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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 
 特になし 
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１）著書、総説 
須藤 章，他。ACTA1 遺伝子変異を有する
重症乳児型ネマリンミオパチーの兄弟例．
脳と発達．45(6): 452-456, 2013 
 
林由起子：筋ジストロフィー．検査と技術. 
41(6): 448-453, Jun, 2013 
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9/21.2013 
 
米川貴博，小牧宏文，齊藤祐子，大矢寧，
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の原因となる．第 54 回日本神経病理学会
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神経伝導検査の検討．第 43 回日本臨床神
経生理学会学術大会．高知、
11/7-11/9.2013 
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１. 特許取得 
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３. その他 
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厚生労働科学研究費補助金 
（難病・がん等の疾患分野の医療の実用化研究事業(難病関係研究分野)） 

分担研究報告書 
 

「自己貪食空胞性ミオパチーの原因解明」 
〜候補遺伝子変異の病因性の証明のためのプラットフォームの確立と方法論の
検討〜 

 
研究分担者  野口悟 国立精神•神経医療研究センター神経研究所  
研究協力者  遠藤ゆかり 国立精神•神経医療研究センター 

トランスレーショナルメディカルセンター 
研究協力者  西村洋昭 国立精神•神経医療研究センター神経研究所 
 
 

研究要旨   
次世代シークエンサーにより得られる変異候補情報から、真の変異を探し
だすこと、変異の病因性を証明することが課題となっている。本研究では
-dystroglycanopathyを対象に、効率的な変異の病因性の証明をするた
めの方法の確立を目的とした。半数体株化細胞を用いて、調べたい遺伝子
が欠損した細胞の表現型を解析する、変異遺伝子または野生型遺伝子を導
入することで、細胞の表現型が回復出来るのかを指標に、用いた遺伝子変
異が真変異か、偽変異を判断した。さらに、半数体株化細胞にて、短期間
に遺伝子欠損細胞を作製する方法を検討した。 

 
A.研究目的 
次世代シークエンサー解析によって
-dystroglycanopathy の様々な原因遺伝
子に見いだされた候補変異の病原性を、短
期間にて簡単に評価しうる単一プラットフ
ォームを作製すること。 
 
B.研究方法 
遺伝子欠失HAP1（KO）細胞の作製 
HAP1 細胞は（野生型、GTDC２-KO, DAG1-KO）
は、Netherlands Cancer Institute の Dr. 
Brummelkamp より供与を受けた。 
 ISPD、FKTN、FKRP、GMPPB遺伝子 KO 細胞
の作製は野生型 HAP1 細胞に CRISPR/Cas9
システムを用いて行った。同一エクソン内
に 2カ所の gRNA 標的配列をデザインした。
デザイン配列を含む CRISPR/Cas9 ベクター
は blasticidin 発現プラスミドとともに、
lipofectamine-plus 試薬を用いて、野生型
HAP1 細胞に導入した。Blasticidin による
薬剤耐性の後、各遺伝子あたり 200 細胞株

をクローン培養した。変異株のスクリーニ
ングは、ラミニン上で培養した生細胞を
-dystroglycan の糖鎖に対する抗体 IIH6
にて染色することで行った。蛍光染色され
た蛍光陽性クラスターの強度と大きさによ
り検定した。蛍光染色陰性クローンよりゲ
ノム DNA を調整後、変異予想部位を含む領
域を PCR／配列解析に供した。 
変異機能試験 
 全エクソーム解析により見いだされた
-dystroglycanopathy 患者に見いだされ
た複合ヘテロ変異：DAG1遺伝子 c.220G>A 
(予測アミノ酸変異 p.V74I) 及び
c.331G>A (p.D111N)； GTDC2変異
c.494T>C (p.M165T) 及び c.785C>T 
(p.P253L)を対象に行った。ヒト DAG1 cDNA
と GTDC2 cDNA は、ヒト骨格筋 cDNA プール
から PCR にて増幅・クローニングした。PCR
エラーにて生じた変異は、site-directed 
mutagenesis にて参照配列に矯正し、野生
型 cDNA を得た。変異の導入にはさらに、
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site-directed mutagenesis を用いた。野
生型及び変異 cDNA は、
pLVSIN-IRES-ZsGreen にクローニングし、
レンチウイルスベクタークローンを得た。
レンチウイルスベクターの作製は定法を用
いた。 
 変異の病因性の評価は、HAP1 生細胞を
-dystroglycan の糖鎖に対する抗体 IIH6
にて染色することで行った。今回用いた変
異は劣性遺伝変異が予想されたため、もし
変異タンパク質が「真の変異」をもち、機
能を失っていた場合には、欠損細胞は変異
遺伝子の導入で蛍光染色が陽性とならない。
もし、変異が”多型“であって、依然とし
て機能タンパク質が作られる場合には、蛍
光染色が陽性となると考えられた。そこで、
ZsGreen 陽性細胞にて、IIH6 染色の回復の
有無を調べることで、変異を評価した。同
様に、DAG1 変異に関しては、変異タンパク
質導入による-dystroglycan の細胞膜で
の発現回復も同様に解析した。 
 
（倫理面への配慮） 
すべての組み換え DNA 実験は、カルタヘナ
議定書に基づく「遺伝子組み換え生物等の
使用等の規制による生物の多様性の確保に
関する法律」と関係省令を遵守し、国立精
神・神経センター神経研究所組み換え DNA
実験安全委員会の審査・承認(筋疾患関連遺
伝子のクローニング: 25-01)を得ている。 
 
