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         学位論文の要旨 

A pipeline for complete characterization of complex germline 

rearrangements from long DNA reads 

 

（ロングリードシークエンスを用いたヒト染色体構造異常解析のパイプライン構築と 

複雑な構造異常の解明） 

 

https://genomemedicine.biomedcentral.com/articles/10.1186/s13073-020-00762-1 

 

1． 序論 

 

ロングリードシークエンス（LRS）解析は，近年技術的進展がめざましく，現在ではシ

ョートリードシークエンス（SRS）解析の短所を補いうる技術となり，疾患解明に有効な

解析手法となっている．  

LRSの特徴としては，PCRによる増幅を行わないため，GC含有率の高い領域の解析が

可能であることや，10 Kb以上の長い塩基配列を決定することができることから，リピー

ト配列を含むリードを正確に参照ゲノム配列にアライメントでき，さらにリピート回数の

同定が可能である．また，染色体構造異常解析では，切断点の並び方を再構築する必要が

あり，ロングリードが複数のゲノム切断点を含んでいることは，複雑な構造異常の全体像

の正確な解釈を可能にする．しかし，染色体構造変化は健常人にも認められる病原性のな

い構造多型といわれるものから，疾患の原因となりうる数十箇所の染色体の切断点を認め

る複雑なクロモスリプシス（染色体破砕現象）まで多岐にわたり，患者の塩基配列やその

切断点の LRSデータを手に入れても，その解釈が困難な場合がある． 

今回，患者の LRSデータから染色体構造変化を抽出し，コントロール集団と共通の構

造変化を差し引いていくことで，患者固有の構造変化を絞り込むという，新しい手法を用

いた解析パイプラインを構築した．この解析パイプラインの有用性を検証するために，染

色体核型分析やマイクロアレイ解析，SRS解析等の既存の遺伝学的検査方法では全ての切

断点を検出できていなかった，染色体構造異常症例の解析を行った． 

また，当研究室でトリオ（患者と両親）ベースの全エクソーム解析（WES）を行い原因

遺伝子の同定ができなかった症例について，実際にこの解析パイプラインを用いた LRS

解析を行い，疾患原因を検索した． 

  

https://genomemedicine.biomedcentral.com/articles/10.1186/s13073-020-00762-1


2． 実験材料と方法 

 

対象： 

1）当研究室で過去に解析された染色体構造異常を持つ症例のうち，G-band法，

Fluorescence in situ hybridization（FISH）法，サザンブロット法などを用いて，切断点

が同定されている 1例． G-band法，FISH法，マイクロアレイ解析，SRSによる全ゲノ

ム解析などを用いても，一部の切断点しか同定されていない 3症例． 

2）過去にトリオベースの全エクソーム解析（WES）を行っているが，疾患原因が未解決

である神経発達障害を中心とした先天異常症 10例． 

本研究は横浜市立大学医学部の倫理委員会の承認を得て行われた（承認番号

A19080001）．全例で患者，ご家族に対し研究参加についての説明が行われ書面による同

意を得られた． 

 

方法： 

ロングリードシークエンサー（PromethION，Oxford Nanopore Technologies 社）から

得られた全ゲノム配列データを，配列アライメントのデータ解析ツールである“LAST”

を用いて，ヒト参照ゲノム配列（GRCh38）にアライメントを行った．次に共同開発した 

“dnarrage”というソフトウエアを用いて，染色体構造変化を有するリードを抽出し，33

人のコントロール集団と共通して認めるリードを差し引いて，患者固有の構造変化である

リードを絞りこんだ．残った構造変化のリードをもとに“lamassemble”でコンセンサス

配列を作成し，複雑な構造変化であった場合には“dnarrange-link“でゲノムの切断点

を，矛盾なく並べることで，構造変化の全体像を明らかにすることを試みた． 

また，“dnarrange”で同定された切断点を，サンガー法を用いて確認した． 

発見した構造異常が，遺伝子発現に変化を与える可能性がある場合には，患者のリンパ

芽球様細胞株より抽出した RNAを用いて，遺伝子発現量を測定した． 

 

 

 

 

 

 

 



3． 結果 

 

1）過去に他手法で解析した 4症例で検証を行い，2症例で既存の遺伝学的検査方法では同

定されていなかった，微細な欠失，複雑な染色体構造変化／異常が塩基レベルまで同定さ

れた．しかし 1症例で，9番染色体の切断点が同定できなかった． 

2）1例でMBD5遺伝子のノンコーディングエクソン領域を含む 97 Kbの欠失を同定し

た．患者の RNAを使用してMBD5遺伝子の発現低下を確認した． 

 

4． 考察 

 

1）9番染色体の切断点が同定できなかった理由として，切断点がセントロメア領域に存在

し，ヒト参照ゲノム配列（GRCh38）で配列の情報が得られない場所であったため，リー

ドのアライメントができなかったことが考えられた．GRCh38に正確に存在しないゲノム

領域が関わる構造変化の同定は困難な場合があり，ヒト参照ゲノム配列の正確性や網羅性

が向上することで，今後克服できる可能性があると考える． 

2）WES解析で疾患原因が同定できなかった症例で病因遺伝子の同定ができた．さらに診

断率を向上させるため，LRSを適用する症例の選択や他の遺伝学的検査との組み合わせ等

の検討も必要と考えられた． 

今回検証した解析手法が，ヒト参照ゲノム配列に存在する領域の染色体構造変化を正確

に検知していることを確認できたことから，本解析パイプラインは，疾患原因となる染色

体構造異常の検出に有用であることが示された． 

 

キーワード：ロングリードシークエンス（LRS）解析，染色体構造変化／異常， 

ヒト参照ゲノム配列 
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