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低下している(図1).いわゆる｢1000ドルゲノム：
が実現されつつあり，パーソナルゲノム研究が爆
発的に普及すると予想される．

動 向
次世代シークエンサーの登場によりゲノム科学
や疾患研究は大きく変貌を遂げている．2007年，
J.D・ワトソン博士のゲノム配列が個人ゲノムとし
ては初めて決定され1)以後，次々と各人種の個
人ゲノムが決定された．ヒトゲノムプロジェクト
で約13年間を要したことと比較すると,現在では：
次世代シークエンサーによる個人ゲノム配列決定
はわずか約10日間で可能であり，費用も著し〈

A.次世代シークエンサーの登場と研究の
進歩

ヒトゲノム計画に代表されるように，従来の塩
基配列決定の中心はサンガー法であった．サンガ
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図１次世代シークエンサーの進歩によるヒトゲノム決定コストの推移
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疾患遺伝子研究とエクソーム解析一法の原理は蛍光ラベルされたジデオキシヌクレ

オチドを用いてDNA伸長反応を止め，電気泳動
を行って塩基配列を読み取る．次世代シークエン
サーでは，各機種ごとに原理は異なり, I塩基合
成シークエンシング法(HiSeq,イルミナ).パイ
ロシークエンシング法（454,ロシュ)，リガーゼ

反応シークエンシング法(SOLiD,ライフテクノ
ロジーズ)，蛍光標識および光学的検出方法に頼

らず，シークエンス反応を水素イオンで検出する
シークエンサー(ionPGM,ライフテクノロジーズ）
などが現在用いられている．また，第三世･代とい
われる, I分子高速シークエンサー(PacBio RS,
Pacific Biosciences)も実用化され，今後もナノ
ポアという,   DNA I分子が通過できる穴を，
DNAを通過させ，電流の変化から塩基配列を決
定する手法も開発が進んでいる．次世代シークエ
ンサーの特徴はこれらの反応が基板上で超並列で

同時に進行するため塩基配列の決定量は飛躍的に
向上した．
次世代シークエンサーによる大量かつ高速の塩
基配列決定はさまざまな研究分野に影響を与えて
いる．次世代シークエンサーにより可能なアプリ
ケーションとしては，ゲノムァセンブリ，トラン
スクリプトーム解析(RNA-Seqなど).リシーク
エンス解析（エクソーム解析など)，メチル化。

転写因子の解析(ChlP-Seqなど）があげられる．
大きく前進した研究領域に癌ゲノム研究と疾患遺
伝子研究がある．癌の遺伝子異常は主に体細胞の
ケノム配列の異常であり，癌組織と正常組織のそ
れぞれのゲノム配列を網羅的に比較することで-
個々の癌組織での遮伝子の変化をとらえて癌化の
メカニズムが解明されることが期待されている．
一方，疾患遺伝子研究にもパーソナルゲノム解析

が導入され，さまざまな疾患の原因遺卿伝子や疾患
パスウェイが明らかとなっている．

次世代シークエンサーの導入により，個人の全
ゲノム配列を決定して解析するパーソナルゲノー
研究が導入されている．従来，単一遺伝子疾患に
対してはポジショナルクローニングにより原因遺
伝子が同定されてきた．全ゲノム領域を網羅する
多型マーカーと疾患の表現型を連鎖解析を用いて
原因遺伝子座を決定し，さらに候補遺伝子のシー
クエンスを行い,原因遺伝子を同定した．しかし，
メンデル遺伝形式を示しながら，その家系サイズ
が小さい場合や，家系数が少ない場合，原因遺伝
子を同定することは容易ではなく，原因遺伝子が
同定されていない遺伝性疾患が少なからず存在
ていた2)．一方，孤発性疾患に対しては，ゲノー
ワイド関連解析により疾患遺伝子が同定されてき
たが，頻度の高い一塩基置換を用いるために，頻
度は低いがより効果サイズが大きい疾患遺伝子Ｉ
同定できなかった．しかしながら，次世代シ-ず

り大量ゲノム配列の決定，解析が可エンサーによ

能となり，特にゲノムの中の全エクソン配列を対
照とするエクソーム解析により遺伝性稀少疾患の
原因遺伝子を同定した とする報告が多くみられそ
ようになったのである3）
エクソンとはヒトゲノム配列において蛋白質に

