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遺伝性ミオパチーの次世代型統合的診断拠点形成 
１．既知遺伝子のハイスループット解析 

 
    業務主任者  三橋 里美  疾病研究第一部 室長 
     後藤 雄一  疾病研究第二部 部長 
 

 
研究要旨   
 診断未知の筋疾患について、遺伝性筋疾患の原因となることが知られて
いる遺伝子群を臨床病理学的特徴より4つのカテゴリーに分類した筋疾患
遺伝子パネルを作成し、次世代シークエンサーIonPGMを用いて、網羅的に
シークエンス解析を行った。約25%の症例で原因と考えられる遺伝子変異
を同定することができた。これまで同定できた遺伝子変異は、本邦ではじ
めての報告となる遺伝子や、新規変異、または、臨床症状からは疑われて
いなかった疾患であることが判明したものなどがあり、網羅的解析の重要
性が示された。診断が確定できなかった症例については、エクソームシー
クエンスを行い、さらなる解析を行う。 
 ミトコンドリア病については、約800のミトコンドリア関連タンパク質
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®を用いた解析を生化学的に複数の呼吸鎖酵素複合体の活性
低下が認められる2症例に試みた。その結果、それぞれに病因の可能性の
高い遺伝子変異が、コンパウンドヘテロ接合体で見いだされ、そのうち１
例では表現系回復実験を行い病因と確定した。この方法の有用性が確認で
きた。今後はミトコンドリア機能異常が確定している症例についての解析
を継続させるとともに、臨床診断への応用も視野に入れた活用法を追求す
る。 

 
A.研究目的 
 遺伝性筋疾患の原因となる遺伝子は、報
告されているだけでも 100 種類以上あり、
巨大な遺伝子も多数存在する。これらの遺
伝子を従来のサンガーシークエンス法でシ
ークエンスすることは、コストも人員も時
間もかかり、網羅的解析はほぼ不可能であ
った。よって、これまでの遺伝子変異解析
は、スポット的な方法に限られていた。本
研究では、近年の次世代シークエンサー技
術の進歩を利用し、次世代シークエンサー
IonPGM を用いて、効率的で網羅的な遺伝性
筋疾患の遺伝子解析を目指す。 
 

 
B.研究方法 
 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ミオパ
チーに対して、4種類の筋疾患遺伝子パネ
ルを使った、次世代シークエンサーIonPGM
を用いて、既知遺伝子変異のターゲットリ
シークエンス解析を行った。このパネルは、
これまでに遺伝性筋疾患の原因として報告
されている遺伝子をほぼ全て含み、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)の４種類に
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分類してあり (括弧内は含まれる遺伝子
数)、コーディング領域およびスプライス部
位に対して、97％のカバー率を持っている。
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。過去 30 年以上
の期間に収集した mtDNA に病的変異を持た
ない患者骨格筋は、おおよそ 1000 検体を保
有しており、その中で、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。翻訳活性に関しては、エメ
チンで各 DNA の翻訳活性を抑制した後に、
35Sメチオニンでラベルした13個のミトコ
ンドリアタンパク質を PAGE で検出した。次
世代シーケンサーは MiSeq (illumina 社)
を用いた。 
 
（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
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 
 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
子変異を同定することができた。この中に
は、α-dystroglycanopathyの原因遺伝子で
あるPOMT2, POMGNT2, ISPDの新規変異や、
世界で報告が2例目となるTRAPPC11変異、報

告が非常にまれなMATR3の新規変異などを
同定し、学会報告した。また、呼吸不全な
どの特徴的な臨床像を示さず、確定診断が
付かなかった症例において、既報告のTTN
変異を見出し、HMERFという診断が得られた
ため、今後の臨床経過の予測に貢献するこ
とができた。また、原因遺伝子が不明であ
った症例のち、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
れる可能性について今後解析を行う予定で
ある。 
 
D.考察 
 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。 
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E.結論 
 IonPGM を用いて、既知の筋疾患原因遺伝
子を網羅的に解析することが可能であると
ともに、新規遺伝子の発見につながる結果
を示した。今後は、さらに解析症例を増や
し、診断未知の筋疾患エクソームデータベ
ースを構築し、新規遺伝子発見と疾患病態
解明に繋げて行くことが期待される。 
 ミトコンドリア病については、これまで
病因変異の不明であったミトコンドリアミ
オパチー患者の核 DNA コードの原因遺伝子
の同定を行うことに成功し、約 800 の遺伝
子をターゲットしたターゲットリシークエ
ンス解析の有用性を示した。今後は機能解
析（機能回復実験）が可能な試料をもつ患
者を中心に症例を重ねてその研究的意義を
高めつつ、臨床の現場にどのように応用さ
せるかについての研究も行うことが肝要と
考える。 
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H．知的財産権の出願・登録状況（予定を含
む） 
１. 特許取得 
 なし 
 
２. 実用新案登録 
 なし 
 
３. その他 
 なし 


