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要旨 

 次世代シーケンサーを用いたエキソーム解析は，メンデル遺伝形式の遺伝性疾

患診断における強力な解析手法であるが，構造変異の検出は通常の解析方法では

不可能である．今回，構造変異検出プログラムである Coniferを中心として，エキ

ソーム解析後のデータから構造変異を検出する解析パイプラインを構築し，過去

当科にてエキソーム解析を行った 1230 例について解析を行った．結果として 26

例に原因遺伝子変異の可能性がある構造変異を検出し，また 4 例に性染色体のコ

ピー数異常（トリソミー）を検出した．これらの変異はこれまでのエキソーム解

析では見逃されていた変異であり，本解析法がエキソーム解析による遺伝子診断

の補助として有用であることを示した． 
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第 1章 序論 

1-1 次世代シーケンサーを用いたエキソーム解析について 

次世代シーケンサーを用いた遺伝子解析法は，近年の解析技術の進歩およびコ

ストの削減に伴い，メンデル遺伝形式の遺伝性疾患の診断ツールとして，急速に

使用されるようになってきている．エキソーム解析は蛋白質をコードする DNA配

列のみをハイブリダイゼーション法を用いて抽出し，次世代シーケンサーで解析

を行う手法である[1-3]（図 1-1）．全ゲノム解析と比較して低コストでありながら，

原因変異の存在する可能性の高いエキソン領域に全体に渡って変異を検出するこ

とが可能であり，神経疾患領域を含めてクリニカルシーケンシングとして応用さ

れるようになってきている[4-5]．ただし，エキソーム解析では，エキソン領域内

の塩基置換変異および短い挿入・欠失変異の検出は可能であるが，エキソン領域

外の変異の検出はできず，また，構造変異についても通常の解析方法では検出が

できない． 

  



 

5 

 

 

 
 

図 1-1．エキソーム解析における解析手順．  
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1-2 構造変異について 

構造変異は 1 kb以上の塩基配列が挿入，欠失あるいは重複することにより生じ

る遺伝子変異を指す[6]．構造変異は健常者においても高い頻度で認められること

が報告されており[7]，ゲノム配列の個人差を生み出す一つの要素として注目され

ている．また，疾患との関連では，自閉症[8-9]，統合失調症[10-11]，てんかん[12-13]

などの疾患で，低頻度の構造変異の集積が見られることが報告されている． 

 

神経内科領域においても構造変異が原因で生じる疾患は少なくなく，PMP22 遺

伝子の重複によるシャルコー・マリー・トゥース病（CMT1A）[14]，PMP22 遺伝

子の欠失による遺伝性圧脆弱性ニューロパチー（HNPP）[15]，SNCA 遺伝子の重

複による家族性パーキンソン病（PARK4）[16-17]，APP 遺伝子の重複による家族

性アルツハイマー病[18]，SMN1 遺伝子の欠失による脊髄性筋萎縮症（SMA）[19]

などが代表的疾患として挙げられ，感度の高い検出方法が求められる． 

 

1-3 エキソーム解析データを用いた構造変異の検出 

 通常のエキソーム解析におけるデータ解析パイプラインは構造変異を念頭に置

いて作成されておらず，構造変異の検出は不可能である．しかし，実際にはエキ

ソーム解析で構造変異に関する情報が得られないわけではなく，通常着目しない
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解析データを利用することによって情報を得ることが可能である．次世代シーケ

ンサーにより得られた配列データを用いて構造変異を検出する解析プログラムは，

現在までに複数報告されているが[20]，多くは全ゲノム解析データを利用するもの

であり，エキソーム解析データを利用するプログラムはそれに比べると少ない． 

 

次世代シーケンサーデータを用いた構造変異検出の手法としては，(1) ペアエン

ドによるマッピングを利用する方法（異常に長いインサート長のペアリードを抽

出し構造変異を検出する方法）[21]，(2) 切断点を含むリードを検出し構造変異を

検出する方法（リードの一部のみしかマップされないリードを分割して再度マッ

ピングし，変異を検出する方法）[22]，(3) マップされたリードの数（read depth）

を利用する方法[23]の 3種類が主に用いられる．全ゲノム解析データを用いた解析

ではこれらいずれの手法も使用でき，複数の手法を組み合わせた解析方法も報告

されている．しかし，エキソーム解析ではゲノム上にまばらに散らばる，全ゲノ

ムの 1～2%を占めるエキソン領域のみの情報しか得られないことから，(1)，(2)の

手法を用いて解析することは難しく，(3)のマップされたリード数を元にした解析

プログラムがほとんどである． 

 

また，エキソーム解析においては，ハイブリダイゼーション法を用いて一部の
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DNA断片を抽出する過程が含まれているため，全ゲノム解析のデータを利用する

場合と比較して解析が難しい．エキソーム解析において，マップされたリード数

は構造変異以外にも様々な要因で変化しうるため，それらの要因の影響を少なく

し，ノイズを減らす工夫が必要である[20]．マップされたリード数に影響を与えう

る因子として考えうるものについて，表 1-1 に示す． 
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<DNA自体> 

  遺伝子のコピー数（構造変異） 

  DNAの質（抽出・精製方法の違い，DNAの劣化） 

 

<Wet の解析過程> 

  エキソンの濃縮用プローブによるキャプチャー効率 

  次世代シーケンサー内でのクラスター形成効率（GC 率等による影響） 

  塩基コールの正確性（クオリティ） 

  得られるリードデータの総数 

 

<Dryの解析過程> 

  配列構造自体によるマッピング効率の変化（偽遺伝子や反復配列の存在） 

  マッピングに影響する変異の有無（特に挿入・欠失変異の存在） 

 

表 1-1．エキソーム解析データにおいて，リード数に影響を与えうる因子について

まとめたもの．遺伝子コピー数の変動（構造変異）以外にも，様々な要素がリー

ド数に影響を及ぼしうる． 
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1-4 今回解析に使用した Coniferプログラムの特徴 

 今回解析に使用した Coniferは[24]，多数例のエキソーム解析データを利用して，

領域毎のリード数を解析全リード数で補正した RPKM（Reads Per Kilobase per 

Million mapped reads）値から Z-score（Z-RPKM 値）を算出し，その値をもとに変

異の検出を行うプログラムである．また，解析データのノイズ削除のため，特異

値分解法（Singular Value Decomposition 法）を使用している点が特徴である．欠点

としては，3領域以上にわたって連続して有意な変動が認められた領域を変異とし

て検出するため，長さの短い構造変異が検出されないこと，および Z-scoreを元に

して判断を行うことから，解析集団中に特定の変異を有する頻度が高い場合は検

出ができないことなどが挙げられる． 

 

1-5 今回の解析の目的 

当科ではこれまで，エキソーム解析で変異が認められないが臨床像から遺伝子

変異の存在が強く疑われる症例については，(1) 一塩基置換変異や短い挿入欠失変

異を見逃している可能性，(2) 構造変異が存在する可能性を考え，他の手法による

解析をその都度追加することで対応してきたが，エキソーム解析を行った全例に

対して他の手法を用いて構造変異の有無について確認することは，コスト面等の

問題から難しく，行えていなかった．もし，エキソーム解析データを用いて全例
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について構造変異の有無についての情報が得られるのであれば，遺伝子診断の正

確性を高める上で有用であると考えられる．また文献的にも，多数例の神経疾患

症例に対して，エキソーム解析データを用いて構造変異の有無について網羅的な

評価を行った報告はこれまでにない． 

 

本研究では，既存の構造変異検出用プログラムである Conifer を中心に据えて，

エキソーム解析後のデータから構造変異を検出する解析パイプラインを構築し，

過去当院にてエキソーム解析を行った症例を対象に上記パイプラインを用いて解

析を行い，神経疾患診断における本解析法の有用性を明らかにすることを目的と

する． 
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第 2章 Materials & Methods 

