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研究要旨： 
白質異常を呈する 2 症例にエクソーム解析を施行し、1 例で原因と考えられる病的バリアントを同

定した。また、もう一例は、令和 3 年度に導入した皮膚線維芽細胞を似た発現プロファイルを持つ

尿由来上皮細胞（以下、尿細胞と略）の RNA シークエンス解析、およびターゲットロングリード

シークエンスで診断することができた。一方、かずさ DNA 研究所でのパネル検査で病的バリアン

トが同定されなかった白質異常を呈する 8 症例に対して、パネル検査データの再解析（2 次解析）

を行い、病的と考えられるバリアントを 5 例において同定した。エクソーム解析症例よりもパネル

検査の 2 次解析を行う症例が多くなっており、大脳白質形成不全症のパネル検査が浸透しているこ

とが示唆される。本研究を通じた遺伝子診断により、橋渡し研究において重要な希少疾患のレジス

トリの充実に貢献することができた。 
 
Ａ、Ｂ．研究目的および方法 
本研究では、白質異常を呈する 10 症例におい

て、同定した病的バリアントと網羅的遺伝子解

析（パネル検査データの 2 次解析を含む）の有

用性について検討した。また、尿細胞の RNA シ

ークエンス解析とターゲットロングリードシ

ークエンスで診断出来た症例に関してはその

有用性について検討した。 

Ｃ．結果 

（1）エクソーム解析で病的バリアントを同定

した症例 
症例は 22 歳の女性で、20 歳過ぎから頭痛と

眩暈、軽度の視力障害を呈した。頭部 MRI 検査

で、内包の両側後肢、大脳脚、上小脳脚および

中小脳脚における拡散の減少を伴う T2 延長

が認められ、CLCN2 関連白質異常症が疑われた。

エクソーム解析をおこなったところ、CLCN2 の

ホモ接合バリアント（NM_004366.6:c.61dup, 
p.(Leu21Profs*27))が同定された。本バリアント

は、東北メディカルメガバンクが公開している

5 万 4 千人の日本人アレル頻度データ（54K JPN）

では 0.002 であるが、80 万人のデータである

Genome Aggregation Database（gnomAD） v4.0.0

では、東アジア以外では全く認められない。過

去 2 例の日本人症例で報告されており、日本人

に特有のバリアントと考えられた。 

（2）尿細胞の RNA シークエンス解析とターゲ

ットロングリードシークエンスの有用性 
単純脳回、白質異常、脳梁の形成不全、小脳

虫部形成不全を呈し、染色体検査で染色分体

早期解離を呈する症例にエクソーム解析を行

い、染色分体早期解離の原因遺伝子の一つで

ある BUB1B 遺伝子に母親由来の既知の c.1452-
5A>G ヘテロ接合性バリアントを同定した。し

かし、BUB1B 異常で起こる染色分体早期解離

は常染色体潜性遺伝形式であり、父親由来の

病的バリアントはエクソーム解析では同定さ

れなかった。そこで、尿細胞の RNA シークエ

ンス解析と全ゲノム解析（ショートリード）

を行ったが、全ゲノム解析でも原因となるバ

リアントは同定されなかった。しかし、RNA
シークエンス解析では BUB1B 遺伝子のイント

ロン 2 に異常なリードの集積が認められ、イ

ントロン 2 で異常スプライシングが起こって

いることが示唆された（図 1 上段）。そこで数

kb 以上のロングリードシークエンスが可能な

Nanopore シークエンサーを用いて、ターゲッ
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ト領域を集中的にシークエンスする Adaptive 

