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I. 基本情報 
 

事  業  名 ： （日本語）難治性疾患実用化研究事業 
      （英 語）Practical Research Project for Rare / Intractable Diseases 
 
研究開発課題名： （日本語）小児科・産科領域疾患の大規模解析ネットワークとエピゲノム解析拠点整備 
      （英 語） Establishing a nationwide genetic and epigenetic analysis center for  

pediatric and perinatal diseases. 
 
研究開発担当者 （日本語）国立成育医療研究センター 研究所 所長 松原洋一 
所属 役職 氏名： （英 語）Yoichi Matsubara, M.D., Ph.D., Director, National Center for Child Health 

and Development Research Institute 
      
実 施 期 間： 平成 28 年 4 月 1 日 ～ 平成 29 年 3 月 31 日 
 
分担研究    （日本語）遺伝子解析ネットワーク体制とデータベースの構築 
開発課題名：   （英 語） Establishing a condorium and database for genetic analysis 
     
研究開発分担者  （日本語）国立成育医療研究センター 研究所 副所長 梅澤明弘 
所属 役職 氏名： （英 語） Akihiro Umezawa, M.D., Ph.D., Vaice Director, National Center for Child 

Health and Developnment Research Institute  
 
分担研究  （日本語）異常妊娠の解析と日本人正常妊娠リファレンスデータの整備・エピゲノム解析 

手法の開発 
開発課題名：（英 語） genetic analysis of abnormal pregnancies and normal Japanese pregnant 

woman as reference data, development of epigenetic analysis 
     
研究開発分担者 （日本語）国立成育医療研究センター 周産期病態研究部 部長 秦健一郎 
所属 役職 氏名：（英 語）Kenichiro Hata, Head of Department of Maternal-Fetal Biology, National Research 

Institute for Child Health and Development 
 



2 
 

分担研究  （日本語）性分化異常、小児内分泌疾患、先天奇形症候群に関する情報収集と解析 
開発課題名：（英 語）Molecular and clinical analyses of disorders of sex development, pediatric endocrine 

disorders, and congenital anomaly syndromes 
     
研究開発分担者  （日本語）国立成育医療研究センター 分子内分泌研究部 部長 深見真紀 
所属 役職 氏名： （英 語）Maki Fukami, Head of Department of Molecular Endocrinology, National Research 

Institute for Child Health and Development 
 
分担研究   （日本語）希少疾患の網羅的解析および診断法開発 
開発課題名： （英 語）Comprehensive analyses and diagnostic studies on rare diseases 
     
研究開発分担者  （日本語）国立成育医療研究センター ゲノム医療研究部 部長 要匡 
所属 役職 氏名： （英 語）Tadashi Kaname M.D., Ph.D., Director, Department of Genome Medicine, 

National Center for Child Health and Development, Research Institute 
 
分担研究   （日本語）性分化異常、小児科内分泌疾患、先天奇形症候群に関する情報収集と解析 
開発課題名： （英 語）Compiling of clinical information and molecular studies in disorders of sex 

development, pediatric endocrine disorders, and congenital malformation 
syndrome 

     
研究開発分担者   （日本語）浜松医科大学 小児科 教授 緒方勤 
所属 役職 氏名： （英 語）Tsutomu Ogata, Professor of Pediatrics, Hamamatsu University School 

of Medicine 
 
分担研究   （日本語）難治性・先天性皮膚疾患に関する全エクソーム解析 
開発課題名： （英 語）Whole exome analyses of genodermatoses 
     
研究開発分担者   （日本語）慶應義塾大学医学部 准教授 久保亮治 
所属 役職 氏名： （英 語）Keio University School of Medicine, Associate Professor, Akiharu Kubo 
 
分担研究   （日本語）低出生体重児の発症機序及び長期予後の解明に関する研究 
開発課題名：  （英 語）Pathophysiology of low birth infants and prognosis of these cases 
     