2-1 解析対象とした症例について 

 これまでに，当院当科にて DNAを収集しエキソーム解析を行った症例，および，

鹿児島大学大学院医歯学総合研究科神経内科・老年病学講座 高嶋 博 教授，山梨

大学医学部神経内科学講座 瀧山 嘉久 教授より DNA を提供され，当科にてエキ

ソーム解析を行った 1230例のデータを用いて解析を行った．なお，1230例のうち

1例については，解析前の時点で構造変異の存在が他の手法により確認されていた

（PMP22 遺伝子の重複）．解析を行った症例の臨床診断名毎の症例数について表

2-1に示す． 
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診断名 症例数 

筋萎縮性側索硬化症 371 

シャルコー・マリー・トゥース病 289 

痙性対麻痺 172 

多系統萎縮症 114 

副腎白質ジストロフィー 54 

脊髄小脳変性症 51 

周期性四肢麻痺 48 

筋疾患 23 

白質脳症 16 

神経核内封入体病 13 

パーキンソン病 11 

てんかん 11 

片頭痛 8 

その他の疾患 37 

正常対照 12 

合計 1230 

 

表 2-1．疾患毎の症例数を上記に示す．なお，その他の疾患の内訳は以下の通り．

ファール病 4例，ジストニア 3例，前頭側頭葉変性症 3例，ミトコンドリア病 3

例，Alternating Hemiplegia 3 例，アルツハイマー病 2例，正常圧水頭症 2例，進

行性核上性麻痺 2例，脊髄性筋萎縮症 2例，Pelizaeus Merzbacher病 2例，舞踏運

動 1例，Episodic ataxia 1 例，糖原病 1例，Hallervorden-Spatz 病 1例，髄鞘低形成 

1 例， Inclusion body myopathy associated with Paget disease of bone and/or 

frontotemporal dementia（IBMPFTD） 1例，ニューロフェリチノパチー 1例，神経

線維腫症 1型 1例，眼咽頭遠位型ミオパチー 1例，Startle disease 1 例，結節性硬

化症 1例． 

  



 

14 

 

2-2 エキソーム解析 

 エキソン領域の濃縮およびシーケンサー用のライブラリ作成については，

SureSeletct Human All Exon V4+UTR kit（以下 V4キットと記載）もしくは SureSelect 

Human All Exon V5+UTR kit（以下 V5 キットと記載，いずれも Agilent 社）を使用

し，Agilent 社のプロトコルに従って行った．原理的には，いずれのキットにおい

ても，標的領域毎に作成された 120塩基のビオチン化された RNAプローブを使用

し，断片化された DNA と RNA プローブをハイブリダイズさせ，ストレプトアビ

ジンビーズを用いて RNA プローブに結合した DNA 断片のみを回収することによ

って，標的領域の DNA 断片の濃縮を行っている． 

 

作成されたライブラリは Hiseq2000シーケンサー（illumina社）を用いて解析を

行い，100 塩基×2のペアエンド法により塩基配列の読み取りを行った．解析によ

り得られたリード情報（fastq 形式）のマッピングには BWA [25]を使用し，参照配

列として GRCh37/hg19 を使用した．なお，ここで得られたマッピング後の配列デ

ータ（bam 形式）を元に，RPM 値（Reads Per Million mapped reads）を算出した．

また，変異の検出プログラムとして Samtools [26]を使用した． 
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2-3 Coniferによる構造変異解析 

Coniferへのデータ入力は，症例毎の全解析領域の RPM 値を RPKM 値（Reads Per 

Kilobase per Million mapped reads）に変換したのち，使用したキット毎（V4 キット

もしくは V5キット）に分けて行った．また，解析中の各種パラメータについては，

SVD値（Singular Value Decomposition value）は 5に設定し，その他についてはデ

フォルトの値を使用して行った[24]． 

 

2-4 アレイ CGH 法による構造変異解析 

 既知の疾患原因遺伝子を含む構造変異が検出され，診断名などの臨床情報と一

致する症例については，アレイ CGH法を用いて変異が実際に存在するかどうか確

認を行った．SurePrint G3 CGH Microarray 8x60 Kアレイ（Agilent 社）を使用し，

検出された構造変異領域およびその周辺に高密度にプローブ（45～60 bp）をデザ

インして解析を行った．検討を行った変異毎に作成したアレイプローブ情報の詳

細は表 2-2 に示した通りである．なお，性染色体のアリル数の判定については，

SurePrint G3 CGH Microarray 8x60 Kにあらかじめ搭載されているバックボーンプ

ローブのデータを用いて判定を行った．  
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解析手順は Agilent 社のプロトコルに従い，制限酵素（AluI，NsaI）を用いた DNA

の断片化，断片化 DNA の蛍光色素（Cyanine3 および Cyanine5）によるラベル化，

マイクロアレイ上へのハイブリダイゼーションを行い，G2505B（Agilent 社）を用

いて画像の読み取りを行った．なお，ラベル化反応については，コントロール DNA

は Cy-3，患者 DNA は Cy-5 を用いてそれぞれ標識した．得られた画像データを，

Feature Extraction Ver 11.0およびAgilent Genomic Workbench Ver 6.5を用いて解析し

た後，最終的な色素強度比率のデータを算出して，関心領域のデータの描画を行

った． 
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Target gene Interval Size [bp] Total Probes Probes per 1 kb 

PARK2 chr6:161753591-163163834 1410244 9839 6.97 

PMP22 chr17:13957720-15537826 1580107 10484 6.63 

CYP2U1 chr4:108837789-108946210 108422 748 6.89 

FA2H chr16:74731854-74938859 207006 1366 6.59 

FXN chr9:71534669-71730094 195426 1297 6.63 

KIF5A chr12:57922456-57993554 71099 536 7.53 

LITAF chr16:11395426-11786506 391081 2373 6.06 

OPTN chr10:12862250-13195276 333027 2225 6.68 

SACS chr13:23393591-25031252 1637662 11273 6.88 

SPAST chr2:32173296-32397706 224411 1136 5.06 

ZFYVE26 chr14:68198238-68298306 100069 768 7.67 

 

表 2-2．Conifer解析で検出した構造変異毎にデザインした，アレイ CGHプロー

ブの情報を示す．切断点を決定するため，解析領域は標的遺伝子のみではなく，

構造変異の検出された範囲全体を完全に含むようにデザインした． 
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2-5  SMN1遺伝子欠失の制限酵素断片長多型解析法による確認 

 SMN1遺伝子の欠失はアレイ CGH法では原理的に行えないため，制限酵素断片

長多型解析法によって確認を行った．まず，SMN1 遺伝子および SMN2 遺伝子の

Exon 7 を既報のプライマーペア（forward: 5’-AGACTATCAACTTAATTTCTGATCA-3，

reverse: 5’-CCTTCCTTCTTTTTGATTTTGTTT-3’）を用いて PCR 法によって増幅し

た[27]．PCR 産物を精製後，SMN2 遺伝子由来の PCR 産物のみを切断する制限酵

素 DraI により処理し．得られた DNA 断片をアガロースゲル電気泳動によって分

離して，SMN1および SMN2 遺伝子由来のバンドが見られるかどうか確認し判定を

行った． 

 

2-6 倫理面に関する配慮 

 本研究は東京大学ヒトゲノム・遺伝子解析研究倫理審査委員会および参加各機

関の研究倫理委員会の承認に基づいて施行された（承認番号 1396）． 
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第 3章 構造変異解析パイプラインの構築 

3-1 構造変異解析パイプラインの全体像 

 以下，順に構造変異の解析方法について記述するが，解析全体の流れを図 3-1

に示す．なお，Conifer プログラムを用いた構造解析および，アレイ CGH 用の解

析プログラム（Feature Extraction および Agilent Genomic Workbench）を用いたデー

タ解析以外の情報処理については，全て自作の解析プログラム（Perl script）を作

成して行った．具体的には，Coniferへ入力するためのデータ加工，Conifer出力デ

ータへの遺伝子情報などの追加，性染色体アリル数の判定，解析除外症例の選択

などについて，複数（10以上）のプログラムを作成しパイプラインを構築した． 

 

