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【研究要旨】 

希少難治性消化器疾患において、遺伝的要因を明らかにすることは、確定診断や個別医療の実

現、分子病態解明にも重要である。本研究においては、国内の希少難治性消化器疾患患者に対す

るゲノム診断体制を構築することを第一の目的とする。具体的には、まず、各施設から臨床情

報、検体の収集を行う体制を整え、次に、網羅的ゲノムシーケンス、データ解析、解釈、結果還

元までの一連の体制を構築する。 

令和５年度は、ゲノム解析体制の全体概要を作成し、課題の抽出を行うと同時に、実際の症例

でのゲノム解析〜結果提供を実践した。並びに、技術開発では、腸管神経節細胞僅少症を対象と

して、腸管組織の凍結切片よりLaser microdissection(LMD)を用いた筋間神経叢の切り出し条件

（薄切条件、固定法、染色条件、LMD設定条件等）の検討を行った。 

結果、技術開発においては、次世代シーケンス解析に十分な筋間神経叢の切り出し条件が設定

され、患者検体での解析を開始した。実際の症例解析では、診断基準を満たさず診断が確定して

いない巨大膀胱、嘔吐を呈する患児のゲノム解析により、巨大膀胱短小結腸腸蠕動低下症候群

（指定難病100）の確定診断に至り、また、バリアント情報から適切な治療対応へとつながり、

ゲノム解析の有用性が示された。 

希少難治性消化器疾患のより良い医療の提供へ向け、引き続きゲノム解析の体制構築・整

備、技術開発、症例解析実践を進めることが重要であると考えられた。 

Ａ．研究目的 

本研究では、１）国内の希少難治性消化器疾

患患者に対するゲノム診断体制を構築するこ

と、２）体制構築により、ガイドライン作成、

新規治療開発に資するため、確定診断、層別化

に重要なデータの算出、提供を行うこと、並び

に、３）実際に解析を実践し、患者還元を行う

ことを目的とする。１）〜３）は、同時に進め

つつ最終的な体制の構築を目指す。 

希少難治性疾患の遺伝的要因を明らかにする

ことは、確定診断や個別医療の実現、分子病態

解明に重要である。これは、原因不明、あるい

は診断困難な希少難治性消化器疾患においても

同様である。希少難治性消化器疾患患者で診断
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が確定せず、治療方針等の決定に難渋する場合

などに対して、当該疾患の遺伝的解析をスムー

ズに行える国内体制を構築することで、診断精

度を向上させ、より良い医療、治療へ繋げるこ

とを目指す。加えて、患者の症状等の情報、ゲ

ノム解析データを集積することで、疾患の層別

化等に有用な結果の提供を行い、ガイドライン

作成や原因遺伝子バリアント等に基づく新規治

療（治療法、治療薬）の開発に資するデータの

算出・提供が可能となることも目指す。 

具体的な体制構築については、まず、各施設

から臨床情報、検体の収集の体制を整え、ま

た、網羅的ゲノムシーケンス、データ解析、解

釈、結果還元までの一連の体制を整備する。同

時に、解析技術の開発、データ解釈のためのエ

キスパートパネル（必要に応じて病理診断とも

連携）の整備も検討する。実際の症例について

解析を実践し、結果の患者還元を行いつつ、課

題の抽出、改良を行い、構築を進めていく。 

本研究における目的・背景（現在までの準備

状況）・全体計画については、別表にまとめた

通りである（ゲノム解析グループ ⽬的・背景・
計画）。本ゲノム診断体制については、関連学

会などを通じて紹介、リクルート等の周知も行

うこととする。 

 

Ｂ．研究方法 

令和５年度は、以下を行った。 

１．体制構築 

ゲノム解析（診断）体制の構築に向け、まず

概要の設計を行うと共に、それぞれの課程につ

いて課題となる点の洗い出しを行った。これら

については、全国の難病のゲノム解析体制を参

考にしつつ、必要項目を抽出し、希少難治性消

化器疾患患者での解析において解決すべき点を

挙げ、その具体的解決法を列挙することとし

た。 

本体制整備には期間を要すると思われるが、

すでに患者は生じており、また、診療を受けて

いるので、並行して、必要に応じてゲノム解析

を実践し、得られた結果について還元すること

とした（研究方法２）。 

 

