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計画研究：2005 ～ 2009 年度

ヒトゲノム構造解析ツールとしての高密度ゲノムDNAマイクロ
アレイの開発と応用
●井本 逸勢 1)　 ◆稲澤 譲治 1)　 ◇蒔田 芳男 2)

1) 東京医科歯科大学・難治疾患研究所　2) 旭川医科大学・医学部

＜研究の目的と進め方＞
ヒトゲノム DNA の配列情報が明らかになった現在、微細なレ

ベルでの疾患遺伝子座の発見は疾患遺伝子の同定に直結する。こ
のため、先天異常や癌など病型は同じであっても複雑な表現型を
示す本態不明の疾患におけるゲノムの一次構造あるいは機能異常
を示す領域を、全ゲノムを対象に高精度かつ high-throughput に
探索できるシステムを構築し効率よくスクリーニングを行ってい
くことは、これらの疾患の遺伝的要因を解明する重要な手段であ
る。

このような背景のもと、①数 10Kb －数 Mb レベルでゲノムコ
ピー数異常を高感度かつ安定に検出できる高密度・高感度の実用
BAC アレイを作製する基盤技術を整備し、②これらを用いたア
レイ CGH 法（コピー数異常解析）とならびにその応用法（ゲノ
ム機能異常解析）を、対象疾患ごとに体系的に遂行していくシス
テムを構築して、効率よく新規疾患関連遺伝子やその調節領域の
異常の探索、ならびに新規症候群の同定と分子病態解明を推進す
るとともに、③実際の臨床診断ツールとなりうるゲノムアレイの
デザインとその適応を確立することで個別化医療の推進に寄与
し、④ゲノム解析の基盤技術・情報を提供し領域内外の他の研究
技術との融合を図る。

本課題は、疾患関連遺伝子の探索・同定による疾患のシステム
的理解と個別化医療の達成により、研究成果を社会へ還元できる
と共に、ゲノム解析の基盤技術を提供し当該領域の他の研究技術
と組み合わせることでさらに有用な応用法の開発に貢献できる可
能性がある

＜研究開始時の研究計画＞
本課題では以下の項目について研究を行うことを計画した。

① 全ゲノムスクリーニング用アレイ、特定の染色体領域高密度
アレイ、あるいは遺伝子・異常領域特異的フォーカスアレイ
などの主に bacterial artificial chromosome (BAC) クローンを
用いたアレイ各種実用ゲノムアレイを作製するための基盤技
術ならびに BAC クローンなどのリソースの充実をはかり、実
際にアレイを作製するとともに、これらを用いたアレイ CGH
法の開発・改良ならびに解析ソフトなどのシステム整備を行
う。

② 本態不明の多発奇形・精神発達遅滞（MCA/MR）を症状に持
つ先天異常症や癌などの臨床検体あるいは細胞株を系統的に
収集するシステムを構築し（情報ならびにバイオリソースの
バンキングシステム）、これらの材料を対象にゲノムアレイ
CGH 法を行うことで潜在的な異常領域の探索を行う。さらに、
異常領域を指標に疾患関連遺伝子の同定を行う。

③ ゲノムアレイと Methylated CpG Island Amplification (MCA)
法と組み合わせたプロモーター領域のメチル化異常の解析や
chromatin immunoprecipitation (ChIP) 法と組み合わせたプロ
モーター領域の結合蛋白（複合体）異常の検出などの応用法
を確立し、②と同様に詳細に疾患発生に関わるゲノム異常の
探索と異常の標的遺伝子の同定を行う。

④ ②、③で得られた結果を基盤に、疾患あるいは疾患群ごとに
その病態に関わる遺伝子や領域からなる臨床検査レベルで使
用可能なアレイを作製し、これを軸にした個別化医療システ
ムを構築する。

本計画研究は、「ヒトゲノム ･ 遺伝子解析研究に関する倫理指
針（平成 13 年 3 月 29 日文部科学省 ･ 厚生労働省・経済産業省共
同告示第 1 号）（平成 16 年 12 月 28 日全部改正）（平成 17 年 6
月 29 日一部改正）」が定める A 群ならびに B 群試料等に相当す
るヒト細胞を用いるため、「ヒトゲノム研究に関する基本原則」（科
学技術会議生命倫理委員会）を十分理解し、「ヒトゲノム ･ 遺伝
子解析研究に関する倫理指針」を遵守して実施するよう計画され