C.研究結果 
野生型 HAP1 細胞は、ラミニン上で培養する
ことで、-dystroglycan は集積し、クラ
スター形成した。これにより、IIH6 抗体で
の染色感度が著明に上がった。一方、GTDC
２-KO, DAG1-KO 細胞では-dystroglycan
の染色はほぼ、見られなかった。 
 HAP1 細胞は半数体であり、同一エクソン
内に異なる標的配列をデザインした 2 種類
のCRISPR/Cas9ベクターをcotransfection
することで、大きな遺伝子欠失株の作製を
試みた。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。しかしながら、10%程度のクローンは増
殖が悪く、株の樹立には至らなかった。増

殖クローンの遺伝子解析にて、部分欠失が
確認されたクローンは、ISPD 遺伝子を欠失
した２クローンのみであった。他のクロー
ンは、点変異により、IIH6 抗体陰性になる
と考えられ、配列検索を進めている。 
 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。興味深いことに、それ
ぞれの変異 DAG1 cDNA が導入された HAP1
細胞での-dystroglycan の発現はほぼ完
全に回復していた。このことは、DAG1 変異
が、dystroglycan の発現に影響を及ぼすも
のではなく、-dystroglycan の糖鎖合成
に関わるものであることを示唆していた。
また、各々の変異 DAG1 cDNA 導入細胞で、
-dystroglycan のコアタンパク質の発現
は確認された。以上の結果から、これらの
変異により-dystroglycan はは糖鎖不全
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。 
 
D.考察 
-dystroglycanopathy の原因遺伝子は、
現在 18 種類以上が同定されている。
-dystroglycanopathy の原因遺伝子は、
糖鎖合成に関わる酵素をコードしているも
のが大半であり、患者で同定された変異の
証明には変異遺伝子産物の酵素活性を測定
する方法が一般的である。しかしながら、
変異遺伝子毎に異なるアッセイ系を構築せ
ねばならず、かつ、放射性同位体を用いる
方法が一般的なため、充分に証明されてい
ないままに報告されることもある。また、
機能が同定されていない遺伝子に関しては、
証明の方法もないのが現状である。Jae ら
によって報告された HAP1 細胞を用いた
-dystroglycanopathy の候補遺伝子を予
測、実証した方法は、理論上、すべての候
補遺伝子、遺伝子変異に応用可能な方法で
ある。この方法では、HAP1 細胞での
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-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
性試験を行う。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、-dystroglycanopathy の変異
評価が出来るものと考えている。 
 骨骼筋分化細胞はラミニン上で培養する
こ と で -dystroglycan が 集 積 し 、
-bungarotoxin 陽性の疑似 NMJ を形成す
ることが報告されている。今回の HAP1 細胞
でも、筋細胞と同様に、野生型細胞はラミ
ニン上で培養することで、-dystroglycan
は集積し、クラスター形成した。Jae らの
原著では、Flow cytometry を用いて、
-dystroglycan の 2H6 染色を評価してい
た。確かに、HAP1 細胞での-dystroglycan
の染色は薄く、顕微鏡下の観察ではバック
グラウンドとの差がとれなかった。しかし
ながら、クラスター形成をさせることで、
明瞭に染色の強度を評価できることがわか
った。 
 今回の研究では、DAG1及び GTDC２遺伝子
に応用したが、非常に明瞭かつ短期間にて、
見出された変異が機能消失変異であること
を示すことが出来た。実際にすでに cDNA
を持っていれば、2 週間足らずで、その変
異の病因性を知ることが可能となった。 
 今回開発した方法は、Flow cytometry な
どの装置のない一般的な施設でも行うこと
が出来る方法と考えている。今後は
-dystroglycanopathy のすべての原因遺
伝子欠損細胞株を作製するとともに、その
測定法の詳細なパラメーターを標準化する
ことで、世界中の研究者が標準的に使用し
うるシステムへと発展させたいと考えてい
る。 
 
E.結論 
-dystroglycanopathy を対象に、効率的

な変異の病因性の証明をするための方法を
した。短期間に遺伝子変異の病因性の証明
が可能になった。 
 
F.健康危険情報 
なし 
 
G.研究発表 
１．論文発表 

Kajino S, Ishihara K, Goto K, Ishigaki K, 

Noguchi S, Nonaka I, Osawa M, Nishino I, 

Hayashi YK: Congenital fiber type 

disproportion myopathy caused by LMNA 

mutations. J Neurol Sci. [Epub 2014 Mar] 

ahead of print  

doi: 10.1016/j.jns.2014.02.036. 