２．解析実践 

実際に解析を必要とする患者に対し、医療施

設（担当医）より連絡・相談を受け、臨床情報

の授受と共に、研究参加の同意取得後、検体受

取、DNA抽出、ゲノム・データ解析を行った。

ゲノム解析は、短鎖型次世代シーケンサを使用

し、全エクソーム解析または全ゲノム解析を行

うこととした。次世代データ解析は、内製のパ

イプラインおよびin houseデータを活用してア

ノテーションに基づくバリアントの絞り込み、

キュレーション等を行い、患者症状の原因と思

われる病的バリアントの探索・抽出を行った。

最終的な結果について、医療施設（担当医を通

じた患者家族）への報告（還元）を行った。 

 

３．解析技術開発 

 今年度は、腸管神経節細胞僅少症を対象とし

て、コントロール腸管組織の凍結切片より

Laser microdissection(LMD)を用いた筋間神経

叢の切り出し条件（薄切条件、固定法、染色条

件、LMD設定条件等）の検討、切り出し組織か

らの核酸抽出、を行い、次世代ゲノム解析のた

めの品質確認等を行った。 

 

  
Laser microdissection機器 

 

Ｃ．研究結果 

 １．体制構築 

国内の希少難治性消化器疾患患者に対するゲ

ノム診断体制に向けた全体像を作成した（図：

ゲノム解析体制の構築）。ゲノム解析相談窓口

は、成育医療研究センターとし、疾患グループ

より横断的に相談、検体を受けることを想定し

た。これらの各パート（①臨床情報等の授受お

よび検体送付、②ゲノム解析（実施、分担）、

③解析法、④結果の提供）について検討した結

果、現時点において解決すべき以下の課題が存

在すると考えられ、情報提供の方法設定、提供

用紙設定など解決に向けた対策を予定した。 

① 情報提供の方法（流れ）、情報提供用紙の整

備、検体輸送法の整備 
② 解析分担（グループ内）の整理 
③ 解析検体（種類）の整理、解析手法の整理・

選択、解析スタイルの想定 
④ 報告方法、報告書の様式の策定・決定 
うち、③については、患者状況に対応可能な

迅速解析、網羅的解析の２つを想定し、検討す

ることも必要と考えられ、検討を開始した。ま

た、本解析グループは、各疾患グループからの
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横断的に相談、検体を受けるが、対象疾患が課

題となるため、検討、設定を開始した。 

 

 ２．解析実践 

患児のゲノム解析、結果還元にまで至った相

談事例として、生後16日の巨大膀胱、嘔吐を呈

した男児を提示する。本児は胎児期に既に膀胱

腫大を指摘されており、腹部X-rayにて小腸拡

張を認めた。疾患の確定に至らず、同意取得

後、短鎖型次世代シーケンサによる全ゲノム解

析を施行、迅速解析により5日後に患児の病因

と思われるACTG２遺伝子の病的バリアントを特

定した。本病的バリアント特定により、指定難

病（100）である巨大膀胱短小結腸腸蠕動低下

症候群（MMIHS type5）の診断が確定した。ま

た、バリアントのタイプにより予後不良である

ことが判明し、家族への説明とともに理解を

得、急変等に適切に対応（治療）でき、通院に

よるフォローアップへと繋がった。 

 

 
患児に認められたACTG2遺伝子病的バリアント

（ヘテロ接合） 

 

 ３．解析技術開発 

腸管神経節細胞僅少症の病変部分である筋間

神経叢について、コントロール腸管組織の切片

よりLMDを用いて壁内神経叢を正確に切り取り

収集する手法を確立した。切り出した組織より

核酸抽出を行い、変異解析が可能な品質の

genomic DNAが得られた。腸管神経節細胞僅少症

検体（１検体）からのgenomic DNA抽出も行い、

解析を開始した。 

 

