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 研究要旨 

ヒストンメチル化異常症による先天異常症候群の一つである歌舞伎症候群について，診療ガイドラ

イン・重症度分類の改定，疾患レジストリ作成を行うことが班全体としての目標である。 

本研分担究では，多様な症状や重症度を示す歌舞伎症候群の分類に活用できる方法としてDNAのメ

チル化解析が利用可能であるかについて検討することが目標である。歌舞伎症候群において，

KMT2DとKDM6A遺伝子の変異解析だけでは確定診断は不可能で，やはり患者症状による臨床診断

が基本である。遺伝子変異がない症例もメチル化パターンで歌舞伎症候群と分類でき，診断が可能

である。本研究では，このメチル化パターンの違いで，症例の階層化分類ができるのではないかと

の着想で研究を行った。 

メチル化解析の方法は，多領域の確認が必要なため，酵素的変換後のシークエンス解析により行っ

た。酵素的変換後シークエンス解析法は，亜硫酸処理法に比べて十分に安定して結果を出すことが

可能で，ハイブリダイゼーション濃縮法と組み合わせることが可能となるため，解析目的部位が明

瞭なら場合には，安価に正確にメチル化解析を実施する有効な方法である。 

独自に選定した118領域を用いてメチル化率を算出し，メチル化率によってクラスタ分類すること

で，歌舞伎症候群だけが集まるクラスを分類することができた。変異が確定している19症例につい

ても，必ずしも患者特異的クラスタに集まっている訳ではなく，7/19 は，非罹患者クラスタに分類

された。我々独自のプローブセットで見られたように，歌舞伎症候群もサブグループに分類するこ

とが可能であろうと思われる。患者レジストリに知的障害，運動障害等の数位的評価を加えて登録

することにより患者を層別化し，メチル化で重症度の分類が可能となるかも知れない。 

 

 

Ａ．研究目的 

研究班としては，さまざまな疾患につい

て，診療ガイドライン・重症度分類の改定，疾

患レジストリ作成を行うことが目標である。本

研究では，ヒストンアセチル化・メチル化異常

症による先天異常症候群の一つである歌舞伎症

候群について，九州地区の成育医療施設として

の支援機能，診療ガイドライン・重症度分類の

改定，疾患レジストリ作成が目標となる。 

KMT2D および KDM6A遺伝子変異の有

無，特定領域のDNAメチル化によって症候群

が細分化されるか否かの検討を行うことを目的

とした。これまでDNAメチル化解析のゴール

ドスタンダードとされていた亜硫酸変換後シー

クエンス解析法と酵素的変換後シークエンス解

析法の比較検討を行い検討し適切な解析法を確

立すること，〜200 CpG 部位程度の解析で歌

舞伎症候群を分類・階層化することを，この分

担研究の目的とした。 

 

 

Ｂ．研究方法 

分類のための歌舞伎症候群患者で特異的に

変化しているメチル化部位の選択には，5 名の

歌舞伎症候群患者と４名の患者親のゲノム

DNA を用いて（２トリオと 3 人の患者），亜硫

酸処理後全ゲノム塩基配列決定を行い比較検討

した。その後，選択した歌舞伎症候群特異的 

differentially methylated region (DMR) 119

ヶ所について，31 名の歌舞伎症候群患者（変

異確定：19 症例，変異未確定な臨床診断例：

12 例），非罹患者子ども 11 名，非罹患者おと

な 23 名を対象として，ビオチン修飾オリゴヌ

クレオチドを利用した DNA 濃縮法と酵素的メ
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チル化解析法を組み合わせて歌舞伎症候群の層

別化・細分化を試みた。DMR の選択は，全ゲ

ノム亜硫酸変換後シークエンス解析法により，

患者において対照者とはメチル化％が変化して

いる部位として同定した。 

全ゲノム亜硫酸変換後シークエンス解析を

実施した歌舞伎症候群５名は，診断に有用なメ

チル化部位 119 領域を対象として酵素変換法で

も解析しているので，対象 119 領域について

は，亜硫酸変換法と酵素変換法とによる両デー

タがある。両法によるメチル化率の比較を行

い，酵素変換法の有用性を確認した。目的領域

119 領域に存在して，充分量の depth が確保

されている CpG サイトについて EM-Seq に

よるメチル化%を昇順に並べ，横軸にその%を

とり，全ゲノム亜硫酸変換後シークエンス解析

と酵素変換法とによる両データの実験データ安

定性を検討した。 

 

(倫理面への配慮) 