研究開発分担者   （日本語）富山大学 大学院医学薬学研究部 教授 齋藤滋 
所属 役職 氏名： （英 語）University of Toyama Professor Shigeru Saito 
 
分担研究      （日本語）染色体異常の発生メカニズムに関する研究 
開発課題名：  （英 語）Mechanism of gross chromosomal rearrangements 
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研究開発分担者   （日本語）藤田保健衛生大学 総合医科学研究所 分子遺伝学研究部門  
教授 倉橋浩樹 

所属 役職 氏名： （英 語）Division of Molecular Genetics. Institute for Comprehensive Medical 
Science. Fujita Health University, Professor,HIROKI KURAHASHI 

 
分担研究      （日本語）遺伝子診断体制構築に関する研究 
開発課題名：  （英 語）Delivery of genetic testing services 
     
研究開発分担者   （日本語）慶應義塾大学 臨床遺伝学センター 教授 小崎健次郎 
所属 役職 氏名： （英 語）Kenjiro Kosaki. Keio University School of Medicine,Professor 
 
分担研究      （日本語）希少難病遺伝子診断法の開発 
開発課題名：  （英 語）Development of pipelines for genetic tests of rare intractable diseases 
     
研究開発分担者   （日本語）かずさ DNA 研究所 技術開発研究部 副所長 小原收 
所属 役職 氏名： （英 語）Kazusa DNA Research Institute, Deputy Director, Osamu Ohara 
 
 
II. 成果の概要（総括研究報告） 
 研究開発代表者による報告の場合 

和文 
分担研究者とその協力者（全国 35 医療機関）から症例と検体を募り、3 年間で約 2,000 件の遺伝

学的解析を行った。遺伝学的解析結果から、新規の責任遺伝子を 5 件、変異を 36 件発見し、219 件

の論文が受理された。また、本研究の遺伝学的解析により 3 年間で計 442 例の確定診断を行い、臨

床現場における診断にも大きく貢献した。 
本研究成果を基に、疾患診断パネルに適宜改良を加え、疾患変異カバー率を向上し、スクリーニン

グ効率を上げることができた。確定診断率は疾患によってかなりの差があり、臨床所見や血液生化学

検査・内分泌学的検査等で症例が事前にスクリーニングされた疾患等では、7 割以上の診断率に至る

例もあったが、いまだに原因遺伝子同定に至っていない例も多数ある。むしろ今後は、これらの診断

困難例の解析に軸足を移していきたい。 
現在の解析プラットフォームでスクリーニングが十分でない遺伝学的異常は、１）モザイク変異、

２）150bp 程度から数十 Kbp 程度の欠失、３）エピゲノム異常、等が推測される。診断率の向上の

ためには、今後一層整備が進むことが期待される日本人標準配列情報を十分活用しつつ、ロングリー

ドシークエンサーやエピゲノム変異スクリーニング等の技術開発が必要である。 
 

英文 
Members and collaborators (collaborators of 35 medical institutes in Japan) of this project have 

collect totally 2,000 samples in 3 years and finished genetic analysis. Finally we found 5 novel 
causative genes and 36 novel mutations. these results have published as 219 reports. Also our 
genetic analysis contributed definitive diagnosis of 442 cases. 
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Our results also applied for modifications of existing genetic testing panels. The modification 
make more effective screening of causative mutations. In some syndromes which were pre-
screened by clinical profiles and biochemistry, diagnostic success rate reach up to 70%. However, 
many cases are still reason unknown. 

Since we select an exome sequencing method for first screening, definitely we do not estimate 
mosaicism, small deletions and epigenetic mutations. In order to improve efficiency of genetic 
diagnosis, we need large scale reference data of Japanese and introducing new methods such as 
long read sequencing technologies and epigenomics. 