3-2 解析領域の設定について 

V4キットおよび V5 キットで使用されている全ての RNAプローブについて，プ

ローブの両側 100 塩基を含めた領域を，それぞれのライブラリ調整キットにおけ

る解析対象領域として設定した．また，周囲 100 塩基を含めたプローブ領域が重

なっているものについては，結合させて一つの領域として扱うこととした．使用

プローブ数は V4 キットが 789140 個，V5 キットが 881870 個であり，結合後の領

域数は V4キットが 177394領域，V5キットが 184751領域であった． 
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図 3-1．解析全体の流れ．青色の部分は自分で作成したプログラム（Perl script）

を用いてデータ処理を行った．  

Bam ファイル（DNA 配列マッピング

後のファイル）を読み込み，各領域

（500bp 以下に分割）に含まれるリー

ド数を計算． 

常染色体の総リード数を元にして，各

領域のリード数を RPM値に変換． 

全症例のデータから，領域毎の RPM値

の平均値，標準偏差を算出．症例毎に

Z-RPM値の標準偏差を算出し，値が著

しく高い症例を解析から除外． 

RPM 値を RPKM 値に変換した後，

Coniferを用いて解析． 

症例毎に Conifer で検出された構造変

異の総数を計算し，著しく変異数が多

い症例は解析対象から除外． 

既知の神経内科疾患の原因遺伝子を含

む構造変異を抽出． 

アレイ CGH法を用いた変異の確認． 

必要に応じて，指定の遺伝子もしくは

領域について，RPM値を参照． 

性染色体について RPM 値をもとにア

リル数の判定を行い，X染色体のアリル

数で症例をグループ分け（→ Conifer

による解析へ）． 

RPM値の平均に対する比を元にしてグ

ラフを作成し，アレイ CGH法により得

られたデータと比較． 
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その後，領域の大きさを全体的に揃え，解析時のポイント数を増やす目的で，

領域の大きさが 500 塩基以下の場合はそのまま解析に使用し，領域の大きさが 500

塩基を超える場合には，500塩基未満となるように領域を分割した（図 3-2）．最終

的に，V4キットでは 269834領域，V5キットでは 294419領域となった． 

 

なお，V4 キットと V5 キットで解析対象領域が異なるため，以後の構造変異に

関する解析は使用したキット毎に分けて解析を行った．キット毎の症例数は，V4

キットが 361例，V5 キットが 869例であった． 
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図 3-2．リード数を集計する解析領域の設定方法 
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3-3 領域毎のリード数および RPM値の計算方法について 

 各症例について，マッピング後（BWA処理後）の bam ファイルから個々の配列

データを抽出し，ペアリードの開始位置と終端位置の情報からリードの中心位置

を求め（小数点以下切り捨て），中心位置が存在する領域を，該当リードの由来す

る領域として判定した（図 3-3）．なお，ペアリードのうちいずれか一方でも正し

くマッピングされていないもの，およびリード全体の長さが著しく大きい（500bp

以上の）リードは，解析対象から除外した． 

 

 続いて，領域毎のリード数を症例間で比較する際に，解析総リード数のバラつ

きによる影響をなくすため，以下の計算式により各領域の RPM 値（Reads Per 

Million mapped reads）を算出した．なお，性別の違いによる影響を避けるため，常

染色体の領域内に含まれるリード数の合計を分母として用いた． 

 

  RPM 値 ＝（領域内のリード数）／（常染色体の総リード数）× 10
6 

 

 また，常染色体の領域内に含まれるリード数の合計を元に算出した，解析症例

毎の平均カバレッジの分布を図 3-4に示す． 
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図 3-3．マッピングされたリードがどの領域由来のリードか判定する方法について

図示したもの．青い長方形の部分は次世代シーケンサーによって読み取られた配

列領域（100塩基長）を示し，ペアとなっている配列領域同士を実線でつないで

図示している．赤矢印はリード全体の中央位置を示す． 

上記のうち，リード A，Bについては領域 1由来のリードと判定される．リー

ドC，Dについてはいずれも配列の一部が領域 1および領域 2に含まれているが，

リードの中央位置で判断するため Cはいずれの領域にもカウントされず，Dは領

域 2由来としてカウントされる．Eはペアリードの一方が領域 2に完全に含まれ

るが，中央位置が領域 2の外にあるためカウントされない．Fはリードの一方が

領域 1に完全に含まれるが，ペアリードがマップされていないため中央位置が判

定できず，カウントされない． 
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図 3-4．V4キット（上）および V5キット（下）における，解析症例毎の平均カ

バレッジの分布．なお平均カバレッジは，（常染色体の領域内に含まれるリード数

の合計）／（常染色体の領域の総塩基長）× 200により算出した．  
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3-4 リード数の分布が著しく異なる症例の解析対象からの除外 

 構造変異の検出を行う前に，平均値からのバラつきが著しい症例の削除を行っ

た．まず，領域毎に RPM 値の平均値と標準偏差を求め，症例毎に以下の計算式を

用いて RPM 値の Z-score（Z-RPM 値）を算出した． 

 

 Z-RPM 値 ＝（症例の RPM 値 － 平均 RPM 値）／（RPM 値の標準偏差） 

 

 Z-RPM 値の常染色体の全領域における標準偏差を，各症例の領域全体に渡るバ

ラつきの大きさの指標として使用することとした．使用したライブラリ調整キッ

トごとに，全症例についてデータを計算し，中央値の 2倍をカットオフ値として，

リードの分布が著しく異なる症例の削除を行った（図 3-5）．結果，V4 キットでは

361例中 9 例（2.5%），V5キットでは 869例中 13例（1.5%）が解析除外となった．

なお，削除された症例の多くは，全リード数が著しく少ない症例であった． 
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図 3-5．V4キット（上）および V5キット（下）における，Z-RPM値の標準偏差

の分布．中央値±nMAD（normalized median absolute deviation）は，V4 キッ

トで 0.85±0.12，V5 キットで 0.80±0.10．赤線はカットオフ値（中央値の 2 倍）． 
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3-5  性染色体の RPM 値に基づくコピー数判定 

 X 染色体および Y 染色体のコピー数の判定は， X 染色体にも Y 染色体にも共

通して存在する領域である，Pseudoautosomal region（PAR）[28]を除いた領域につ

いて RPM 値を合計し，症例間で値を比較することにより行った． 

 

以下に，Pseudoautosomal region に存在するデータの具体的な削除方法を述べる．

短腕側に存在する PAR1 に関しては，X染色体に関しては XG遺伝子が PAR1 と X

染色体固有の領域にまたがって存在すると報告されており[29]，XG 遺伝子の

Exon3 までのデータを除外し，XG 遺伝子の Exon4 以降のデータを X 染色体固有

の領域として評価対象に含めた．Y染色体では CD99遺伝子までのデータを除外し，

SRY遺伝子以降のデータを Y染色体固有の領域として対象に含めた．また，長腕

側に存在する PAR2 に関しては，X 染色体，Y 染色体ともに SPRY3 遺伝子以降の

データを PAR2 に含まれる領域として除外した[28]． 

 

 各症例について Pseudo autosomal region（PAR）を除いた X染色体および Y染色

体全体の RPM 値を算出し，グラフとして表示したものを図 3-6，図 3-7に示す． 
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図 3-6．V4 キットを使用した症例における，chrX および chrY 全体（pseudo 

autosomal regionを除く）の RPM値を示している．上：chrXの RPM値を図示

したもの．アリル数 1，2と考えられる症例以外に，アリル数 3の症例が 1例認め

られる（XXX）．中：chrX のアリル数が 2 と判定された症例の chrY の RPM 値．

chrYのアリル数が 1 と考えられる症例が 1例ある（XXY）．下：chrXのアリル数

が 1と推定された症例の chrYの RPM値．Y染色体のモザイクロスによると考え

られる RPM値のバラつきを認める．  
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図 3-7．V5キットを使用した症例における，chrXおよび chrY全体（pseudo 

autosomal regionを除く）の RPM値を示している．上：chrXの RPM値を図示

したもの．中：chrXのアリル数が 2と判定された症例の chrYの RPM値．1例で

chrYのアリル数が 1 と考えられる（XXY）．下：chrXのアリル数が 1と推定され

た症例の chrYの RPM値．1例で chrYのアリル数が 2と考えられる（XYY）. 
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X染色体に関するアリル数の判定は，図 3-6，図 3-7に示す通り，明確に判定す