PMID: 24642510 
 

Cho A, Hayashi YK, Monma K, Oya Y, Noguchi 

S, Nonaka I, Nishino I: Mutation profile 

of the GNE gene in Japanese patients with 

distal myopathy with rimmed vacuoles 

(GNE myopathy). J Neurol Neurosurg 

Psychiatry. [Epub 2013 Sep] ahead of 

print. doi: 10.1136/jnnp-2013-305587 

PMID 
 
２．学会発表 
 
Endo Y, Motomura K, Hayashi YK, Noguchi 
S, Nonaka I, Mori-Yoshimura M, Oya Y, 
Nishino I: Exome analysis on tubular 
aggregate myopathy. American Society of 
Human Genetics 63rd Annual Meeting, 
Boston, USA (Boston Convention & 
Exhibition Center), 10.23, 2013 
(10.22-10.26) 

 
Uruha A, Noguchi S, Hayashi YK, Nishino 
I: High prevalence of hepatitis C virus 
infection in a Japanese inclusion body 
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myositis cohort. 18th International 
Congress of the World Muscle Society, 
Asilomer, USA (Asilomar Conference 
Grounds), 10.3, 2013 (10.1-10.5) 
 
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 
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厚生労働科学研究費補助金 
（難病・がん等の疾患分野の医療の実用化研究事業(難病関係研究分野)） 

分担研究報告書 
 

「先天性ミオパチーの原因解明」 
 

研究分担者  林 由起子 東京医科大学 主任教授 
(H25.8.1より現在まで) 
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
(H25.7.31まで) 

 
研究協力者  清水 玲子 国立精神•神経医療研究センター 
                          トランスレーショナル・メディカルセンター 
        竹内 芙美 国立精神•神経医療研究センター        

トランスレーショナル・メディカルセンター 
       高山 和子 国立精神•神経医療研究センター神経研究所 
       ドン ミンルイ 国立精神•神経医療研究センター神経研究所 
 

研究要旨   
 先天性ミオパチーの中で最も頻度の高いネマリンミオパチー 280例に
ついて、既知原因遺伝子の網羅的変異スクリーニングならびに新規原因遺
伝子の同定を試みた。その結果、本邦ではACTA1変異例が最も多く、乳児
重症型が3/4を占めた。巨大遺伝子NEBの変異スクリーニングに次世代型シ
ークエンサーは有用であったが、さらなる解析方法の改善が必要と考えら
れた。国際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、報告した。特に本邦では、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。既知原因遺伝子について網羅的
スクリーニングを行ったにもかかわらず、60%の例では原因遺伝子が同定
されず、今後、さらに病因を明らかにしていく必要がある。また先天性筋
線維不均等症と鑑別困難なLMNAミオパチー例を見いだし、報告した。  

 
A.研究目的 
 先天性ミオパチーの中で最も頻度の高い
疾患はネマリンミオパチーで、筋病理学的
にネマリン小体と呼ばれる細胞内構造物の
存在を特徴とする。臨床的には乳児期早期
に発症し、運動発達遅滞や呼吸障害を認め
る乳児重症型から成人期以降に発症するも
のまで様々である。これまでに複数の原因
遺伝子が同定されているが、183 エクソン
からなる NEBなどの巨大遺伝子も含まれて
おり、原因の明らかでない例が多い。また、
自己免疫疾患などに合併する場合も知られ
ている。我々は、本邦におけるネマリンミ

オパチーの頻度ならびに臨床遺伝学的特徴
を明らかにすることを目的として、次世代
シークエンサーを活用し変異スクリーニン
グを行った。 
 
B.研究方法 
 （独）国立精神・神経医療研究センター
(NCNP)骨格筋レポジトリーを活用し、筋病
理学的にネマリンミオパチーと診断された
280 例を抽出した。変異頻度が高く、エク
ソン数の少ない ACTA1、および新規に見い
だされた原因遺伝子については、サンガー
法による直接シークエンス法を、遺伝子変
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異未確定例は次世代型シークエンサーによ
るターゲットシークエンスにより変異スク
リーニングを行った。既知原因遺伝子に変
異の見いだされなかった例は国際共同研究
チームの一員として全エクソーム解析を行
い、新規疾患原因遺伝子の同定を試みた。
原因遺伝子を同定しえた例について、臨
床・病理学的特徴を解析した。 
 
（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 
 ネマリンミオパチー280 例中、ACTA1変異
は 15.4％に認められ、その 74％が孤発性の
乳児期重症型であったが、常染色体優性の
遺伝形式をとる軽症家系も認められた。常
染色体劣性の遺伝形式をとるネマリンミオ
パチーの原因遺伝子 NEBには、フレームシ
フト変異が多く認められたが、片方のアリ
ルのみの変化も多く、さらなる解析が必要
であった。また、全エクソーム解析で見い
だした新たな原因遺伝子 KLHL40、KLHL41、
他について変異スクリーニングを行った結
果、KLHL40には日本人患者で共通変異が存
在し、本邦乳児重症型ネマリンミオパチー
の原因として ACTA1に次いで頻度の高い原
因遺伝子であることを明らかにした。一方、
KLHL41 変異例は 1 例も認められなかった。 
 先天性ミオパチーの中で、ネマリンミオ
パチーに次いで頻度の高い先天性筋線維不
均等症と診断された症例の中に、LMNA変異
例を見いだし、報告した。 
 
 
D.考察 
 ネマリンミオパチーは臨床遺伝学的に多
彩であり、次世代シークエンサーを活用す
ることにより、効率よく診断が可能となる。
これまでの網羅的変異解析にもかかわらず、
未だ60％の例で原因遺伝子が判明しておら

ず、今後、新規原因遺伝子の同定も含め、
さらなる解析が必要である。 
 
E.結論 
 本邦ネマリンミオパチーの遺伝学的背景
を明らかにした。今後、さらなる解析方法
の工夫をし、疾患の全容を明らかにするこ
とにより、詳細な病態や治療法の開発を含
めた研究を発展させていく必要がある。 
 
F.健康危険情報 
 特になし 
 
G.研究発表 
１．論文発表 
 Gupta VA, et al. Identification of 

KLHL41 Mutations Implicates 
BTB-Kelch-Mediated Ubiquitination as 
an Alternate Pathway to Myofibrillar 
Disruption in Nemaline Myopathy. Am J 
Hum Genet. 93(6): 1108-1117, 2013 