歌舞伎症候群患者試料は，KMT2D と KDM6A 

遺伝子解析および全てゲノム解析およびエピゲ

ノム解析について同意を得た試料である。非罹

患者 DNA は，他の遺伝解析研究参加者で研究

参加時に健常対照として，全てゲノム解析およ

びエピゲノム解析について同意を得た試料であ

る。 

 

Ｃ．研究結果   

Bisulfite-SeqとEM-Seq のデータが完全に

一致すれば，０を通る傾き１の直線（y=x）と

なるはずである。５サンプル中２サンプルは，

おおよそそのような直線に沿っているが，他３

サンプルは，Bisulfite-Seq でメチル化率が高

く描画された。 

ビオチン修飾オリゴヌクレオチドを利用し

たDNA濃縮法と酵素的メチル化解析法を組み合

わせたメチル化解析法は，データ取得について

安定していると考えられたため，解析ターゲッ

トとした118領域を用いてメチル化率を算出

し，メチル化率によってクラスタ分類すること

で，歌舞伎症候群だけが集まるクラス（変異確

定例12例と変異未確定１例）を分類することが

できた。変異が確定している19症例について，

必ずしも患者特異的クラスタに集まっている訳

ではなく，7/19 は，非罹患者クラスタに分類

された。変異陰性症例は，非罹患子どもとクラ

スタを形成する傾向があり，DNAメチル化解

析によって，変異を有する患者群もDNAメチ

ル化解析によって，いくつか亜系に分類できる

可能性がある。 

 

Ｄ．考察 

歌舞伎症候群は，原因遺伝子の変異を必須

としない臨床診断である。それは，特異的顔貌

や知的障害などがそろっても変異が無い症例

や，知的障害が極めて軽度であったり，特異的

な顔貌が認められなかったりしても原因遺伝子

に変異が認められる症例が数多く認められるた

め妥当である。ただし，そのような多様性に富

む患者群を何かのバイオマーカーによって階層

化・重症度分類を行うことは，患者の経過観

察，予後予想など臨床的には非常に重要であ

る。それらの患者階層化分類のために遺伝子

DNA 解析とシトシンメチル化の解析を組み合

わせた分類法を確立した。 

メチル化解析による分類は，分類の特異性

が高い（偽陽性がない）く，変異陰性例の 11

名のうち 1 名は，歌舞伎クラスタに分類され

た。この１名は，変異陽性例と同等の分子遺伝

学的検査による歌舞伎症候群診断がなされても

良いと考える。 

一方，変異が陽性でも歌舞伎症候群クラス

タに分類されない例も多く，変異陰性歌舞伎症

候群とメチル化解析では分類できない。我々が

使った 119 ヶ所の CpG アイランドによる分類

がどのような臨床分類と関連しているかは，今

後の解析が必要であるが，遺伝子変異による分

類とは異なる何らかの臨床症状による亜系分類

を示唆しているように思われる。 

 

Ｅ．結論 

ヒストン修飾酵素異常症の診断は，原因遺

伝子そのものの変異解析と当該疾患特異的に変

化する CpG 部位をターゲットとしてメチル化

率を非罹患者と比較することで診断の補助とな

る。メチル化状態は診断バイオマーカーとなり

得ること，DNA 診断とメチル化診断によって

歌舞伎症候群が多くの亜系に分類できることが

明らかである。目的部位のメチル化率を測定す

るには，EMzymatic-Methy Sequence 法が優

れており，有用と考える。これまでゴールドス

タンダード法と考えられていた Bisulfite 

Sequence 法は，実験（診断）の際に，変換効

率等のモニターを決めて利用しないと間違った

結果を導く可能性がある。検査方法としては，

適当ではないと考察する。 

全ゲノムを対象としたメチル化率の解析

も，TET/APOBEC の酵素による非メチル化シ

トシンの変換後に，全ゲノムシークエンス法を

実施することが安定した結果を得るのには適し

ていると考えられる。 

メチル化状態の解析を実施することで歌舞

伎症候群の遺伝子変異解析に代用することが可

能であると思われ，既知（Aref et al. による報

告）の CpG 部位と我々が見付けた CpG 部位両
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方を用いれば，ほぼ見逃しはないであろうと考

えられる。 

加えて，メチル化解析ターゲットのプロー

ブを使った解析で見られたように，歌舞伎症候

群もサブグループに分類することが可能であろ

うと思われる。既に論文発表されたプローブセ

ットもあることから，多くの亜系分類可能なプ

ローブセットを構築することが可能であろう。

ただ，患者レジストリに知的障害，運動障害等

の数位的評価を加えて登録し，臨床症状を明確

に記載したレジストリを構築してメチル化解析

と合わせることにより，明確に患者を層別化

し，メチル化で重症度の分類が可能となると思

われる。 
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