ることが可能であった．また，Y 染色体に関しては，男性例（X 染色体のアリル

数が 1であり，核型 XYが推定される症例）において RPM 値のバラつきが目立っ

たが，これは血球細胞においては Y 染色体のモザイクロスが生じることが報告さ

れており[30]，Exome解析で血球由来の DNA を使用しているため，それを反映し

た結果と考えられた． 
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3-6  網羅的な構造変異解析パイプライン 

Z-RPM 値の標準偏差に基づき，平均値からのバラつきが著しい症例を除外した

後の 1208 例（V4 キット 352 例，V5 キット 856 例）について，構造変異検出用

のプログラムである Coniferを用いて網羅的な解析を行った．解析は使用したキッ

ト毎に分けて行い，また常染色体と性染色体は分けて解析を行った．性染色体の

うち X 染色体については，性別によるアリル数の違いが影響することを避けるた

め，前述の方法に基づいてアリル数毎（アリル数 1，アリル数 2）に分けて解析を

行った．アリル数が 3の症例（1例）については解析から除外した．また，Y染色

体については Conifer を用いた解析は施行しなかったが，これは血球細胞における

Y 染色体のモザイクロスの影響で，症例ごとに全染色体数に占める Y 染色体の割

合が変化するため，データ比較が困難であるためである[30]． 

 

データ解析に関しては，Coniferで解析可能な形式とするため，RPM 値を以下の

ようにして RPKM 値（Reads Per Kilobase per Million mapped reads）に変換し，Conifer

プログラムでデータの読み込みを行った．  

 

RPKM 値 ＝ RPM値／（領域の塩基長 [bp]）× 1000 
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Coniferによる解析は，まず常染色体について行った．常染色体の解析において，

検出された構造変異数の中央値（±normalized median absolute deviation）は，V4 キ

ットで 8（±3.0），V5 キットで 19（±5.9）であった．検出された領域数の分布を

図 3-8に示す．図に示す通り，一部の症例は検出された領域数が他の症例と比べて

著しく多く，解析上のエラーの可能性が高いと考えられたため，カットオフ値を

中央値の 5倍として以降の解析から除外することとした．結果，V4 キットでは 13

例，V5キットでは 25 例が解析から除外され，Conifer解析前に除外された症例と

合わせると，V4キットでは 361例中 22例（6.1%），V5キットでは 869例中 38例

（4.4 %）が解析から除外された．それ以外の 1170例（V4 キット 339例，V5 キ

ット 831例）について，X染色体についての解析を行った後，症例毎に構造変異

の検出された領域に含まれる遺伝子を確認し，診断病名などの臨床情報と一致す

る，既知の疾患原因遺伝子が含まれるかどうかについて確認した（図 3-9）．  
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図 3-8．V4キット（上），V5キット（下）を用いて解析した症例における，Conifer

解析後の構造変異数の分布．赤線はカットオフ値（中央値の 5倍）．  
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図 3-9．本解析における除外症例数についてのまとめ． 
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3-7 アレイ CGH 法により得られた解析結果と RPM値に基づくデータの比較 

 アレイ CGH法で結果として出力されるデータは．Cyanine 3および Cyanine 5の

色素強度の比率を，2を底とする対数値に変換したものである． 

 

 出力値：log 2（患者由来 Cy-5色素強度／コントロール由来 Cy-3 色素強度） 

 

 上記のデータとエキソーム解析データをもとにした解析結果を比較できるよう

にするため，各領域の平均 RPM 値をコントロールデータとして使用し，以下の変

換を行ってアレイ CGH 法により得られたデータと比較できるようにした．なお，

RPM 値が低い領域はデータのバラつきが大きくなるため，平均 RPM 値が 0.5未満

の領域データは描画に用いなかった． 

 

 変換後の値：log 2（患者の RPM 値／平均 RPM 値） 
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3-8  SMN1遺伝子の RPM値に基づく構造変異検出 

SMN1遺伝子については，配列一致率の高い偽遺伝子である SMN2 遺伝子が存在

すること，および健常人での SMN1，SMN2 遺伝子のアリル数変異の頻度が高いこ

とから，Coniferによる変異の検出はできず，異なる解析手法を考案した． 

 

これまでの報告で，SMN1遺伝子と SMN2 遺伝子の配列は，IVS 6 から Exon 8に

存在する 5 ヶ所の塩基配列のみに相違があると報告されている[19]（図 3-10）．う

ち 2ヶ所が Exon領域（Exon 7および Exon 8）に存在しており，これを用いて Exome

解析により検出された配列情報を，SMN1由来のリードと SMN2由来のリードに分

け，Exon 7および Exon 8の RPM 値を算出し解析することとした．具体的には，

マッピング後（BWA 処理後）の bam ファイルから，Exon7 もしくは Exon8 の塩基

相違部位の配列を含むリードを抽出し，その塩基情報をもとにして，SMN1遺伝子

由来か SMN2 遺伝子由来かを判定し，それぞれの RPM 値を算出し，グラフ化して

アリル数の推定を行った． 

 

V4キットには SMN1 および SMN2遺伝子が解析対象として含まれておらず，V5

キットを使用した症例のみについて検討した．なお V5キットでは，Exon 7の塩基

相違部位を含むプローブは 4つあり，SMN1 遺伝子に一致するプローブが 2つ，
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SMN2遺伝子に一致するプローブが 2つであった．また，Exon 8の塩基相違部位を

含むプローブは 2つで，2つとも SMN1遺伝子に一致するプローブであったが，

DNAキャプチャー用のプローブ長が十分長いため，一塩基置換変異の存在による

キャプチャー効率への影響は小さいとされている． 
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図 3-10．SMN1遺伝子および SMN2遺伝子において，2者の弁別に使用可能な塩

基相違部位を示したもの．うち 2ヶ所が Exon内に存在する． 

Exome 解析での参照配列である GRCh37/hg19 において，SMN1 遺伝子は

chr5:70,220767-70,248,838，SMN2遺伝子は chr5:69,345,349-69,373,421 にマッ

プされており，Exon 7 の塩基相違部位（C/T）は SMN1では chr5:70,247,773，

SMN2では chr5:69,372,353 にあたり，Exon 8の塩基相違部位（G/A）は SMN1

では chr5:70,248,501，SMN2では chr5:69,373,081 にあたる． 

  



 

40 

 

第 4章 網羅的な構造変異の解析  

4-1 検出された構造変異数および構造変異内に含まれる遺伝子数 

 不適切症例削除後の 1170例（V4キット 339例，V5キット 831 例）について，

常染色体および X 染色体において検出された構造変異数（中央値±normalized 

median absolute deviation）は，V4 キットで 8±3.0，V5キットで 20±5.9であり，

構造変異内に含まれる遺伝子の総数（中央値±normalized median absolute deviation）

は，V4キットで 19±7.4，V5キットで 35±11.8であった（図 4-1，図 4-2）． 

 

また，これまでに神経疾患との関連の既報告がある遺伝子（約 800 遺伝子，な

お SMN1 遺伝子など全集団に対する構造変異の頻度が著しく高いものを除く）に

限定すると，検出した遺伝子の数（平均値）は V4キットで 0.42，V5 キットで 0.57

であり，一つ以上の遺伝子が検出された症例は，V4キットで339例中100例（29％），

V5キットで 831例中 431例（40%）であった（図 4-3）． 
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図 4-1．Coniferにより検出された構造変異数の分布． 
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図 4-2．Coniferにより検出された構造変異内に含まれる総遺伝子数の分布． 
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図 4-3．Conifer により検出された構造変異内に含まれる，神経疾患との関連の既

報告のある遺伝子の数の分布． 
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4-2-1 既知の疾患原因遺伝子を含む症例の抽出 

Conifer による解析結果を元に，神経疾患との関連の既報告がある遺伝子の一部

もしくは全体の RPM値変動が認められ，遺伝子変異により生じる疾患と臨床情報

が一致するものに絞って検索を行った．結果，合計 24症例において原因遺伝子の

可能性のある変異が検出された（表 4-1 から表 4-4）．なお，本解析施行前に変異

の存在が判明していた 1 例については，該当の変異が検出された（#2，PMP22 重

複）． 
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表 4-1．同様の構造変異の既報告がある症例一覧．なお”other rare variant in the gene”欄に記載した変異の有無の情報は，通常

の Exome解析結果により得られたものである． CMT: Charcot-Marie-Tooth disease, HSP: hereditary spastic paraplegia, ALS: 

amyotrophic lateral screlosis, AD: autosomal dominant, AR: autosomal recessive.

