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次世代シーケンサーによる高速な既知の疾患遺伝子スクリーニング系の開発

緒　言

　近年出現した高出力シーケンサーによる高速なゲ
ノム解析に基づいた診断支援の可能性がよく議論さ
れている．本研究ではミトコンドリア呼吸鎖異常症
をモデル疾患としてプロトタイプの開発を行った．
対象とした理由は，従来法では確定診断に労力と
時間を要する，また小児において重篤な表現型を
呈し，100 以上の多岐に渡る原因遺伝子を背景にも
つからである．今回は高出力シーケンサーを用いた
実験系が，100 以上ある原因遺伝子を短時間・広範
囲・高精度でスクリーニングできる能力があるかを
評価することを目的とした．我々はカスタムキャプ
チャー用オリゴライブラリーのプロトタイプ設計に
続き，実際の実験を行い，検証を行った．結果とし
て，ミトコンドリア病で見られるヘテロプラスミー
に対して実用可能であることを明らかにできた．
また現在盛んに用いられているエキソーム法を含め
て，キャプチャー型の欠点である領域に対しては，
単純にバイトオリゴを増量させるだけで全てのケー
スには対応できないことが明らかになった．また
用いた中の2 検体においては疾患の原因となりうる
候補変異を見出した．

材料と方法

ミトコンドリア病由来 DNAの収集・準備
　本学の小児科の協力を得て既に完了しており，今回
の申請では10 検体を解析に用いた．実験自体の検証
を行うため，事前に作成したポジティブコントロール
DNAも別途用いた．
ミトコンドリア病原因遺伝子を抽出するためのカスタ
ムキャプチャーの設計
　ミトコンドリアDNA 全周およびターゲットとした
特定遺伝子のエキソン部位とのみハイブリダイゼー
ションする合成オリゴを設計し，ゲノムDNAから

シークエンスしたい領域だけを抽出できるカスタム
キャプチャーとした．
シーケンス解析
　患者検体由来ゲノムDNAを10 検体ほどシークエン
スデータとして産生し，変異検出の解析を行った．
またヘテロプラスミー検出感度の簡易テストとして，
PCRにより増幅した断片を任意の比率（1：99，5：95，
10：90，20：80など）で混ぜ合わせることで，シーク
エンスにより混合比率がどの程度まで検出できるのか
を観察した．解析はゲノム医学研究センターに設置し
てあるクラスタマシンに次世代シーケンサーのデータ
解析環境を整備して行った．

結　果

　今回プロトタイプとして設計したオリゴライブラ
リーによるシークエンス結果の中から，ヒトゲノム
中のPOLG2 遺伝子座位での結果を示す（図 1）．対象と
したエキソン領域だけを効率良く選択的にシークエン
スしていることが観察できた．またミトコンドリアゲ
ノム全域も対象としており，それらのシークエンス
結果を示す（図 2）．ほぼ全域においてシークエンスを
することに成功し，最大で各サンプルにおける多型の
存在も観察できた．
　次に市販エキソーム製品の捉えない領域について
もバイトオリゴを設計した場合，シークエンスを得た
ケースの確認ができた（図3）．
　最後にPCR産物を任意の比率で混合した擬似サンプ
ルの解析から，感度良く混合比率が再現されているこ
とが確認できた（図4）．
　1：99の混合サンプルではミトコンドリアゲノム
1676 番目の塩基を520,706 回シークエンスしており，
G 塩基が515,158 回コール（99％）された．1％のみ混合
した A 塩基のコールは5,238 回（1％）であった．シーク
エンスエラーに起因するその他の塩基はそれぞれC 塩
基が17回，T塩基が293回であった．
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　5：95の混合サンプルではミトコンドリアゲノム
1676 番目の塩基を562,227 回シークエンスしており，
G塩基が534,384回コール（95％）された．5％のみ混合
したA 塩基のコールは27,497 回（5％）であった．シー
クエンスエラーに起因するその他の塩基はそれぞれC
塩基が49回，T塩基が295回であった．

考　察

　今回の実験は遺伝子 100 個のエキソン領域 90％
程度をカバーし，そこにある変異を網羅的に検出
できる系を目指した．精密な解析はまだ十分に行え
ていないが，シークエンスデータを観察する限りは
一部のエキソン以外，キャプチャー及びシークエン

スに成功していた．うまくいかない一部の領域だが，
この原因についてはGCリッチな配列によるPCR 増幅
の効率低下が予想された．ミトコンドリアゲノムの
シークエンスデータについては，マッピングする際
にrCRSと呼ばれるミトコンドリアゲノム配列を用い
ている．この配列と日本人が保有するミトコンドリア
ゲノムとは差異があるため，マッピングバイアスを
生んでいると思われる領域が認められた．そのよう
な条件下ではあるが，全域をシークエンスすること
に成功し，また図 4で示した高い精度でヘテロプラス
ミーを検出できる知見を得た．また今回の実験は性能
評価を主としているため，検体のセレクションにバ
イアスがあるが，既知の原因遺伝子 2つに変異候補を

図 1.	カスタムキャプチャーによる特定のゲノム領域のシークエンス．得られたシークエンスデータをマッピングし，可
視化した．遺伝子のエキソン構造に沿って設計したバイト（最下段）により，対象エキソンのDNAのみが選択的に
シークエンスされていることが分かる（図上部のシークエンスリード）．

図 2.	カスタムキャプチャーによるミトコンドリアゲノム全域のシークエンス．得られたシークエンスデータをマッピン
グし，可視化した．各サンプルのシークエンスデプス（何回その位置の塩基がシークエンスされたかを表す数値）の
中で，色が異なる部分（矢印）ではリファレンスミトコンドリアゲノム配列 rCRS とシークエンスが異なることを示
しており，各検体での差異が見てとれる．
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得たため，これらについては検討を進めていく．
　本研究はまだ十分なデータが揃っていないが，今
後の追加実験・解析をすることで現行手法の限界と，
今後でてくる新技術を加えたアプローチによるゲノ
ム情報による診断支援を行える可能性を引き続き考
えていきたい．
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* 本研究における研究成果の学会や出版物への発表は
まだなされていない．
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図 4.	PCR 産物を任意の比率で混合したサンプルを用いた検出感度の測定．横軸はミトコンドリアDNA 配列上の位置，
縦軸の数字はPCR 産物の混合比率を示している．実際の混合比率とシークエンスで検出される混合比率は一致し
ていた．

図 3.	対象エキソンへのバイト設計によるシークエンス範囲の向上．現在流通しているエキソームキャプチャーでは対象
とされていないエキソンであっても，キャプチャー用オリゴを追加することでキャプチャーできた．
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