 Yonekawa T, et al. Rapidly pro-
gressive scoliosis and repiratory 
deterioration in Ullrich congenital 
muscular dystrophy. J Neurol Neu-
rosurg Psychiatry. 84(9): 982-988, 
2013 

 Liang WC, et al. Limb-girdle muscular 
dystrophy type 2I is not rare in Taiwan. 
Neuromuscul Disord 23(8):675-681, 
2013 

 Ravenscroft G, et al. Mutations in 
KLHL40 Are a Frequent Cause of Severe 
Autosomal-Recessive Nemaline Myopa-
thy. Am J Hum. 93(1): 6-18, 2013 

 Murakami N, et al. Congenital gen-
eralized lipodystrophy type 4 with 
muscular dystrophy: Clinical and 
pathological manifestations in early 
childhood. Neuromuscul Disord. 23(5): 
441-444, 2013. 

 須藤 章，他。ACTA1 遺伝子変異を有す
る重症乳児型ネマリンミオパチーの兄
弟例．脳と発達．45(6): 452-456, 2013 

 林由起子：筋ジストロフィー．検査と技
術. 41(6): 448-453, Jun, 2013 
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 林由起子：Emery‐Dreifuss 型筋ジスト
ロフィー．筋疾患診療ハンドブック. (監
修：内野 誠，編集：青木正志), 中外
医学社，東京，pp160-164, Jun, 2013 

 
２．学会発表 
 Hayashi YK, et al. FHL1 Myopathies in 

Japan. 199th ENMC International 
Workshop, Naarden, The Netherlands 
(NH Naarden Hotel), 6.8, 2013  

 林由起子：骨パジェット病および前頭側
頭型痴呆をともなう封入体ミオパチー 
(IBMPFD)．第54回日本神経学会学術大会，
千代田区 (東京国際フォーラム)，5.31, 
2013 

 林由起子，他. ネマリンミオパチーの臨
床遺伝学的解析．第54回日本神経学会学
術大会，千代田区 (東京国際フォーラ
ム)，5.29, 2013  

 林由起子：Myofibrillar myopathy. 第
54 回日本神経学会学術大会，千代田区
(東京国際フォーラム)，5.30, 2013  

 Hayashi YK, et al. Mutation screening 
of a large cohort of nemaline myopathy. 
18th International Congress of the 
World Muscle Society, Asilomer, USA 
(Asilomar Conference Grounds), 10.2, 
2013   
 

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 
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厚生労働科学研究費補助金 
（難病・がん等の疾患分野の医療の実用化研究事業(難病関係研究分野)） 

分担研究報告書 
 

「ミトコンドリアミオパチーの原因解明」 
 

研究分担者 後藤 雄一 国立精神・神経医療研究センター神経研究所 部長 
研究協力者 松本 直道 横浜市立大学 教授 
      竹下 絵里 国立精神・神経医療研究センター病院 医師 

佐藤有希子 国立精神・神経医療研究センター病院 認定遺伝カウンセラー 
       
 

研究要旨 
 ミトコンドリアミオパチーの約60％で原因が確定しておらず、そのほとんどが核DNA
にコードされた核遺伝子と予想されている。1500余りのミトコンドリア関連タンパク
が同定され、これまでに約200のタンパクの遺伝子に変異が報告されている。このよう
な状況で、次世代シークエンサーで網羅的に原因遺伝子を検索することは研究的、臨
床的に意義が高い。今年度は、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®を用いた解析を
生化学的に呼吸鎖酵素複合体Ⅰ機能低下症の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、それぞれコンパウンドヘテロ接合体とホモ接合体で
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 

ミトコンドリアは ATP を供給するオルガ
ネラ（細胞内小機器官）で、その機能障害が
引き起こす疾患としてミトコンドリアミオ
パチーがある。ミトコンドリアミオパチー患
者はミトコンドリア DNA(mtDNA)もしくは核
DNA コードのミトコンドリア関連遺伝子に病
因変異を有する。従来の分子遺伝学的検査の
大部分は mtDNA を対象としているため、核
DNA コードの遺伝子に病因変異が確定してい
る症例はそれほど多くない。実際、核 DNA コ
ードのミトコンドリア関連タンパク質は
1500 個以上に及び、それらの遺伝子すべて
に疾患の原因があると推定され、今までに約
200 個の遺伝子に病的変異が同定されている
のみである。 

現在、ミトコンドリアミオパチー患者の約
60%は病因が不明であり、そのほとんどが核
DNA に病因的変異を有すると考えられている。 

本研究では mtDNA に変異を持たない症例
について、次世代シーケンサーを用いて核
DNA コードのミトコンドリア病関連遺伝子の
変異を検索する方法を確立し、具体的に病因
変異を特定することを目的とする。 
 
B.研究方法 
１．検体試料 

国立精神・神経医療研究センターの筋レポ
ジトリーには、すでに 1500 近くのミトコン
ドリアミオパチー患者の登録がある。臨床的
に同病が疑われる患者から採取した凍結骨
格筋を用いて、病理学的検査を行い、診断結
果を担当医に報告するとともに、残余試料を
研究に使用している。本研究では、ミトコン
ドリア病理異常や機能異常が確認され、欠失
や点変異などの mtDNA の病的変異が同定さ
れていない患者の筋組織、もしくは血液から
の DNA を使用した。また、一部の患者では、
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筋肉組織より樹立した筋芽細胞を解析に用
いた。 
 