 
 研究開発分担者による報告の場合 

研究開発代表者：国立成育医療研究センター 研究所 所長 松原洋一 総括研究報告を参照。 
研究開発分担者 
（国立成育医療研究センター 分子内分泌研究部 部長 深見真紀） 

国内外の医療機関及び関連学会と連携し、約 2000 例の性分化疾患、小児内分泌疾患、先天奇形症

候群患者の臨床検体と情報を集積した。先行研究のサンプルと合わせて、8,700 以上が集積された。

このうち 1,500 以上の成育疾患症例の遺伝子解析を行った。解析は、次世代シークエンサー疾患責

任遺伝子パネル、アレイ comparative genomic hybridization  (CGH)、Multiplex ligation 
dependent amplification、bisulfite シークエンスなどの手法を用いて行った。この結果、性分化疾

患・性成熟疾患を招く新規遺伝子変異の発見とその疾患成立機序の解明、小児内分泌疾患を招く性染

色体微細複雑構造異常の同定、既知遺伝子異常症の臨床スペクトラムの解明がなされた。個々の患者

の遺伝子診断の結果は主治医を通して患者に報告した。さらに日本人患者の変異情報を成育希少疾

患データベースに登録した。また、公益法人かずさ DNA 研究所と連携し、multiplex PCR-次世代シ

ークエンス法を用いた 5 つの成育疾患（先天性副腎疾患、成長障害、46,XY 性分化疾患、性成熟疾

患、下垂体機能低下症）の迅速変異スクリーニングシステムを構築した。日本人患者のデータを解析

システムにフィードバックし、遺伝子診断システムの精度向上と効率化を推進した。パネル解析の精

度確認が終了したため、経済的基盤について検討し、オーファンネットジャパンを介してこのシステ

ムの試験運用を開始した。以上の成果は、英文論文、学会発表、ホームページなどで公表した。 
 
（国立成育医療研究センター ゲノム医療研究部 部長 要匡） 
 和文 
希少疾患の網羅的遺伝子解析と新しい診断法を開発することを目的とし、希少疾患を対象に、全

エクソーム、ターゲットリシーケンス解析を行い遺伝子変異の同定を行い、また、発現解析の詳細

な解析を行った。結合織疾患、先天代謝異常などの希少疾患を対象とし、指関節異常を伴う難聴で

の新規遺伝子変異の同定、遺伝子発現解析による X 連鎖劣性遺伝疾患の女児発症症例の原因の特

定等を行った。 
 また、新しい診断法について、従来のエクソン領域のみを中心としたリシーケンス解析でカバーさ

れない領域も対象とした、LA-PCR ベースの、プロモーター領域、イントロン領域を含めた遺伝子

全長ターゲットリシーケンス解析に基づく診断法を開発した。 
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英文 
Aims of the project were to analyze genomes in patients with rare diseases and to develop novel 

diagnostic tools for rare diseases. Whole exome sequencing and target resequencing in patients 
with rare diseases, such as connective tissue diseases and metabolic diseases, were performed 
and then, causative variants were identified. We found a novel pathogenic variant in a patient 
with a congenital stapes snkylosis and symphalangism. In addition, we revealed a cause of female 
patient with Menkes’ disease by analyses of gene expression and NGS.  

For diagnostic tolls, we developed a novel examination system for whole region of a gene 
including promoter region and intron regions by target resequensing based on LA-PCR 
enrichment. 
 
