と関連付けられる画
像集積を行うには、撮像条件等の統一など

を検討していく必要がある。 
 HMERFについては、過去の筋病理標本の
再検討の結果、極めて優れた筋病理学的マ
ーカーを同定することができた。筋病理所
見は数多くあるものの、高度の疾患特異性
を有する所見は数えるほどしかなく、今回
の同定は極めて有意義であると考える。 
 
５．国内外の連携 
国内では筋生検検体の約8割の検体を集め
て筋病理診断を中心とする筋疾患診断サー
ビスを行った。診断件数においても診断内
容においても世界最高水準のものであるこ
とが確認された。 
この診断サービスに係る費用は研究の一

環として研究費で賄われているが、実態は
診療支援である。特に「難病の患者に対す
る医療等に関する法律」が施行され医療費
助成の対象となる疾患が増えてその診断基
準が整理されていく中で、多くの筋疾患の
診断基準において、商業的サービスのない
遺伝子診断や筋病理解析が必須条件となっ
ている現実は、事実上、研究者が無償で提
供しているサービスが医療制度の根幹を担
っていることを明白に示している。加えて、
このようなサービス提供は、研究者が夜間
や休日などの時間を削って提供しているの
が実情であるが、その専門的な知識と技術、
労働に対する対価は全く支払われていない
のが現実である。このような診断サービス
が日本の医療制度を維持するのに必須であ
ることは明白であり、このようないわば「日
本の隠れた医療費」に対する早急な財政的
対策が求められる。 
 諸外国との連携については、順調にネッ
トワークを拡大しつつある。特にこれまで
専門家が全くいなかったインドネシアとの
接点ができたことは今後の発展に大きく寄
与すると期待される。しかし、依然として
アジア域では、筋疾患専門医が存在しない
地域があり、今後そのような地域へのアプ
ローチも積極的に行い、筋疾患学分野での
先進国である本邦の責務を果たすことが求
められる。 
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E.結論 
 4 つの既知筋疾患原因遺伝子パネルによ
るスクリーニング方法を開発し、その有用
性を明らかにした。診断未知の筋疾患患者
にたいする全エクソーム解析によって、新
規遺伝子の発見につながる結果を示した。
α-dystroglycanopathy での変異病原性評
価システムとして HAP1 細胞を用いる方法
を確立した。病理・画像所見のレポジトリ
ーを構築するとともにHMERFではnecklace 
cytoplasmic body が感度・特異度ともに高
い優れた病理学的マーカーを示した。国内
外の連携を推進し、ネットワーク拡大の基
盤を形成した。 
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