翻訳される領域であり，長さとしてはヒトゲノー
の約196にあたる３０Mb程度であり，エクソン配

が疾患原因の約85％を説明す列に含まれる変異
れている4)．エクソンのみを解析するると推定さ

ことは比較的安価であり，また解析‘情報量が少な
い利点がある．
全エクソンシークエンスは目的ゲノム領域に相
補的に設計されたプローブを用いて，ゲノム上の
特定領域を濃縮する技術であり，ヒトの全エクソ
ン配列で設計されたビオチン化プローブをDNA
ライブラリーとハイブリダイズし,結合したプロ
7'-DNAをストレプトアビジン結合マグネ

人
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トビーズで回収，結合したDNAを回収すること
で，シークエンスするためのターゲットDNAを
濃縮するというのがその原理である（図2)．デ
ータ解析は得られたシーケンスリードをヒトレリ

ファレンス配列(UCSChgl9)にアライメントし，

シークエンスリードにおけるUCSC hgI９との違
いを検索することで変異を検出する．これらの変
異について遺伝子情報，アミノ酸f望奥，一塩基置
換(SNP)の公的データベースであるdbSNPで
の登録,   I OOOgenomeプロジェクトで認められ

1．エクソームシーケンスライブラリーの調整
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全エクソンおよび全ゲノム配列決定による疾患
遺伝子研究が加速する一方で，それに伴う問題点
も指摘されている．検出される変異が疾患の原因
であるか，十分な検討が必要である13)疾患遺
伝子と同定するには，複数の家系で観察され，か
つ遺伝子内に複数の変異が認められる必要があ

り14)単一家系のみでの変異については，培養
細胞やモデル動物で生物学的な検証が求められ
る．

ている頻度、アミノ酸置換が表現型に与えうる影
響の予測スコア(SIFT"、Polyphen2*> , LRT.
MutationTaster^ . etc)などの情報を付加する．
これらの解析のうちアライメントおよび変異の検

出にはオープンソースのプログラムである
BWAR, Samtools", GATK'"'などが，変異の
各種情報の付加にはANNOVAR'"などが用いら
れる．これら一連の解析により塩基置換や挿入・
欠失などの変異リストを作成し，その後の疾患原
因遺伝子の絞り込みは，主にフィルタリング法を
用いて行われる．エクソーム解析におけるフィル
タリングは検出された変異リストに対してどうよ
うなフィルタで絞り込むかが重要な点である．こ
のフィルタリンング法では，家系内の確患者と非
擢患者から得られたシークエンスデータから．エ
クソンにおける非同義置換，スプライス部位およ
び挿入欠失をリスト化し、dbSNPによるありふ
れた変異の除去，非擢患者との比較などにより候
補遺伝子を絞り込む.   Ngらは,   Miller症候群の
催患者４名について同様の手法を用い，遺伝子変
異を同定する手法としてのフィルタリングの有用
性を証明した'2)．家系内での遺伝様式が優性遺
伝と考えられれば候補となる変異のアリル頻度は
およそ０．５であり，劣性遺伝を想定する場合はお
よそｌとなる．検出された変異の新規性に関して
は,  dbSNPへ未登録である，あるいは1000

genomeプロジェクトできわめて頻度が低い，ま
たは認められないことで絞り込む．また，小規模
家系での連鎖解析は，連鎖解析のみの結果だけで
は有用な情報とはならないが，フィルタリングに
おいては効果的であり，連鎖領域内の候補変異ア
リル数はかなり限定される．絞り込まれた候補変
異の中からさらに原因遺伝子候補を同定するため
には．co-segregationを確認する．原因遺伝子変
異は催患者のみに認められ、非催患者には認めら
れないという，家系内の表現型と変異の有無が一
致する必要がある．

Ｃ・次世代シークエンサーを用いた腎臓病
研究

次世代シークエンサーを用いたエクソーム解析
は、近年，腎臓領域の分野でも応用された例が報
告されている.  Boydenらは，偽性低アルドステ
ロン症II型(PHAI I )の家系解析にエクソーム解

析を応用した'*¥   PHAIIは，高血圧，高カリウ
ム血症，代謝性アシドーシスを呈し，家族内集積

を呈する．過去,   PHAⅡの家系解析では,  WNK
kinaseが原因遺伝子として同定され，遠位尿細
管でNaの持続的再吸収が体液量増加を生じ，高
血圧を呈することが明らかとなった'6)．しかし、
WNKﾉあるいはWNK4において遺伝子変異が認
められる家系は13%にしか過ぎず，彼らは11家
系からWNK変異陰性のPHAII症例をそれぞれ選
択し，エクソーム解析により複数の家系でCO-
segregationを示す28変異を検出した．その中で
もKL,〃13は３家系で５変異が認められ,  PHAII
全ての家系におけるKLHL3変異も,   699名のコ
ントロールと比較して有意に多かった．さらに，
KL,"L3と相互作用するCUL3にも着目し,   CUL3
のエクソン９のスプライシング異常をきたす変異
をｗⅣKﾉ,   WMK4,  KLHL3変異陰性のPHAII
家系で見出した.  KLHL3変異には優性遺伝形式
と劣性遺伝形式が混在しており，従来の遺伝様式
を仮定した連鎖解析では原因遺伝子変異を同定す