（富山大学 大学院医学薬学研究部 教授 齋藤滋） 
和文 

市販の Taq polymerase は大腸菌由来であるため、PCR 法で菌由来 DNA を増幅すると、必ず大

腸菌由来 DNA が増幅され、偽陽性となる。そこで酵母に Taq polymerase 遺伝子を導入して酵母由

来 Taq polymerase を作製し、偽陽性のない細菌検出の PCR 法を確立した。その結果、切迫早産羊

水中には、培養検査で陽性が 7.6％に比して PCR 法では約 30％に陽性となること、Ureaplasma と

一般細菌の混合感染が強い炎症を引き起こし、予後不良であること、病原体陽性例に抗菌薬を使用す

ると妊娠期間が有意に延長すること、病原体陰性例に抗菌薬使用すると、妊娠期間が有意に短くなる

ため、安易な抗菌薬の使用は慎むべきであることが判った。 
 
英文 

To detect prokaryotes using nested PCR-based method, yeast-made thermostable DNA 
polymerase without bacterial contamination was used in combination with lacterial universal 
primers. The prevalence of microorganisms in amniotic fluid of preterm labor cases was 33% by 
PCR and only 7.6% by culture. A combination of positive Ureaplasma and other bacteria had 
significantly higher amniotic IL-8 levels and significantly shorter amniocentesis-to-delivery 
interval. In amniotic PCR positive cases, antibiotic therapy significantly increased gestational 
period. On the other hand, antibiotic therapy in PCR negative cases significantly shortened the 
gestational period. We showed not use antibiotics to noninfected preterm labor cases. 
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（１）学会誌・雑誌等における論文一覧（国内誌 24 件、国際誌 119 件） 
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（東北大学 大学院医学系研究科 小児病態学分野 教授 呉繁夫） 
① West 症候群の病因としての GABRA1 遺伝子の同定 

昨年度、小児重症けいれんの代表的疾患である West 症候群のゲノム解析効率について検討し、

CGH アレイ解析とトリオ検体のエクソーム解析により、18 例中 9 例（50％）でけいれん関連遺

伝子の同定が可能であったことを報告した（Hino-Fukuyo N, et al, Hum Genet, 2015;134:649）。
このなかで、病因不明であった１症例において新規病因遺伝子である GABRA1 遺伝子に de novo
変異をみとめ、他施設の症例と照合することで、GABRA1 遺伝子が West 症候群の責任遺伝子で

あることを見出した（Kodera H, Ohba C, Kato M et.al, Epilepsia, 2016, 57:566-573））。 
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② West 症候群の病因としての FGF12 遺伝子の同定 
もう一つの症例において、Na チャネルのモデレーターをコードする FGF12 遺伝子の重複を

見出した。この重複遺伝からは、正常な mRNA が転写されておらず、病因変異と考えられた (Shi 
RM, et al, Neurol Genet, 2017;3(1):e133)。 

 

（東北大学大学院医学系研究科 消化器病態学分野 准教授 正宗淳） 

  和文 

HaloPlex を用いたターゲットリシークエンスにより膵炎関連遺伝子ならびに候補遺伝子計約 80
遺伝子について 385 例の慢性膵炎患者について網羅的解析を行った。既知の膵炎関連遺伝子である

PRSS1 遺伝子、SPINK1 遺伝子、CTRC 遺伝子などの遺伝子異常プロファイルを容易に検出可能で

あること、また UBR1 遺伝子異常が慢性膵炎と関連しないことを見出した。 
 さらに新規膵炎関連遺伝子発見のために、特発性膵炎のトリオ（患者ならびに健常両親）の解析

を進めている。現在までに新規遺伝子異常を de novo で同定した。本遺伝子異常については、日本人

慢性膵炎患者において健常者と比べて有意に高頻度であることを見出した。さらに国際共同研究に

より、フランス人慢性膵炎患者においても有意に高頻度であることを確認した。現在、作成した変異

体について機能解析が進行中である。 
 
英文 

We conducted mutational analysis of pancreatitis-associated genes in 385 patients with 
chronic pancreatitis by target resequencing using the HaloPlex platform. We found that (i) this 
platform was useful to overview known pancreatitis-associated genes such as PRSS1, SPINK1 
and CTRC., and (ii) that mutations in the UBR1 gene were not associated with chronic 
pancreatitis in Japan. 

In addition, we extended our analysis to include patients with idiopathic chronic pancreatitis. 
We could identify a novel de novo mutation by trio approach of a patient with idiopathic chronic 
pancreatitis. We found that mutations in this gene were significantly overrepresented in patients 
with chronic pancreatitis in Japan and France. Functional analysis is now underway. 
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