 
２．検体選定 

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 検体を保有している。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服すの呼吸鎖酵素活性
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。 

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（図１）。 

 

 
 

また、骨格筋を用いた呼吸鎖複合体 I の活
性がコントロールの約 45%、複合体Ⅲが 40％、
複合体Ⅳが 64％にに低下していた。一方、
患者 2 においては、呼吸鎖複合体 I の活性は
コントロールの 26%、複合体Ⅲが 23％、複合
体Ⅳが 39％に低下していた（図２）。 

 

 
 

 
３．シーケンス対象領域の選択 

現在までにミトコンドリアミオパチーの
核 DNA コードの病因遺伝子として報告され
ている約 200 遺伝子に加え、ミトコンドリア
病を引き起こす可能性がある遺伝子として
既知の病因遺伝子の類縁遺伝子や、遺伝子カ
スケードの前後に位置すると予想される遺
伝子を選定した。さらに酵母のミトコンドリ
ア関連遺伝子との類似性からミトコンドリ
アでの機能が予測される遺伝子のうち細胞
内局在予測プログラム(Mitoprot)によりミ
トコンドリアへの局在の可能性が高い遺伝
子を加え、合計約 800 遺伝子の 7368 領域を
ターゲットとした。ターゲット領域の抽出は
HaloPlex® ターゲットエンリッチメントシ
ステム(Agilent Technologies 社)を用い、
添付のプロトコールに従って行った。 

 
４．シーケンス及びその後の解析 

次世代シーケンサーは MiSeq (illumina
社)を用いた。データの解析はアメリエフ株
式会社製のプログラム QCleaner、QMerge を
用いて行った。その後の絞り込みは、イント
ロン領域の除去、同義置換変異の除去、ミス
マッピングの除去、リード数が少なく判定不
能なデータの除去を行い、公共的な SNP のデ
ータベースを参照するなどして、その作業を
行った。 
 
（倫理面への配慮） 
 国立精神・神経医療研究センター倫理委員



20 
 

会において、骨格筋の診断とその後の研究使
用における研究計画の最初の倫理承認は平
成 9(1997)年 1 月であり、その後、倫理ガイ
ドラインの改正や当センターにおける骨格
筋管理の実態（培養細胞の追加、骨格筋レポ
ジトリーを集中管理するトランスレーショ
ナル・メディカルセンターの開棟など）に合
わせ、平成 13（2001）年 7 月 19 日、平成 21
（2009）年 5 月、平成 24（2012）年 8 月に
倫理委員会から承認を得ている。 
 
C.研究結果 
１．Haloplex®を用いたターゲティング 
 これまで患者で報告のある 200 近くの遺
伝子に加えて、600 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用に設計した。僅か 2 例
の結果であるが、マッピングされたリード数
は全体の 82.3％であった(表１)。さらに、
同一領域がマッピングされた数（depth）で
は、50 以上のリード数の領域は、53.9％〜
54.5％、30 以上のリード数の領域は 64.2％
〜65.0％、10 以上のリード数の領域は
80.5％〜81.5％であり、その後の解析に耐え
うる比率であった。 

 
２．病因候補変異の絞り込み 
 7368 の全ターゲット領域で見いだされた
変異の数はそれぞれ、6295 変異と 6261 変異
であった。そこで、エキソン/スプライシン
グ領域の変異に絞り、同義置換を除き、ミス
マッピングの可能性の高いものを除き、リー
ド数が少ないもの（10 程度以下）の者を除
くことで、それぞれ 240 変異、243 変異に絞

られた（表２）。 
 

 
  
 さらに、公共的 SNP データベースや HGMD®
を用いて、病的変異か SNP かの検討を行った。
公共的 SNP データベースで検索すると、患者
1 については、登録のない変異が 16 個、患
者２については、12 個となった。患者１で
見いだされた 16 個の変異は、いずれもヘテ
ロ変異であった。そのうち同一の遺伝子に 2
つのヘテロ変異が見いだされた複合体Ⅰサ
ブユニット集合に係わる因子をコードする
遺伝子 A は病因である可能性がある。また、
患者 2 については SNP 登録のない変異を 12
個見いだし、そのうちの 2 個はホモ変異で存
在した。この変異をもつ遺伝子 B はミトコン
ドリア DNA の翻訳に係わるタンパクをコー
ドしており、病因の可能性がある。 
 
３．遺伝子 A（患者１）の病因確定 
 患者 1で同一遺伝子上に 2つの変異が確認
された遺伝し A について、複合ヘテロ変異か
どうかを確定できたのは、次世代シークエン
サーでの結果であった。図３に示す通り、そ
れぞれのリードに、どちらかの変異が同定さ
れた。 
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遺伝子名 機能 変異 SNP登録

遺伝子A　 mtDNAコピー数調節?
①　c.T2G:  p.M1R なし

②　c.C5T:  p.A2V なし

①  ②  

５‘３‘

ともに、SNP登録の
ない変異であった

図３　患者1の原因遺伝子の有力候補  

個々のリードに、片方の
変異が存在することから、
複合ヘテロ変異と確定

 
 