Sampling を行い、イントロン 2 の異常を徹底

的に調べたところ、ショートリード全ゲノム

解析では同定されなかった約 3kb の挿入がイ

ントロン 2 にあることが分かった（図 1 上段

の赤枠、下段）。配列から Alu と SVA トランス

ポゾンが挿入されており、日本人 222 名のロ

ングリードシークエンスデータからゲノム構

造異常を検出したデータベースである JSV1 に

よると、1/444 アレルで登録のある挿入であ

り、稀なゲノム異常と考えられた。 
 しかし、イントロンへのトランスポゾンの

挿入と RNA シークエンス解析での異常リード

との因果関係はこのデータでは分からなかっ

た。そこで、トランスポゾンの挿入配列を加

えた新たな参照ゲノム配列を作成し、RNA シ

ークエンスデータを再解析したところ、挿入

配列から BUB1B のエクソン 3 にスプライスさ

れる異常転写産物が 16 リードで認められた

（図 2）。このことからトランスポゾンの挿入

によって異常なスプライシングが引き起こさ

れたことが強く示唆された。今回、どちらも

スプライス異常を引き起こす非コード領域の

バリアントが同定されたが、母親由来の

c.1452-5A>G バリアントと父親由来のトランス

ポゾンの挿入を持つアレルからどの割合で異

常な転写産物ができるかは不明であった。そ

こで、患者および母親の RNA シークエンスデ

ータを解析して、nonsense mediated mRNA 
decay によって異常転写産物が壊されることを

指標に各アレルから生じる異常転写産物の割

合を推定した。図 3 に示すように、母親由来

の c. c.1452-5G と c.1045A は同一アレル上にあ

り、父親由来のイントロン 2 へのトランスポ

ゾンの挿入と c.1045G が同一アレル上にある。

母親の RNA シークエンスデータでは、

c.1045A が 10%、c.1045G が 90%と明らかに

c.1045A（つまり c.1452-5G）アレルからの転写

産物の割合が低く、ほとんどの転写産物が

nonsense mediated mRNA decay で壊されている

と考えられた。一方、患者の RNA シークエン

スデータでは、c.1045A が 26%、c.1045G が

74%であり、c.1045G（つまり挿入がある）ア

レルからの転写産物もある程度壊されている

ことが明らかになった。 
さらに、尿細胞を用いた Immunoblot によっ

て、患者では BUB1B のタンパク質量が著しく

減少していることが分かり、この 2 つのバリ

アントが原因となっていることが証明され

た。 

（3）かずさ DNA 研究所でのパネル検査データ

の再解析 

図 1. RNA-seq, ショートリード全ゲノム解析

（SR-WGS）, ロングリード Adaptive sampling
（LR-Adap）のアライメント結果 
異常な RNA-seq リードを赤矢印、 Adaptive 
sampling で同定した挿入を赤枠で示す。下段は赤

枠部分の拡大図。約 3-kb の挿入が認められる。 

図 2. RNA-seq データの Sashimi plot 

図 3. RNA-seq データによる片アレル性発現解析 
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かずさ DNA 研究所でのパネル検査データの

再解析を 8 症例に対して行い、病的と考えら

れるバリアントを 5 例において同定した。8 症

例中、研究班内での臨床所見の検討によって

原因候補遺伝子が絞り込まれていた例が 5 例

あり、うち 3 例（60%）において想定された遺

伝子に病的バリアントを同定した。この結果

は、本研究班の活動の有用性を示す結果であ

った。残り 2 例においては、臨床所見から想

定される遺伝子がパネル検査では解析対象と

なっていなかった。一方、臨床所見が比較的

非特異的であり、解析対象遺伝子が絞り込ま

れていなかった 3 症例においても、2 例で病的

バリアントを同定した。1 例は、
Leukodystrophy, hypomyelinating, 19, transient 
infantile (OMIM# 618688) の原因遺伝子として

