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研究要旨 

BMPR2 遺伝子の変異は，肺動脈性肺高血圧症（PAH）の主要な遺伝的原因であり、PAH の遺伝子診断に

不可欠である。MinION ナノポアシーケンサーは、低コストでロングリードシーケンサーを可能にするポー

タブルな第 3世代の次世代シーケンサー技術であり、本研究では、BMPR2 に焦点を当てた PAH患者の遺伝

子解析におけるMinION ナノポアシーケンサー活用の妥当性の検証を行ったところ、PAH患者の BMPR2 変

異を適切に検出できることを示した。MinION ナノポアシーケンサーは、特に小規模な研究室や研究グルー

プにおいて、BMPR2 の変異をスクリーニングするための有望なツールとなることが期待される。 

 

A. 研究目的 

 肺動脈性肺高血圧症（PAH）は、血管のリモデリングと肺小動脈の狭窄を伴う、まれで重篤な進行性疾患

である。PAH の中でも遺伝性 PAHのほとんどは、トランスフォーミング成長因子 β（TGF-β）スーパーファ

ミリーの受容体である骨形成タンパク質受容体 2型遺伝子（BMPR2）の変異によって引き起こされる。

BMPR2 の変異は、家族歴のある人の約 80％、散発性 PAH患者の 11〜40％で検出される。そのため、

BMPR2 の変異を特定することは、PAH の遺伝子診断において非常に重要であり、個別化医療や遺伝カウン

セリングにも影響する。通常はサンガーシークエンスを実施しており、一部では次世代シーケンシング

（NGS）技術を用いているが、コスト面や装置面での課題があった。 

近年、ナノポアテクノロジーを用いた第 3世代シーケンシング技術が登場し、ナノポアDNA シーケンシン

グとして知られている。低コストで迅速なMinION ベースのナノポアシーケンス法は、手のひらサイズの装

置の大きさであるにもかかわらず、正確な長いシーケンスリードを提供する技術として登場した。そこで本

研究では、カスタム解析パイプラインを構築してMinION 技術を採用した迅速な遺伝子解析法を開発した。 

 

B. 研究方法 

ライブラリー調製はMinION のプロトコルに沿って行い、シークエンスは、MinION デバイスと FLO-MIN106

フローセルを用いて行った。MinION デバイスは、24 時間のランタイム中、MinKNOW ソフトウェアによっ

て制御された。ベースコーリングはMinKNOWソフトウェアを用いて行った。 

MinION シーケンシングで得られたデータを解析するために、パイプラインを特別に開発した。パスシグナル

に分類された生の電気信号は、MinKNOW ソフトウェアを用いて FASTQ 形式の生のリードに変換された。

FASTQC を用いて平均リード品質を決定した。品質とリードの長さに基づいてパラメータのフィルタリング

を行い、Nanofilt を用いてトリミングを行った。50 ヌクレオチド長のリードを 5′端からトリミングし、品質

とリード長に基づいてフィルタリングを実施したのち、Minimap2 プログラム（v2.13-r850）を用いて、ヒ

ト BMPR2 領域 （GRCh38/hg38, chr2: 202371789-202568449）にマッピングした。これらのマップされ

たリードを抽出し、Varscan を用いて、一塩基変異（SNV）および小さな挿入・欠失（Indels）を同定した。

バリアントコールは、次のパラメータを用いてフィルタリングされました  最小カバレッジが 2,000 リード、

対立遺伝子の頻度が少なくとも 10％、p 値＜0.05、各ストランドからのリードの割合（プラス／マイナス）
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が 0.1-10 の範囲内であること。 

次にフィルタリングされたバリアントを、日本人の全ゲノム配列決定によって検出されたゲノム変異の集団デ

ータベース（https://jmorp.megabank.tohoku.ac.jp）およびユタ大学の提供する既知の BMPR2 バリアン

トのデータベースと比較した。 

 

C. 研究結果 

リード長の中央値は約 3.4kb であった。5 名の被験者に対する 5 回のランで得られたリード長の分布をプロ

ットすると、リード長の範囲はシーケンスライブラリの物理的サイズと一致し、アンプリコンサイズは 430bp

から 9kb の範囲であったことが確認できた。 

ベースコールされたリードの総数は、症例間で均一であり、2,268,263 リードから 3,126,718 リードの範囲

であった。フィルタリングを行うと、得られたリードは最終的にベースコールされたリードの 73〜84％とな

った。アラインメントの結果ベースコールされたリードの平均 51％（42〜59％）が参照ゲノムにマッピング

された。 

平均カバレッジは均一で、塩基あたりのリード数はフローセル全体で 80,375〜135,603 個と同程度であっ

た。アラインメントされたリードのうち、各エクソン （エクソン 1からエクソン 13 まで）に割り当てられた

リードの比率は、症例間で一貫していた。 

VarScan のフィルタリングパラメータを用いてバリアントコールを行ったところ、ほとんどが SNVで Indels

は少なかった。これらのバリアントは、ゲノム上の位置 （エキソン、スプライシングバリアント、イントロニ

ック）、アミノ酸変異を伴うか、日本人集団データベースと BMPR2 バリアントデータベースから得られたデ

ータとの差があるかに基づいて解釈された。ほとんどのバリアントはイントロン領域に認められ、スプライシ

ングバリアントや Indels はコーディング配列内には存在しなかった。評価のための Sanger Sequencing で

は Indel variant の存在を確認することができず、偽陽性であることがわかったが、その理由として変異の周

辺のゲノム配列を調べたところ、繰り返し配列が観察されたため、エラーはホモポリマー領域に関係している

ことが分かった。 

最後に、MinION シーケンスにより 5 例中 4 例で 3 箇所の BMPR2 変異と 2 つの多型が発見され、これらの

変異はすべてサンガーシークエンスでバリデーションされた。 

 

D. 考察 

本研究では、PAH患者のサンプルを迅速にシーケンスし、標準的なサンガーシーケンスの結果と比較して実

用に耐えうるパイプラインを開発した。ナノポアシーケンスは、多くの種（ウイルス、バクテリア、動物、

植物、人間）のゲノムシーケンスに成功しているが、臨床環境での使用に関しては限られた疾患のデータし

か存在せず、PAH診断に適用された最初の報告である。 

次世代シーケンサーは一般的に多額の設備投資を必要とし、必要な材料も多いため、小規模な研究室ではそ

の使用が制限されている。また第二世代のプラットフォームは、150〜300bp という短いリード長であるた

め、大きなリアレンジメントを見逃す可能性も示唆されている。第 3世代のプラットフォームであるナノポ

アシーケンサーは、リードの長さが長く、シーケンスプロセスがリアルタイムで行われ、今回用いた

MinION ナノポアシーケンサーは、小型で操作しやすく、価格も手ごろなため、1回の実験で何 GBものシー

ケンシングを行うことができる。またポータブルな装置であるため、大規模なシーケンス装置の設置が不可

能な小規模な研究室や研究ユニットでもシーケンスを行うことができる。 

今後の課題としては Indel variant calling 関連のエラーなど、いくつかの技術上の克服すべき点が残ってお

り、より多くのケースにおける分析で検証する必要がある。 

 

E. 結論 
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MinION シーケンスは、PAH患者の BMPR2 変異の検出に使用できることが明らかとなった。MinION 装置

は使いやすく、長いシーケンスリードが得られるため、ベッドサイドにおいて BMPR2 の変異をスクリーニ

ングするための有望なツールであることが期待される。 
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