た。本研究で用いられるヒト試料は、東京医科歯科大学難治疾患
研究所ならびに臨床施設において倫理審査委員会にて承認された
手続きに基づき収集され、具体的には、臨床施設でインフォーム
ドコンセントを取得され、匿名化処理が施された後、東京医科歯
科大学・難治疾患研究所の細胞ならびに DNA バンクに供与され、
ヒトゲノム ･ 遺伝子解析研究に用いられるため、個人情報が漏洩
することはないシステムが担保されている。

＜研究期間の成果＞
(1）ゲノムアレイ作製ならびに解析システム整備

BAC クローンを用いた自作ゲノムアレイ、すなわち、①ゲノ
ムワイドなスクリーニング用高密度アレイ（MCG Whole Genome 
Array-4500）、② X 染色体全体をカバーする高密度アレイ (MCG 
X-tiling Array)、 ③ 遺 伝 疾 患 診 断 用 ア レ イ (MCG Genome 
Disorder Array Ver. 1、Ver. 2、Ver.3)、④ 1p36 領域の高密度ア
レイ (MCG 1p36 Contig Array)、⑤癌関連遺伝子を中心にした遺
伝子特異的な高精度アレイ（MCG Cancer Array-800）、⑥ Copy 
number variation (CNV) 領域 667 座位の検出用のアレイ (MCG 
Genome Variation Array) の設計、プローブ選択と FISH による
位置確認、アレイの作製と改良、ならびに 1 コピーの変化の検出
が可能であることなどの精度検定の確認を行い、試料解析に用い
た。さらに、各アレイに対応した解析ソフトの開発、データ登録、
データ更新を行った。

BAC アレイは、染色体解析技術を補完する診断法として臨床
応用が期待されることから、これまで蓄積された解析結果ならび
に国内外での解析情報を基盤により有用なスクリーニング用アレ
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Array (GDアレイ )により結
果の確定した 534 症例中 56
例 (10%) に疾患の原因となる
異常を検出した。このうち
41 例はサブテロメア異常で
あったが、このうち 16 例は
2 つの染色体にサブテロメア
異常を認め、両親の一方に均
衡型転座があることが示唆さ
れた。

更に、GD アレイ陰性症例
のうち303例を対象に、これ
までにMCG Whole Genome 
Array-4500 (WGA-4500）に
よる二次解析を終了し、52
例(17%)に病態と関連すると考えられる微細コピー数変化（Pathogenic 
CNV, pCNV）を検出した。二次解析の症例数の増加によりpCNV候
補の検出率は大きく変わらないことから、GD陰性例全例での解析を
行うべく検討を継続しpCNVの検出に務めている。

各症例の表現型・ゲノム異常情報に関して、羽田支援班、連携研
究者の協力により構築したCGHアレイ検索症例臨床情報データベー
スへの情報登録、更新を進めて、また、アレイ解析で得られるコピー
数多型情報をデータベース化した。

ゲノム構造・機能異常を指標に異常領域および領域内遺伝子の詳

イ（診断用ターゲットアレイ）の設計とクローン選択を進めた。
実際に、遺伝疾患診断用アレイ (MCG Genome Disorder Array 
Ver.3) は、本課題に期間中に（2009 年 10 月）、富士フィルム株
式会社より商品化（先天異常症候群解析用 DNA アレイ「GD-
700」）され、これを用いた受託解析が株式会社ビーエムエルより
開始されている（2009 年 9 月 28 日 NEDO、富士フィルム、ビー
エムエルよりプレスリリース）。

(2）ゲノムアレイを用いたヒト疾患ゲノムの一次構造異常解析
自作ゲノムアレイを中心に、本課題では特に先天異常症例（通

常の染色体検査で異常の検出されない MCA/MR 症例）を中心に
ヒト疾患における潜在的ゲノム一次構造異常・エピゲノム異常解
析を行った。羽田支援班との協力のもとに組織した臨床遺伝コン
ソーシアム内で、MCA/MR 症例について 100 例 / 年の計画で臨
床情報ならびに DNA および不死化リンパ球の収集を重点的に展
開し、2009 年 9 月現在約 550 例と計画を上回る症例の登録を達
成している。異常の検出された検体を中心に両親検体の登録も進
めている。

収集された MCA/MR 症例のうち、MCG Genome Disorder 
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細な解析を進め、新規の疾患原因 / 関連遺伝子や調節領域異常の同
定を行い、得られた成果は順次報告した（成果公表リスト）。特に、
収集した症例中、複数例で重複する箇所に異常が認める症例や臨床
病型が類似する症例については、コンソーシアム内での情報共有に
より追加症例の収集を行って、新規症候群の確立、genotype-
phenotype correlationの検討などを行っている。