Case Kit Diagnosis
Mutated

gene
Disease

Inheritance

pattern
Mutation type

Included

region

Other rare variant

in the gene

Validation

by array CGH

#1 V5 CMT duplication entire gene - yes

#2 V5 CMT duplication entire gene - yes

#3 V5 CMT duplication entire gene - yes

#4 V5 CMT duplication entire gene - yes

#5 V5 CMT duplication entire gene - yes

#6 V5 CMT duplication entire gene - yes

#7 V4 CMT duplication entire gene - yes

#8 V5 CMT deletion (heterozygous) entire gene - yes

#9 V5 CMT deletion (heterozygous) entire gene - yes

#10 V4 CMT deletion (heterozygous) entire gene - yes

#11 V5 HSP deletion (heterozygous) Exon 1-3 - yes

#12 V5 HSP deletion (heterozygous) Exon 1-4 - yes

#13 V4 ALS deletion (homozygous) Exon 6-8 - yes

#14 V5 ALS deletion (heterozygous) Exon 1-7 - yes

OPTN

(NM_1008211)
ALS AR/AD

AD

SPAST

(NM_014946)
HSP AD

PMP22

(NM_000304)
CMT
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表 4-2．同様の構造変異による疾患発症の報告はないが，遺伝形式が常染色体劣性で同一遺伝子に 2つの変異を有する症例． 

 

表 4-3．同様の構造変異による疾患発症の報告はないが，遺伝形式が常染色体優性である症例． 

 

表 4-4．遺伝形式が常染色体劣性であるが，検出された変異がヘテロ接合性であった症例． 

CMT: Charcot-Marie-Tooth disease, HSP: hereditary spastic paraplegia, HSAN: herediatary sensory and autonomic neuropathy, MSA: 

multiple system atrophy, ARSACS: autosomal recessive spastic ataxia of Charlevoix-Saguenay.

Case Kit Diagnosis
Mutated

gene
Disease

Inheritance

pattern
Mutation type

Included

region

Other rare variant

in the gene

Validation

by array CGH

#15 V5 HSP
ZFYVE26

(NM_015346)
HSP AR

deletion (compound

heterozygous)

Exon 18-26 del

+ Exon 22 del
-

yes (also by Sanger

 sequencing)

Case Kit Diagnosis
Mutated

gene
Disease

Inheritance

pattern
Mutation type

Included

region

Other rare variant

in the gene

Validation

by array CGH

#16 V5 CMT+HSP
KIF5A

(NM_004984)
CMT/HSP AD deletion (heterozygous) Exon 2-6 - yes

#17 V4 CMT
LITAF

(NM_004862)
CMT AD deletion (heterozygous) Exon 2-4 - yes

Case Kit Diagnosis
Mutated

gene
Disease

Inheritance

pattern
Mutation type

Included

region

Other rare variant

in the gene

Validation

by array CGH

#18 V5 HSP deletion (heterozygous) entire gene
c.5151dupA

p.S1718Ifs*20
yes

#19 V5 CMT(HSAN) deletion (heterozygous) entire gene
c.2402C>T

p.P801L
yes

#20 V5 HSP duplication (heterozygous) entire gene - yes

#21 V5 HSP
FA2H

(NM_024306)
HSP AR deletion (heterozygous) Exon 1

c.908G>A

p.G303E
yes

#22 V5 HSP
CYP2U1

(NM_183075)
HSP AR deletion (heterozygous) Exon 5 - yes

#23 V4 MSA
PARK2

(NM_004562)
PD AR duplication (heterozygous) Exon 2-3 - yes

#24 V4 CMT
SBF1

(NM_002972)
CMT AR deletion (heterozygous) entire gene - yes

SACS

(NM_014363)
ARSACS AR
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 24症例のうち，表 4-1に示した 14症例については，同様の構造変異により疾

患を発症した既報告があり，原因遺伝子変異と考えられた． 

 

表 4-2に示した 1 症例は，同様の構造変異により疾患を発症した既報告はない

ものの，遺伝形式が常染色体劣性遺伝で，同一遺伝子に 2種類の構造変異を有

していることから，原因遺伝子変異である可能性が高いと考えられた．また，

表 4-3に示した 2症例は，同様の構造変異により疾患を発症した既報告はないも

のの，遺伝形式が常染色体優性遺伝形式であり，原因遺伝子変異である可能性

が考えられた．ただし，これら 3症例について原因遺伝子変異と確定するには，

既報告の遺伝子変異を有する症例と臨床的特徴が合致するかどうか，また家系

内の発端者以外の遺伝子検査など，追加の確認が必要と考えられた． 

 

表 4-4に示した 7 症例については，遺伝形式が常染色体劣性であるが，検出さ

れた構造変異はヘテロ接合性であった．うち 3例については健常者集団には認

められない rare variant が通常のエキソーム解析で検出されており，原因遺伝子

変異の可能性があると考えられた．以下，変異の検出された 24 症例について，

遺伝子毎に分けて考察する． 
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4-2-2  PMP22遺伝子の重複および欠失変異について（症例 #1 - #10） 

 PMP22遺伝子の重複はシャルコー・マリー・トゥース病（CMT1A）の原因遺

伝子変異であり[14]，脱髄型の CMT（CMT1）の中で最も頻度が高く，70％程度

を占めるとされる[31]．また PMP22遺伝子の欠失は遺伝性圧脆弱性ニューロパ

チー（HNPP）を引き起こす[15]． 

 

重複，欠失いずれにおいても，PMP22遺伝子を挟むようにして存在する，2

つの相同性の非常に高い（99%）塩基配列を介して，非対立遺伝子間の相同組み

換え（non-allelic homologous recombination）が起こることによる変異の頻度が高

く[32, 33]，その場合には2つの塩基相同性の高い領域に挟まれた共通する1.4 Mb

の領域の重複あるいは欠失が認められる（図 4-4）．一方で，上記とは異なる位

置での組み換えによる重複，欠失の症例についても少ないながら報告はあり，

機序として NHEJ (non-homologous end joining)，MMEJ (microhomology-mediated 

end joining), FoSTeS/ MMBIR (fork stalling and template swithing/ 

microhomology-mediated break-induced replication) 等が推定されている[34,35]． 
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図 4-4．相同性の高い塩基配列（low copy repeat）を介した非対立遺伝子間相同

組み換えによる，PMP22 遺伝子の構造変異生成の模式図．LCR: low copy repeat，

NAHR: non-allelic homologous recombination．  
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 今回変異が確認された 10例について，アレイ CGH法による解析データも含

めて構造変異の範囲について確認した結果では，9例が相同性の高い塩基配列を

介した相同組み換えによる 1.4Mb の重複，欠失と考えられたが，1例（#10）は

構造変異の範囲が異なっており，異なるメカニズムにより生じた変異と考えら

れた（図 4-5）． 

 

4-2-3  SPAST遺伝子の欠失変異について（症例 #11，#12） 

 SPAST 遺伝子は常染色体優性遺伝の痙性対麻痺（SPG4）の原因遺伝子である

[36]．塩基置換変異，欠失変異ともに多くの種類の変異が報告されており，本邦

からも部分欠失変異による発症の報告がある[37]．#11では Exon 1-3，#12では

Exon 1-4の欠失が確認され，原因遺伝子変異と考えられる． 

 

4-2-4  OPTN遺伝子の欠失変異について（症例 #13，#14） 

 OPTN 遺伝子は ALS の原因遺伝子として報告されており，遺伝形式は常染色

体劣性のことも優性のこともあるとされている[38, 39]．今回の解析では 2例で

変異が現出され，#13 はホモ接合性変異の exon 6-8の欠失，#14ではヘテロ接合

性の exon1-7の欠失が検出された． 
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4-2-5  ZFYVE26遺伝子の欠失変異（症例 #15） 