知られている TMEM63A 遺伝子のヘテロ接合

性ミスセンスバリアントが同定された

（NM_014698.3:c.1658G>A, p.(Gly553Asp)）。本

バリアントは、54K JPN、gnomAD v4.0.0 に登

録のない非常に稀なバリアントであった。本

疾患は常染色体顕性遺伝形式を示し、乳児期

早期に眼振、発達遅滞、髄鞘形成不全を示

す。これらの症状は小児期に徐々に軽快する

ことが報告されているが、同じ Gly533 のアミ

ノ酸置換の日本人症例では、重度の髄鞘形成

不全と全般的発達遅滞が報告されていた。眼

振、発達の遅れは家系内の複数名で認められ

ており、この TMEM63A バリアントと共分離

が確認され、原因と考えられた。もう一例に

おいては、特徴的顔貌・摂食障害・関節拘

縮・成長障害などを特徴とする Bohring-Opitz 
syndrome（MIM # 605039）の原因遺伝子であ

る ASLX1 遺伝子にヘテロ接合性のフレームシ

フトバリアント（NM_015338.6:c.1934dup, 
p.(Gly646TrpfsTer12)）を同定した。本バリアン

トは、複数の論文で病的と報告されているこ

とから、病的バリアントと判断された。 

 
Ｄ. Ｅ．考察および結論 
 今回、令和 3 年度に導入した皮膚線維芽細胞

を似た発現プロファイルを持つ尿細胞の RNA
シークエンス解析と Immunoblot 解析をするこ

とで、非翻訳領域におけるバリアントを同定し、

かつそれらが病的であることを証明すること

ができた。最終的にはターゲットロングリード

シークエンスでトランスポゾンの挿入が同定

された訳だが、ロングリードシークエンスを行

った理由が RNA シークエンスでのイントロン

2 に認められた異常リードであり、片アレル性

発現の評価によって各アレルから生じる異常

転写産物が評価できたことも合わせると、尿細

胞の RNA シークエンス解析は必要不可欠であ

った。BUB1B 遺伝子は血液ではほとんど発現し

ておらず、非侵襲的に入手できる尿細胞の有用

性が確認された。 
 今回、ショートリードの全ゲノム解析ではイ

ントロン 2 へのトランスポゾンの挿入が同定で

きなかった。その原因として、挿入がリピート

配列上で起こったことが考えられる。リピート

配列の異常を含めたゲノム構造異常の検出は

ロングリードシークエンスが有用であること

が知られているが、コスト面で課題があった。

今回おこなった Adaptive sampling は、読みたい

ゲノムの範囲を指定するだけで、その領域を重

点的に読む解析であり、ゲノム全体をシークエ

ンスする方法よりもコスト面を低く抑えて解

析することが可能である。臨床所見から原因遺

伝子が絞り込まれている症例においては、リピ

ート領域の異常を見逃さないために、積極的に

Adaptive sampling のようなターゲットロングリ

ードシークエンスを行う必要がある。 
 今回、8 症例において、かずさ DNA 研究所で

のパネル検査の後に、Fastq ファイル形式でデー

タを頂き再解析した。先天性大脳白質形成異常

症の原因となっている 25 遺伝子だけでなく、

500 前後の遺伝子がキャプチャされていること

が解析で明らかになった。研究班内での臨床所

見の検討によって原因候補遺伝子が絞り込ま

れていた 5 例中 2 例では病的バリアントが同定

されなかったが、この 2 例では臨床所見から想

定される遺伝子がキャプチャされておらず、2
次解析の限界も明らかになった。パネル検査は

臨床所見から原因となる遺伝子が絞り込める

場合には有用であり、実際に 3 検体で病的バリ

アントが同定された。うち 1 例は PLP1 遺伝子

の深部イントロンバリアントが同定されてお

り（NM_000533.5:c.454-320A>C）、通常のエクソ

ーム解析では同定されないバリアントである

ことから、パネル検査がエクソーム解析よりも

優れている点があることは明らかである。海外

ではエクソーム解析、全ゲノム解析を行って網

羅的にデータを取得した後に、バーチャルパネ

ル検査で特定の遺伝子を対象に解析すること

が行われている。コスト的に合理的であり、今

後はバーチャルパネル検査の方向になると予

想される。その際においても、バリアントの解

釈ができる人材を育成することが重要である。 
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