2008 年に報告した小脳脳幹形成不全による小頭症を伴う MCA/
MR 女児症例の原因遺伝子 CASK は、その後臨床所見から全 11
例で詳細な解析を行い、ヘテロ欠失 3 例、点突然変異 5 例、エク
ソン内 2 塩基欠失 1 例、重複 2 例を検出し、全例にハプロ不全を
生じうる異常トランスクリプト発現または発現低下をきたすこと
を見出しており、女児に比較的多い特徴的な表現型を持つ MCA/
MR 症候群であることを確認した。CASK 異常症例における表現
型は欠失範囲（巻き込まれる他の遺伝子の数）などによるバリエー
ションがなく、CASK 異常が表現型の決定に強い影響を持つこと
が確認された。

pCNV は、病態と無関係な CNV (benign CNV) を区別されるこ
とが、診断的にも病態関連遺伝子の同定のためにも重要である。
現在、構造異常のデータベース（Database of Genomic Variants）
や異常領域の大きさなど等を参考にするとともに、両親解析を行
い異常が de novo で生じたものであるかどうかの確認を進めてい
る。謙譲な両親から受け継がれbenign CNVと考えられるものは、
データベース未登録のものも多く、日本人特異的あるいは比較的
稀な CNV が多く存在している可能性を示唆しており、CNV の発
見と登録をトリオ解析とともに今後も行っていく必要がある。

 (3）ゲノムアレイを用いた応用法の確立
BAC アレイを基盤にコピー数異常の検出以外に解析を行う方

法として、これまで (MCA) 法と組み合わせたプロモーター領域
のメチル化異常の解析法（BAC-array-based MCA, BAMCA 法）
を開発してきた。本方法は、BAC アレイを用いるため分解能は
低いものの、全ゲノムにおける俯瞰的なメチル化状態の評価が簡
便に行えるなど利点も多く、各種癌の病態や進展に伴う DNA メ
チル化の変化や悪性度の予測などが行えることも明らかになって
いる（成果公表リスト）。また、癌におけるメチル化標的となる
癌抑制遺伝子候補（NR1I2, PTGER2, CRABP1；成果公表リス
ト）の同定とその機能解析にも有用であることが示された。

＜国内外での成果の位置づけ＞
（1）BACを用いたゲノムアレイは、染色体解析を補完する診断
法として臨床応用が期待される技術であり、病態に関与する異常
を特異的に検出できる信頼性の高いクローン選択と信頼性・応用
性の高い解析技術の自動化は、重要な技術的課題である。既に、
本課題で確立した技術を基盤に、商用アレイとこれを用いた検査
が国内で実用化されたことで、今後発展が期待される。ゲノム研
究の面でも、BACアレイは大きいサイズのCNVの検出など、
SNPアレイやオリゴアレイを補完する情報を得るツールとして重
要である。

（2）海外でも微細コピー数異常に起因する新規のMCA/MRを呈
する症候群同定は多数報告されてきている。我々が検出している
異常領域から同定した遺伝子異常は新規症候群として海外からも
報告され、本課題でのアプローチが有効であることは実証されて
いる。今後症例数の増加に加えて各症例の表現型を指標に、さら
に新規症候群ならびに疾患遺伝子同定が見込まれる。

＜達成できなかったこと、予想外の困難、その理由＞
期間内に、バイオリソースと臨床情報の収集と解析の遂行など

予定の研究計画を達成し、目標としていた新規症候群の同定につ
ながる異常も検出されている。

一方で、MCA/MR 症例では、両親の検体収集が、協力は得ら
れやすいものの外来受診スケジュールなどの関係で遅れる傾向が
あり、de novo の確認が、CNV 検出症例の約半数にとどまったた
め、今後も収集の遂行が必要である。

＜今後の課題、展望＞
臨床遺伝コンソーシアムならびに CGH アレイ検索症例臨床情

報データベースは、微細染色体異常からの新規症候群同定への活
用が期待されることから、症例数の拡大を図るべく参加施設のさ
らなる拡充を行い MCA/MR 症例の収集を進め、全例でより微細
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なゲノムコピー数異常検出の推進ならびに異常検出症例の表現型
の抽出による類似症例の収集を行う。共通の微細ゲノムコピー数
異常が認められた症例について、疾患原因・関連遺伝子の同定を
目指して、さらに詳細にコピー数、シーケンス、エピゲノム異常
解析を進める。CNVの罹病性との関連についても考慮して、両親・
同胞についての解析もさらに充実させる。

＜研究期間の全成果公表リスト＞
論文／プロシーディング
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