 この遺伝子 A の２ヶ所の変異について、ゲ
ノム DNA と cDNA を用いたサンガー法で変異
確認を行ったところ、確かに 2 つの変異がヘ
テロで接合性に検出された。また、ｃDNA シ
ークエンスの結果から、ｍRNA には質的変化
はなく、新たなスプライシング異常などを起
こしているものではないことが確認できた。 
 

〈核ゲノムシーケンス〉

c.T2G  c.C5T  

図４　サンガー法で変異の確認  
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 さらに、タンパクレベルでの確認実験とし
て、発現低下している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、発現が
回復することを確認した。また、遺伝子Aの
活性を測定する系を確立し、活性低下が回復
することも確認できた。 
 

 
 
 以上から、遺伝子Aの遺伝子変異は患者1
の病因であると判定した。 
 
４．遺伝子Bの病因確定作業 
 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 
 ミトコンドリアミオパチーの病因としてすで
に報告されている核DNAコードの遺伝子は200近
くに昇っている。遺伝子型と表現型の関係は極め
て複雑で、臨床症状から調べる遺伝子を選ぶこと
は困難であるのがミトコンドリア病の特徴であ
る。このような点を考慮すると、多種類のミトコ
ンドリアミオパチー原因核遺伝子を次世代シー
クエンサーで網羅的に解析することは理にかな
っており、すでに欧米でもその戦略での原因遺伝
子探索が進められている。 
  今年度はミトコンドリア関連タンパク質を
コードする約800個の遺伝子をHaloplex®を用い
たキャプチャー解析の方法で昨年見いだされた2
例のうち、その1例の病因確定作業を中心に研究
を進めた。 
 患者１の原因遺伝子候補は、次世代シークエン
スの結果から複合ヘテロ接合性とわかり、現在標
準的に用いられているサンガー法にて変異を確
認した。さらに、タンパクレベルでの病因性の確
認のためにレスキュー実験（表現型回復実験）を
行い、タンパク量と酵素活性の両者で機能回復を
認め、病因と確定した。 
 網羅的遺伝子解析を行う前提として、生化学的
検査等を用いた詳細な機能解析を行って原因遺
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伝子の確定できるように、臨床試料を用意してお
くことが必要である。まだ最初の一例ではあるが、
本研究では機能回復実験が可能な患者試料を確
保していることが重要であり、その意味で培養細
胞を含めた神経・筋疾患患者約1200例（そのうち、
ミトコンドリア病患者症例は約300例）の試料が
登録されている国立精神・神経医療研究センター
の筋レポジトリーの持つ意味は大きい。 
 この点は、今後エキソーム解析やホールゲノム
解析が次世代シークエンサーを用いて行われる
ように手法が進化しても、遺伝学的手法だけで病
因の確定が困難になることは十分予想できる。し
たがって、ミトコンドリア機能解析を行う系を確
立・運用しておくことが不可欠であり、特に疾患
の臨床診断に応用する際には、さらにその重要性
が増すと考えられる。 
 また別のキーとなる問題は、網羅的な解析を行
う方法として、エキソーム解析を行うか、本研究
で用いた有力な遺伝子群をキャプチャーして解
析を行うかの選択である。ミトコンドリア病はそ
のほとんどがミトコンドリアに関連するタンパ
ク質に原因があると予想され、すでに1500個ほど
のミトコンドリア関連タンパク質のデータベー
スが構築されている。この点を考慮すると、キャ
プチャー解析を行うことは、次世代シークエンサ
ーから出されるデータを効率的に解析し、病因遺
伝子を同定できると考えられる。また、エキソー
ム解析を行った場合には、偶発的所見についての
取り扱いを考慮することが不可欠になる。 
 
E.結論 
 本研究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ものであ
り、約 800 の遺伝子をターゲットしたキャプ
チャー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。 
 
F.健康危険情報 
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「遺伝性ミオパチーの原因解明へ向けた臨床情報集積と次世代シークエンスを
用いた遺伝子解析」 

 
研究分担者 小牧 宏文 (独)国立精神・神経医療研究センター 病院小児神経科 

医長 
研究協力者 石山 昭彦 (独)国立精神・神経医療研究センター 病院小児神経科  

医師 
 

研究要旨 遺伝性ミオパチーの病因は多因性であり、かつ未だ病因
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などの巨大遺伝子で
あり、たと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
ガー法で遺伝子診断を行うことは困難な状況であった。我々は臨床
医の立場で遺伝子解析を効率良く行うべく、次世代シークエンサー
解析へ向けての基礎となる臨床データ集積の基盤作成を行った。 

その臨床情報データの集積の中から得られた症例から、中枢病変
を伴うミオパチーの一群を見いだし、次世代シークエンサー解析を
行い、ナンセンス変異を含む病因の可能性の高い遺伝子変異をコン
パウンドヘテロ接合体で見いだした。その変異は、ミトコンドリア
機能異常を疑わせる所見であり、病因確定のため、生化学的な機能
解析を行い、遺伝子と病態についての解明を行っている。 

 
 

A.研究目的 
遺伝性ミオパチーには新生児期より

呼吸障害、哺乳障害を認める乳児重症型
から、乳児期以降に筋緊張低下や発育・
発達の遅れを示すが、それ以降、歩行を
獲得し、非進行性もしくは緩序進行性の
経過を示す良性先天型まで、幅広い臨床
像を認める。診断は筋病理所見に基づき
行われるが、その特徴的所見から多くの
病型が存在する。先天的な筋力低下、筋
緊張低下を呈するミオパチーとしては、
ネマリンミオパチー、セントラルコア病、
中心核ミオパチー、ミオチュブラーミオ
パチーや先天性筋線維タイプ不均等症
などが挙げられ、また代謝性疾患でも、
ミトコンドリア機能異常による、高乳酸
血症、卒中様症状を伴うミトコンドリア
病（MELAS）、赤色ぼろ線維を伴うミオク