Ｄ．考察 

体制構築については、現在までのゲノム解析

の経験に基づき全体の概要を作成したが、各

パートの課題が抽出されたので、これら課題を

順次解決していく必要があると考えられた。解

決には、各様式等の設定に加え、安定した体制

の整備に向け、手順書（SOP）等の作成も必要

であると考えられた。また、これら課題は、現

時点で想定されるものであり、作業実施ととも

に新たな課題も見出されると思われるので、実

際の症例等の解析を実施しつつ、解決を図るこ

とが重要と考えられた。対象疾患については、

希少難治性消化器疾患の中で、専門医が集積し

ている疾患グループがカバーする指定難病（99

慢性特発性偽性腸閉塞症、100巨大膀胱短小結

腸腸管蠕動不全症、101腸管神経節細胞僅少

症、291ヒルシュスプルング病、290非特異性多

発性小腸潰瘍症、292総排泄腔外反症、295総排

泄腔遺残、295乳幼児巨大血管腫）を対象とす

るのが良いと考えられた。特に、99慢性特発性

偽性腸閉塞症、100巨大膀胱短小結腸腸管蠕動

不全症、101腸管神経節細胞僅少症のいわゆる

ヒルシュスプルング病類縁疾患は、診断、原因

解明、治療法探索において重要であり、まず、

これらヒルシュスプルング病類縁疾患とヒル

シュスプルング病（指定難病291）を中心とし

たゲノム解析の体制を構築することが効率的で

適切と考えられた。 

具体的な構築においては、まず患者情報等の

連絡システム、臨床情報連絡交換、検体輸送の

ラインの確立、臨床情報または患者状況応じて

ゲノム解析法の選択、データ解析パイプライン

への流し込みといった流れが想定され、症例解

析で実践した。 

今回の実際の症例解析では、ゲノム解析の迅

速な結果提供が確定診断とその後の適切な治療

対応にもつながったと思われた。技術的なこと

に関し、今回の症例の解析実践において、デー

タ解析パイプラインは、内製の次世代データ解

析共通パイプラインを使用した。本研究では、

まず、ヒルシュスプルング病および類縁疾患を

中心に据える予定であるので、それらの効果的

な解析のため、疾患の原因遺伝子および症状・

所見に関連する遺伝子に特化したパイプライン

の改変修正・構築が、今後有用になると考えら

れた。 

解析技術開発に関しては、LMD機器を用いた

筋間神経叢切り出しによる核酸抽出は、コント

ロール腸管組織から解析に必要なgenomic DNAが

抽出精製で疾患検体からも抽出、解析を開始で

きた。本手法により、標的部位での変異解析が

可能と考えられた。 

 

Ｅ．結論 

体制構築については、まず課題の抽出が行わ

れ、それらにつき解決していくことで次の段階

へと進むと思われ、今後も実際にゲノム解析を

実践しつつ課題抽出と解決を図ることが重要と

考えられた。 
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実際の症例（巨大膀胱、短小結腸を呈する患

児）のゲノム解析では、臨床所見のみでは

MMIHSの診断基準を満たしていなかったもの

の、解析結果により原因遺伝子病的バリアント

が明らかとなり、確定診断、疾患に対応した適

切な診療・治療へとつながった。１症例である

が、ゲノム解析が有用であることが示され、今

後も引き続き解析を実践しつつ体制を整備・構

築していくことが重要と考えられた。 

腸管神経節細胞僅少症の標的組織（筋間神経

叢内細胞）を対象とした解析に関して、LMD機

器を用いた筋間神経叢切り出しが有効と確認で

きた。今後、本手法を用いて病変領域のDNA変

異解析・epigenetic解析、RNA発現解析を進め

る予定である。 

本横断的ゲノム診断グループは、今年度より開

始されたが、構築へのステップは計画通り進ん

でおり、また、当初より検体解析の実践もス

ムーズに行え、結果も得られた。次年度も引き

続き体制構築計画のステップを踏むとともに、

患者検体について、相談に応じて解析を実践、

結果の還元を行いつつ、また、解析技術の開発

も行うことで、目標とする体制構築を効率よく

進めることができると考えられた。 
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