 ZFYVE26遺伝子は常染色体劣性の痙性対麻痺（SPG15）の原因遺伝子として

報告されているが[40]，過去に欠失変異により本疾患を発症した報告は無い． 

 

#15では Exon 18 から Exon 26 に渡って RPM値の低下が認められたが，内部

の Exon 22 のみ RPM値が 0となっており，2種類の構造変異の複合ヘテロ接合

性変異であると考えられた（図 4-5）．同領域についてエキソーム解析のリード

データを見直すと Exon 18 と Exon 26 が結合した配列が検出され，このアリルは

9958塩基欠失（chr14: 68242728-68252685）＋8塩基挿入（tgcaagct）変異と判明

した．これにより，もう一方のアリルは Exon22 のみを含む変異と推定され，

Sanger法により同領域の塩基配列を確認したところ，Exon22 を含む 459塩基の

欠失変異（chr14:68247969-68247969）であると確認された． 

 

4-2-6  KIF5A遺伝子の欠失変異（症例 #16） 

 KIF5A遺伝子は常染色体優性の痙性対麻痺（SPG10）の原因遺伝子であるが[41]，

末梢神経障害の合併が特徴で，シャルコー・マリー・トゥース病と診断される

症例もあると報告されている[42]．これまでに構造変異による同疾患発症の報告
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は無いが，同症例はシャルコー・マリー・トゥース病および痙性対麻痺と診断

されており，原因遺伝子変異の可能性が高いと考えられる． 

 

4-2-7  LITAF遺伝子の欠失変異（症例 #17） 

 LITAF遺伝子は常染色体優性のシャルコー・マリー・トゥース病（CMT 1C）

の原因遺伝子として報告されている[43]．これまでに構造変異による同疾患発症

の報告は無い． 

 

4-2-8  SACS 遺伝子の重複および欠失変異について（症例 #18，#19，#20） 

 SACS 遺伝子は常染色体劣性の遺伝性疾患である ARSACS の原因遺伝子であ

る[44]．SACS 遺伝子全体を含む欠失変異の報告は過去にも複数あり，PMP22と

同様に SACS 遺伝子を挟むようにして 2つの相同性の高い塩基配列があり，非対

立遺伝子間の相同組み換え（NAHR）が生じる結果，約 1.5 Mb の欠失を生じる

とされる[45,46]． 

 

#18，#19，#20における構造変異の範囲はいずれも 2つの相同性の高い塩基配

列間の約 1.5Mb の領域であった（図 4-2）．#18については通常のエキソーム解

析結果で既報告のある一塩基挿入変異（c.5151dupA）を指摘されており[47]，同
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変異をホモ接合性に有することが原因と診断されていたが，今回の解析によっ

て欠失変異と一塩基挿入変異の複合ヘテロ接合性変異であったことが明らかと

なった．#19についても，通常のエキソーム解析において健常者で認められない

アミノ酸置換を伴う塩基置換変異（c.2042C>T）が存在していたが．同変異は既

報告の無い変異であった．#20では SACS 遺伝子の重複変異を認めたが，これま

で重複変異による ARSACS 発症の報告は無く，SACS 遺伝子に構造変異以外の

変異を認めないこと，および同家系は近親婚を有する家系で劣性遺伝形式が疑

われていることから，疾患原因変異である可能性は低いと考えられた． 

 

4-2-9  FA2H遺伝子の欠失変異について（症例 #21） 

 FA2H遺伝子は常染色体劣性の痙性対麻痺（SPG35）の原因遺伝子として報告

されており，ジストニアと白質脳症の合併が特徴とされる[48]．また FA2H遺伝

子の Exon 3-7の欠失と一塩基置換変異の複合ヘテロ接合性変異により，同疾患

を発症した報告がある[49]．#21は欠失変異に加えて，健常者では認められない

アミノ酸置換を伴う塩基置換変異（c.908G>A）を有していたが，これら 2つの

変異が疾患発症の原因となったかどうかについては，2つの変異が異なるアリル

に存在すること（複合ヘテロ接合性であること）の確認，および臨床症状に矛

盾が無いかどうかについての確認が必要である． 
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4-2-10  CYP2U1遺伝子の欠失変異（症例 #22） 

 CYP2U1 遺伝子は常染色体劣性の痙性対麻痺（SPG 56）として報告されている

[50]．これまでに構造変異による同疾患発症の報告は無い．#22では 1アリルの

遺伝子の一部を含む欠失変異以外に rare variant は認められず，原因遺伝子変異

とは考えにくい． 

 

4-2-11  PARK2遺伝子の重複変異（症例 #23） 

 PARK2 遺伝子は常染色体劣性のパーキンソン病（PARK2）として報告されて

いる．構造変異の頻度が高い遺伝子であり，最初に報告された変異も構造変異

である[51]．ただし，#23においては 1アリルの遺伝子内の一部を含む重複変異

のほかに rare variant は認められず，原因遺伝子変異とは考えにくい． 

 

4-2-12  SBF1遺伝子の欠失変異（症例 #24） 

 SBF1遺伝子は常染色体劣性のシャルコー・マリー・トゥース病（CMT4B3）

の原因遺伝子として報告されている[52]．#24 では 1アリルの遺伝子の一部を含

む欠失変異以外に rare variant は認められず，原因遺伝子変異とは考えにくい． 
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4-3  アレイ CGH 法により得られたデータと RPM 値に基づき算出されたデー

タの比較 

 Coniferによる解析で構造変異が検出され，アレイ CGH法により確認を行った

症例を用いて，アレイ CGH法により算出されたデータ（患者由来サンプルとコ

ントロール由来サンプルの蛍光色素強度の比により算出されたデータ）と，RPM

値に基づいて算出したデータ（全患者の平均RPM値をコントロールデータとし，

患者の RPM 値と平均 RPM 値の比をとり算出したデータ）がどの程度一致して

いるのかについて確認を行った， 

 

両者の値を同一の単位（2を底とする log値）に合わせ，変異ごとに一つのグ

ラフにまとめて表示したものを図 4-5 に示す．いずれにおいても，アレイ CGH

法によるデータと，RPM 値に基づいて算出したデータはよく一致していること

がわかる．
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＜#1 PMP22 dup＞ 

 

 

＜#2 PMP22 dup＞ 

 

 

＜#3 PMP22 dup＞ 

 

 

図 4-5．各症例について，アレイ CGH法により算出された log比（青）と RPM

値データより算出した log比（オレンジ色）を比較したもの．横軸は GRCh37/hg19

上での位置を示す．LCR: low copy repeat. 
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＜#4 PMP22 dup＞ 

 

 

＜#5 PMP22 dup＞ 

 

 

＜#6 PMP22 dup＞ 

 

 

図 4-5．続き． 
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＜#7 PMP22 dup＞ 

 

 

＜#8 PMP22 del＞ 

 

 

＜#9 PMP22 del＞ 

 

 

図 4-5．続き． 
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＜#10 PMP22 del＞ 

 

 

＜#11 SPAST del＞ 

 

 

＜#12 SPAST del＞ 

 

 

図 4-5．続き． 
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＜#14 OPTN del＞ 

 

 

＜#15 ZFYVE26 del＞ 

 

  

＜#16 KIF5A del＞ 

 

 

図 4-5．続き．なお，#15の矢印で示した ZFYVE26 Exon22 の RPM値に基づく log

比（黒矢印）は実際には-∞であるが，図内に記載するため-5として表示した． 
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＜#17 LITAF del＞ 

 

 

＜#18 SACS del＞ 

 

 

＜#19 SACS del＞ 

 

 

図 4-5．続き．  
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＜#20 SACS dup＞ 

 

 

＜#21 FA2H del＞ 

 

 

＜#22 CYP2U1 del＞ 

 

 

図 4-5．続き． 
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＜#23 PARK2 dup＞ 

 
 

図 4-5．続き 
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4-3 性染色体数異常について 

 性染色体の RPM 値に基づくアリル数判定により，4例で性染色体数の異常を

検出した．いずれも性染色体のトリソミーであり，XXXが 1 例，XXY が 2 例，

XYYが 1例であった（表 4-5）． 

 