ローヌスてんかん（MERRF）、慢性進行性
外眼筋麻痺症候群（CPEO）、Leigh脳症等
の幾つかの病型が知られる。 

原因遺伝子として、ACTA1, NEB, TPM2, 
TPM3, TNNT1, CFL2, KBTBD13, RYR1, 
SEPN1, MTM1, DMN2, BIN1, FHL1等の他、
ミトコンドリア機能異常関連では、ミト
コンドリア遺伝子のみならず核遺伝子
での原因遺伝子としてPOLG, TWINKLE, 
TK2, NDUFS, NDUFV, PDHA1, PDHB, PDHX
等の多くの病因が知られている。遺伝性
ミオパチーの病因は多因性であるが、その
中には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うち、Nebulinや
RYR1などの巨大な遺伝子もあり原因遺伝子
が判明している例であっても容易に遺伝子
診断を行うことは困難なのが現状である。 
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そこで我々は臨床医の立場から、次世代
シークエンサーをより効率に行うために、
遺伝性ミオパチー各病型の基礎となる臨床
データの集積を行い、なかでも主観によら
ない客観的評価が可能な画像所見、とくに
骨格筋画像や頭部画像検査を重視して検討
することとした。これまでの研究にて遺伝
性ミオパチーの病型毎に骨格筋障害の選択
性（障害の強い筋とそうでない筋の存在）
のパターンが異なる傾向があることが知ら
れており鑑別診断や運動機能解析に役立て
られている。また代謝性疾患では、頭部MRI
の病的所見の部位や年齢毎での所見が異な
ることが知られている。骨格筋画像や頭部
画像の解析は、病態解明のひとつのツール
として有用と考えられ、多数の症例の画像
集積が病態解明に寄与できる可能性が高く、
またこの情報集積の中から特徴的な所見を
呈する症例群に関しては新規または未知の
病態像を示す疾患群である可能性を秘める。
このような症例に対し、次世代シークエン
サーを行うことで臨床情報を有効に用いた
適切な症例選択や各種解析へとすすめられ、
今回はその基盤作成を目的とする。 
 
 
B.研究方法 
1)臨床経過：家族歴、妊娠分娩歴、出生
時の状況、合併症、臨床経過等を網羅的
に把握する。 
2)検査所見：CK 値等の生化学的所見、
筋電図、末梢神経伝導検査の所見を把握
する。 
3)筋病理所見：筋生検を行なっている例
では病理レポートを参照し、筋病理診断
のまとめを把握する。 
4)遺伝子：すでに遺伝子解析を行なって
いる例には、検索した遺伝子名、具体的
な変異を把握する。さらに不明な例では
エクソンキャプチャーチップを用いた
既知遺伝子変異の解析を実施する。 
5)骨格筋画像：IBISS は（独）国立精神・
神経医療研究センター内の脳病態統合
イメージングセンター（IBIC）が独自に
開発・提供するオンラインサポートシス
テムであり、ID・パスワード認証された

全国の研究参加施設から連結可能匿名
化された脳画像•臨床診断情報を HTTPS
通信にて収集し、それらの情報を統合的
に Web 上で閲覧できるシステムである。
それにより研究に必要な画像情報・臨床
情報を共有可能な仮想空間を構築する
ことが出来る。本研究では、遺伝性ミオ
パチーの診断、経過観察など通常の診療
の一環として撮影された頭部画像、骨格
筋画像を既存の患者臨床情報とともに
収集し IBISS 上に構築することにより、
疾患における臨床画像研究を推進する
ものである。本研究は IBISS 運営推進委
員会ですでに承認が得られている。骨格
筋画像データは、共同研究者、研究協力
者の医療施設において、連結可能匿名化
され、個人情報を含まない状態にした上
で HTTPS 通信を通して収集する。送られ
た画像および臨床データは、研究代表者
により IBISS にアップロードされる。
IBISS は、元画像（DICOM フォーマット）
からヘッダを取り除き、画質を落とした
JPEG 画像に変換して使用するため、他
者による論文盗用の防止や、データ量を
少なくすることによる通信の高速化、
DICOM ヘッダからの情報流出の防止等、
安全性と利便性を重視した技術である。
（独）国立精神・神経医療研究センター
病院から IBISS に登録する場合は、個人
情報管理担当者にて連結匿名化を行い、
その情報は常に鍵のかかった部屋（病院
総合医局）でかつ鍵のついたボックス内
に保管することとする。 
 
（倫理面への配慮） 

本研究において使用する全てのヒト
検体から得られた情報はいずれも疾患
の確定診断のため筋病理、生化学、免疫
学的ならびに遺伝子レベルでの解析が
必要であり、かつ患者および家族もこれ
を希望し、患者および家族の了解を得た
上で採取した組織（生検・剖検筋、皮膚、
血球等）を用いて得られたものであり、
かつ(独)国立精神・神経医療研究センタ
ー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
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ら遺伝子解析を含む研究使用に対する
検体の使用許可（インフォームド・コン
セント）を得たものである。遺伝子解析
に関しては「ヒトゲノム解析研究に関す
る共通指針」を遵守した上で施行された
ものである。これら情報を使用するにあ
たっては、プライバシーを尊重し、匿名
化した上で使用する。 