-
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ることが困難であったことが窺われる．
Sanna-Cherchiらは，ステロイド抵抗性ネフ
ローゼ症候群を呈する家系解j析にエクソーム解析

を行った17)．近親婚のある常染色体劣性遺伝を
示すネフローゼ症候群のｌ家系に対し，ホモ接合
体マッピングとエクソーム解ｊ析を行い，候補遺伝
子としてMYＯｊＥとﾉVEILﾉでのアミノ酸置換を
伴う変異をi検出した.   Myo I eは糸球体上皮細胞
の骨j格蛋白であり,  Myo I eを不活化したマウス
ではネフローゼ症候群が生じることが示されてし、
る．その後,   Meleらは複数の小児家族性ネフロ
ーゼ症候群の家系に対し，全ゲノム連鎖解析を行

い，候補領域について次.世代シークエンサーを用
いたリシークエンス解析を行った．上記と同様に
MY01Eの変異を検出し，小児の家族性巣状糸球
体硬化症の原因遺伝子であることを報告した18)
次世代シークエンサーを用いて多数例の多発性
褒胞腎患者の遺伝子診断が試みられている．常染
色体優性多発性蕊胞腎(ADPKD)はPKD1ある
いはPKD2の遺伝子変異で生じるが，重複偽遺伝

子や高度のアレル異質性によりその同定は容易で
はない.   RossettiらはADPKD患者のDNAから
PゆIおよび便KD2の各エクソン領域をバーコー
ド化して増幅し，プールした後に，次世"代シーク
エンサーによりゲノム配列を決定した'9)．183名

のADPKD患者の中で1１5名(6396)に病的変異
が認められ，その約1096は従来のサンガー法で
は検出が困難であった変異(allele dropouts

gene conversionなど）であり，今後のADPKD
の遺伝子診断のモデル解析になり得ると報告して
いる．
ネフロン癖は腎髄質に嚢胞形成を認める遺伝性

疾患であり，繊毛機能異常を伴い，腎ﾀ撒候も認
められる．遺伝的異質性(locus heterogeneity)
が高度であり,   １8遺伝子に原因変異が存在する
と報告されており，変異解析は非常に時間と労力
を要する．作業である.  Ottoらは,   24名の患者の

DNAをプールし,   1８^伝子の3７６エクソンを全
て含む領域をPCRで増幅し，次世代シークェン
サーで変異を解析した20)．その結果,   120名の患
者の中で30名（25％）に54の病的変異を検出す
ることが可能であり，大量リシークエンス解析の
有用‘性を報告した．
トランスクリプトーム解析にも次世代シークエ

ンサーを用いた研究が報告されている.   Brennan

らは，腎線維化のモデルとしてHK-2培養細胞に
TGF-/3Iを加え,   RNA-Seqを用いた網羅的な遺
伝子発現を解析した*".   NFkBなどの比較的少数
の転写因子が線維化を進める遺伝子発現を制御し
ていることが明らかとなり，マイクロアレイ解析
では同定されていなかった低発現の遺伝子群が線
維化の進行に関与していることも明らかにされ
た．

D･パーソナルゲノム研究と倫理

次世代シークエンサーによる技術革新により：
､個人のゲノム配列は短期間で決定できる時代とな

り，いわゆる個人化医療として大量のゲノム配列
'情報が臨床の現場へ応用される可能性が高まって

きた．応用される分野としては，疾患の診断，薬
剤に対する応答性，副作用の起こり易さ，などか
考えられる．
個人の全ゲノム解析を行う上で，重要な点は倫
理的な配慮である．疾患遺伝子を同定するために
は催患者だけでなく，家系内あるいは一般集団で
のゲノム配列情報が必要になる．ゲノム配列情報
は最も重要な個人情報であり，ゲノム研究を行う
際にはDNA提供者へ個人情報がH-分に保誰され
ることを含めた説明がなされなければならな
い22）パーソナルゲノムの進展は，医療一般お
よび社会全体が予想するよりも早く進む可能性が
あり，十分な基盤整備が望まれる．

上邑一
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