XXX，XXY，XYY の性染色体トリソミーの頻度については従来，1960年代，

1970年代の文献に基づき，出生 1000例あたり 1例程度と考えられている．最近

の報告によると XXX および XYYについてはおおむね同程度の頻度だが，XXY

については 1000例あたり 1.72例とやや増加しているとの報告もある[53]．XXY

の核型異常はクラインフェルター症候群として知られ，不妊症を契機に診断さ

れることが多い．またいずれの性染色体トリソミーにおいても，精神発達過程

への影響がみられることが報告されている[54, 55]．ただし，XXX 症候群，XYY

症候群についてはほとんど症状を呈しない例も多く，診断されていない症例が

多く存在するとされている[55]． 

 

 今回 4症例で性染色体トリソミーを検出したが，シャルコー・マリー・トゥ

ース病，痙性対麻痺，周期性四肢麻痺の症例との関連を示す報告は過去になく，

多数例の解析により偶発的に変異が発見されたものと考えられた． 
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表 4-5．性染色体トリソミーを認めた 4例の診断名および検出された性染色体数

の異常を示す． 

  

Case Diagnosis Sex chromosomal genotype Validation by array CGH

#25 HSP XXX yes

#26 Periodic paralysis XXY yes

#27 CMT XXY yes

#28 CMT XYY yes
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4-4-1  SMN1遺伝子の構造変異解析 

Exon 7および Exon 8に存在する SMN1と SMN2遺伝子の塩基相違部位を用い

て算出した，SMN1 および SMN2 遺伝子の Exon 7，Exon 8 の各症例の RPM 値を

図 4-6，図 4-7に示す．また，Exon 7 と Exon 8の RPM 値の相関を図 4-8に示す．

いずれにおいても，中央に存在する最も症例密度の高い領域が正常のコピー数

（2 アリル）の場合の RPM 値と考えられるが，データのバラつきが大きく，1

アリルと 2 アリル，2 アリルと 3 アリルの明確な区別は困難であった．ただし，

0 アリルの場合には RPM 値がほぼ 0 と著しく低い値をとることから，0 アリル

と 1アリル以上は明確に区別することが可能であった． 
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図 4-6．SMN1遺伝子の Exon 7（上図），Exon 8（下図）の RPM値を示したも

の．個々の点が各症例の RPM 値を示す．赤矢印は正常のコピー数（2 アリル）

と考えられるゾーンを示す．緑矢印はアリル数が 0と推定される症例を示す． 
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図 4-7．SMN2遺伝子の Exon 7（上図），Exon 8（下図）の RPM値を示したも

の．個々の点が各症例の RPM値を示す． 
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図 4-8．SMN1（上図）および SMN2遺伝子（下図）の，Exon 7 と Exon 8の

RPM値の比較．緑矢印は SMN1 の Exon 7 から推定されるアリル数が 0 と考え

られる症例を示す． 
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SMN1遺伝子の変異によって引き起こされる脊髄性筋萎縮症では，95%以上の

症例で SMN1遺伝子の完全欠失（0アリル）が認められるとされ[56]，特に Exon 

7に存在する SMN2 との塩基相違が，SMN1 蛋白質の発現において最も重要であ

るとされる[57, 58]．今回の解析で，Exon 7のアリル数が 0であった症例は 2例

のみであった．2 症例の RPM 値，臨床情報について表 4-6 に示す．また両症例

について，Exon 7 において SMN1 遺伝子由来と考えられるアリルが存在しない

ことを，制限酵素断片長多型法[27]によって確認した結果を図 4-9 に示す． 

 

1例（#30）においては Exon 7，Exon 8 ともに 0アリルであり，もう 1例（#29）

においては Exon 7 のアリル数が 0であったが，Exon 8 のアリル数は 1と推定さ

れた．後者に関しては，SMN2の RPM 値から，Exon 7 の塩基相違部位の塩基が

SMN2 に一致する T，Exon 8 の塩基相違部位の塩基が SMN1 に一致する G であ

る SMN 遺伝子が 1 アリル存在することが推定されるが，前述の通り Exon 7 の

相違部位の塩基が C であることが SMN1 遺伝子の活性発現に最も重要とされて

おり，#29においても原因遺伝子変異である可能性が高いと考えられる． 
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表 4-6．SMN1遺伝子の完全欠失と考えられる 2例の診断名，および SMN遺伝

子の各 exonの RPM値を示す．括弧内の数値は推定アリル数． 

 

 

 

 

 

図 4-9．SMN1および SMN2遺伝子の Exon7を既報の primer [27]を用いた PCR 法

により増幅し，制限酵素(Dra I)により処理後，アガロースゲル電気泳動を行った．

ControlではDra Iにより切断を受けた SMN2由来のやや短いバンド（白矢印）と，

SMN1由来の切断を受けていないバンド（黒矢印）の 2つのバンドが認められる

が，#1，#2では黒矢印のバンドが認められず，SMN1の完全欠失と判定される．  

Case Diagnosis
SMN1

Exon7

SMN1

Exon8

SMN2

Exon7

SMN2

Exon8

2.44

(1)

0.03

(0)

8.38

(1以上)

7.09

(1以上)

5.59

(1以上)

6.51

(1以上)

#29

#30

Motor neuron disease

(Spinal muscular atrophy s/o)

Congenital hereditary neuropathy

0

(0)

0

(0)
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4-5  疾患群ごとの構造変異の検出数について 

 表 4-7は，疾患の原因と考えられる構造変異を検出した 26例（性染色体のア

リル数異常を認めた 4例を除く）について，臨床診断名ごとにまとめて記載し

たものである．シャルコー・マリー・トゥース病，痙性対麻痺において多くの

構造変異を検出したが，シャルコー・マリー・トゥース病では PMP22 変異がそ

の中の大部分を占めていた．  
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臨床診断 解析症例 変異例 遺伝子名（括弧内は症例数） 

CMT 289 15 
PMP22(10)，SACS(1)，SBF1(1), 

KIF5A(1)，LITAF(1)，SMN1(1) 

痙性対麻痺 172 7 
SACS(2)，SPAST(2)，FA2H(1)， 

ZFYVE26(1)，CYP2U1(1) 

筋萎縮性側索硬化症 

（運動ニューロン疾患） 
371 3 OPTN(2)，SMN1(1) 

多系統萎縮症 114 1 PARK2(1) 

 

表 4-7．疾患群ごとに病的構造変異を検出した症例数についてまとめたもの． 
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第 6章 考察および今後の課題 

今回，既存の構造変異検出用プログラムである Coniferを中心に据えた，エキ

ソーム解析データから構造変異を検出するパイプラインを新たに構築し，結果

として解析を行った全 1230 例中 26 例に，原因遺伝子変異の可能性がある構造

変異を検出した．また，疾患との関連性は低いと考えられるが，4 例に性染色体

数の異常を検出した．これらの変異はこれまでのエキソーム解析では見逃され

ていた変異であり，今回の解析で新たに診断が確定した症例が多くあったほか，

過去にエキソーム解析でホモ接合性変異と診断されていたが，今回の解析によ

り欠失変異との複合ヘテロ接合性変異であると診断が修正された症例もあり，

本解析法がエキソーム解析による遺伝子診断の正確性を高める上で，有用であ

ることを示すことができたと考える．また，神経内科領域の疾患においても構

造変異はまれではなく，一塩基置換変異や短い挿入・欠失変異のみならず，構

造変異の有無についても評価を行うことが必要であることが今回の研究により

明らかとなった． 

 

検出された変異に関して疾患毎に見ると，シャルコー・マリー・トゥース病

と診断されていた症例では 6 遺伝子に構造変異が検出されたが，臨床的に最も

頻度の高い原因遺伝子変異である PMP22遺伝子の構造変異が大部分を占めてい
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た．PMP22 遺伝子の構造変異は脱髄型のシャルコー・マリー・トゥース病で最