また、頭部、骨格筋画像において得ら
れた情報も「疫学調査研究に関する倫理
指針」に準じて行われ、本研究では個別
のインフォームド・コンセントを得るこ
とは計画していない。インフォームド・
コンセントを得ずに本研究を実施可能
とする根拠は、収集する MRI 画像情報は
過去に診断や経過観察等の診療のため
に得られた診療録情報の一部であり、本
研究のために新たに患者から資料や情
報収集することはなく、疫学研究の倫理
指針（平成 19 年 8 月 16 日全部改正）の
「第 3 インフォームド・コンセント等 
1.研究対象者からインフォームド・コン
セントを受ける手続等」の「(2) 観察
研究を行う場合 [2] 人体から採取さ
れた資料を用いない場合 イ. 既存資
料のみ用いる観察研究の場合」に該当し、
同倫理委員会でも承認が得られている。 
 
 
C.研究結果 
1)臨床情報と画像情報の集積 
 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。
この登録情報を用いた解析により、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。ネマリンミオ

パチー、先天性筋線維タイプ不均等症で
は、筋選択性として病型内で一様でない
ものの、各病型とも数種類への細分類が
可能で、原因遺伝子との関連性が示唆さ
れた。一方、特異的な所見を呈さない先
天性ミオパチーとして分類されている
例が 6 例存在したが、いずれも家族歴を
有しておらず、また 6 例に共通な特徴的
臨床像も認めず、次世代シークエンサー
による解析には至っていない。 

代謝性疾患として、ミトコンドリアの
機能異常による疾患群の頭部 MRI 画像
登録を 26 例で実施した。うち両側基底
核病変を有する例が 23 例、うち遺伝子
解析が実施され変異同定に至っている
例は 9 例あった。これらはすべてミトコ
ンドリア遺伝子上の変異であった。頭部
画像所見や遺伝子変異も多様性があり、
これらの所見や臨床症状、筋病理所見等
を用いた細分類は困難であった。一方で、
大脳白質と脳梁に嚢胞性の病変を有す
る白質障害を認める 3 例が存在し、同一
病態を呈していると考えられた。これを
ひとつの疾患群と考え遺伝子解析へと
すすめた。 
2)画像上で特異的所見を有する群での
次世代シークエンサー解析 

代謝性疾患として位置づけた症例の
頭部画像登録例の中で、大脳白質と脳梁
に嚢胞性病変を認める 3 例があり、これ
をひとつの疾患群と考え、候補遺伝子の
検索のため次世代シークエンサーによ
る解析を行った。その結果、ナンセンス
変異を含む病因の可能性が高い遺伝子
変異をコンパウンドヘテロ接合体で見
いだした。動物実験ではミトコンドリア
機能に関連する遺伝子であるとの既報
があり、病因確定のため患者検体を用い
た生化学的なミトコンドリア機能解析
を行い、遺伝子と病態の関連解明を行っ
ている。 
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D.考察 
遺伝性ミオパチーの病型により、骨格筋

画像での筋選択性や頭部画像所見等の有用
性が高い病型、それのみでは鑑別や分類に
不十分な病型が存在した。なかでも、単一
遺伝子が原因である病型では、骨格筋の筋
選択性も特異的であり、臨床情報の有用性
も高い。このような疾患群では既知遺伝子
解析をすすめていくことで、臨床情報から
遺伝子変異を推定することも可能となり、
将来的に臨床情報の有用性が高まるものと
期待される。一方で、代謝性疾患としての
遺伝性ミオパチーや先天性な筋力低下、筋
緊張を呈する群で、遺伝子変異が多様な例
では、その表現型、臨床所見も多様である。
そのため、何が有用な臨床情報であるかの
見極めが遺伝子や病態を含めた更なる解析
の鍵となる。今回登録された症例は、全例
で遺伝子解析での結論が得られているわけ
でないため、これまでに当研究で実施して
いるエクソンキャプチャーチップを用
いた既知遺伝子変異解析等をすすめる
ことで、各症例の遺伝子変異と臨床型と
の因果関係についてより確実にしてい
く必要がある。そのような積み重ねの結
果が既知の病型に分類できない新たな
疾患群を発見するきっかけとなり新た
な疾患群や遺伝子変異の同定に繋がる
と考えられる。 

現在は単施設のみでの臨床情報集積
であるが多施設に広げ、登録症例を広げ、
症例毎での臨床情報を積み重ね、個々の
解析ならびに症例全体としての特徴を
明らかにすることで、典型例より逸脱す
る症例の抽出が可能となり、より効率的
な次世代シークエンサーでの解析へと
すすめられると考える。 
 
 
E.結論 

遺伝性ミオパチーの骨格筋、頭部画像
所見を主体とした臨床情報集積を行い、
次世代シークエンサー解析前のデータ
ベースとして単施設での画像、臨床情報
登録を実施した。この登録を行った例の
中から、脳画像所見上で特異な所見を有

する症例を見いだし、次世代シークエン
サーによる解析で、新たな原因遺伝子の
解明へと至る例を選定することが可能
であった。今後、解析へとすすむ症例の
選別に課題は残るが、より効率的な次世
代シークエンサーの活用に、臨床情報の
適切な利用と、未知の疾患群のなかでの
病型分類の必要性が示唆された。 
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