も頻度の高い変異であり，エキソーム解析を施行する前に FISH法による解析で

診断されることが普通であるが，PMP22 遺伝子の構造変異はほとんどが 2 つの

塩基相同性の高い領域に挟まれた複数の遺伝子を含む巨大なものであることか

ら，本解析法でも十分に診断が可能であり，臨床的に有用と考えられる． 

 

痙性対麻痺症例では，SACS，SPAST，FA2H，ZFYVE26，CYP2U1 の 5 遺伝子

について構造変異を検出し，さらにシャルコー・マリー・トゥース病と診断さ

れていた 1例において，家族性痙性対麻痺（SPG10）の原因遺伝子である KIF5A

の構造変異を認めた．うち，ZFYVE26，KIF5A，CYP2U1 についてはこれまで構

造変異の報告はない．痙性対麻痺の診断においては，SACS 遺伝子や SPAST 遺伝

子のように構造変異の報告が多い遺伝子があり，塩基置換変異や短い挿入変異，

欠失変異のみならず，構造変異の評価も併せて行うことが重要と考えられる． 

 

多系統萎縮症の 1 例では，常染色体劣性遺伝形式の家族性パーキンソン病の

原因遺伝子である PARK2 遺伝子に，1 アリルのみの欠失変異を認めた．多系統

萎縮症とパーキンソン病では臨床像が異なり，同変異については偶発的に検出

された変異の可能性が高いと考えられるが，このような変異が疾患発症のリス
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クとして寄与している可能性は完全には否定できない．同遺伝子について，変

異を 1 アリルのみ有する場合の影響についてさらに検討するには，多数例の健

常者での構造変異の検出頻度を調べ，比較する必要があると考えられる． 

 

筋萎縮性側索硬化症と診断された症例では，2例で OPTN 遺伝子の構造変異を

検出した．同遺伝子については過去にホモ接合性変異を有する症例（常染色体

劣性），ヘテロ接合性変異を有する症例（常染色体優性）がいずれも報告されて

いるが，今回変異を検出した 2 例（ホモ接合性 1 例，ヘテロ接合性 1 例）の間

で，発症年齢など臨床像に相違が認められた．特にヘテロ接合性の症例に関し

ては，健常者あるいは筋萎縮性側索硬化症以外の患者で，同遺伝子の構造変異

が存在するかどうかなど，追加の検討が必要と考えられる． 

 

なお，今回の解析では，過去当科にてエキソーム解析を行い，今回作成した

パイプラインで解析可能であった全ての症例を対象としているが，エキソーム

解析施行に至った背景，臨床情報，家族内発症者の有無などに基づいた症例の

分類・選択は行えていない．従って，疾患群毎の構造変異の検出頻度に関して

考察することは難しいと考えられる．また，検出された変異のうち，過去に報

告の無いものに関しては，実際に疾患発症に関わっているかどうかについて，
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症例毎に臨床症状，家族歴の確認や，追加の遺伝子解析が必要と考えられる． 

 

SMN1遺伝子については自作の解析手法を用い，2例において SMN1 遺伝子の

欠失を検出したが，次世代シーケンサーデータを利用して変異を検出した報告

はこれまでにない．SMN1 遺伝子の変異検出には制限酵素断片長多型解析法

（RFLP 法）を始めとして，多くの手法が考案されているが，いずれも SMN1遺

伝子のみに限定した解析手法であり，本解析法は非典型例の診断において有用

と考えられる．なお本解析法は，Exon7，Exon8 の SMN1固有の 2 塩基のみに着

目しており，同部位のホモ接合性の欠失のみ検出可能である．脊髄性筋萎縮症

では大多数（～95%）が SMN1遺伝子のホモ接合性の欠失によるとされ，本法に

より多くの症例で診断が可能と考え有られるが，それ以外の変異（複雑な構造

変異や，一塩基置換と欠失の複合ヘテロ接合性変異など）は現在の解析法では

検出できないため，今後の課題である． 

 

続いて，本解析法と他の解析手法との比較についてであるが，既存の構造変

異の検出方法には，一部の標的領域のみを対象とする手法（定量 PCR 法，MLPA

法（Multiplex ligation-dependent probe amplification），FISH法など）と，ゲノム全

域に渡って解析可能な手法（アレイ CGH法，SNP アレイ法）がある．既存の手
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法にもそれぞれ長所，短所があるが，今回のエキソーム解析データを利用した

解析には以下のような短所が挙げられる．(1) 含まれるエキソン領域が少ない（1

～2 個）構造変異は検出困難である．(2) リード数に影響を与える要因が構造変

異以外に多数あり，データのバラつきが大きく，精度面での問題が存在する．(3) 

多数例の平均値からの解離を利用して判定する方法のため，解析症例中に高頻

度で存在する構造変異は検出できない． 

 

一部の標的領域のみを対象とする手法との比較では，本解析法では標的領域

以外についてもデータが得られる点で優れるが，広範囲を対象とする手法のう

ち，最適化された全エキソンを対象とするアレイ CGH法は，解析対象範囲が同

等であり，かつ検出精度の点で劣ると考えられる．ただしアレイ CGH法と比較

して以下の利点があると考えられる．(1) アレイ CGH 法では得られない，塩基

配列情報（一塩基置換変異，短い挿入・欠失変異の有無）が同時に得られる．(2) 

アレイ CGH法で解析困難な偽遺伝子の存在する遺伝子についても，条件次第で

解析が可能である（SMN1遺伝子など）． 

 

本解析法には，短い構造変異や高頻度に存在する構造変異など原理的に検出

できない変異があり，また検出された変異の中には偽陽性も含まれるため[59,60]，
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本解析法のみで全エキソンに関して構造変異の有無について確定診断すること

は難しいと考えられる．従って，コストの問題を考えなければ，エキソーム解

析を施行した症例全例について，アレイ CGH法による解析を併用する方法が最

も良いと思われる．ただし，本解析法でも一部の標的遺伝子に対象を限定すれ

ば確定診断的に用いることができる可能性があり，例えば PMP22遺伝子や SACS

遺伝子など，構造変異の範囲が一定していて多くのエキソン領域を含むものに

ついては，データ（RPM 値）のバラつきが非常に少なく，本法のみでも診断可

能と思われる． 

 

なお，エキソーム解析データに基づく構造変異検出プログラムの中でも，

Conifer は偽陽性の少ないプログラムと評価されている[59,60]．しかし，実際に

今回の解析において偽陽性がどの程度存在するかに関しては，使用した次世代

シーケンサーおよびライブラリ作成用試薬の種類および条件，RPM 値算出時の

領域の設定，同時に解析した症例数，解析パラメータ値など，様々な要因が影

響を与えると考えられるため，過去の文献の偽陽性率を本解析に当てはめるこ

とはできないと考えられ，検出された構造変異全てについてアレイ CGH法によ

る確認を行って算出する必要があると考えられる． 
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今回の解析における一つの問題点は，Conifer による解析で著しく多い構造変

異が検出される症例が少ないながらも含まれていたことである．これらの症例

に共通する因子は現時点で明らかにできていないが，サンプルの調整方法から

データ解析までの間に何らかの問題点・相違点が無かったかどうか，検討する

必要があると考えられる．また，多数例のエキソーム解析データに基づいて構

造変異を検出するプログラムは Conifer以外にも，XHMM[61]，ExoCNVTest[62]

など複数報告されており，他のプログラムを使用して得られた解析データとの

比較を行うことも検討される． 

 

さらに，今回は既報告のある変異についての検討のみしか行えなかったが，

既報告の無い遺伝子に特定の疾患において共通する構造変異がないかなど，全

遺伝子を対象とした解析方法についても，今後検討していきたいと考える． 

 

最後に，現在はコスト面から全ゲノム解析を多くの症例に利用することは難

しいが，全ゲノム解析に基づく構造変異検出はエキソーム解析と比較して，(1) 

エキソン領域のみを抽出する作業がないためバイアスが少ない，(2) エキソン領

域以外も含むすべての領域のデータが概ね均一に得られる，という非常に大き

な利点がある．今後，コストの削減により全ゲノム解析が日常的に行えるよう
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になれば，次世代シーケンサーデータに基づいた構造変異の検出を，より正確

に行うことが可能になると考えられる． 
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