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要　　旨

　次世代シークエンス技術の目覚ましい発展により，全ゲノムシークエンスに比べ低コストで

より深く遺伝子コード領域をシークエンヌする全エクソームシークエンス解析が疾患関連変異

を同定する解析の応用として盛んに行われ始めている．一方，次世代シークエンサーで読まれ

る配列は比較的短いため（50－150bp），ショートリードを標準ゲノム配列に対して正確にマッ

ピングし，高精度にバリアントを同定することが難しく，洗練された手法の開発が課題のひと

つとしてあげられている．

　本稿では次世代シークエンサーで読まれたショートリードのデータから高精度に一塩基置換

（SNV，一致率99．9％），挿入・欠失（Indel，一致率97．3％）の同定に成功した手法の紹介と，

家系データを用いた遺伝性疾患原因変異探索の際の注意点とそのアプローチの仕方を紹介する．
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はじめに

　次世代シークエンサーはゲノムを断片化し，各

断片を両端から約100bp程度シークエンスする．

得られた膨大な塩基配列は標準ゲノム配列に計算

機でマッピングされ，ゲノム上での位置が決定さ

れる，シークエンスされた配列は読み取り長が短

くマッピングが困難なため，誤ったバリアントの

同定を引き起こす問題く偽陽性：false　posi目ve；

FP，偽陰性：false　nega6ve；FN）が指摘されてい

る．特にメンデル遺伝病（単一遺伝子疾患）の場

合，疾患原因変異は1つであるためFPやFNを

極力抑えることが原因解明への重要な鍵となる．

　疾患原因変異の同定法として大きく二通りが考

えられる．一つが家系情報を基に遺伝形式を想定

し同定する方法，もう一つが家系情報なしの独立

な発症者集団と非発症者集団を比較し同定する方

法である，後者は多重検定補正をクリアする統計

学的有意差が認められる変異を見出すために十分

な検体数が必要とされ，前者の解析法が現在の主

流となっている．

バリアントコールと精度評価

1．シークエンスデータ

理化学研究所の倫理委員会で承認された検体
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RKOO1の末梢血を使用した．シークエンスは，ヒ

ト全エクソンキャプチャキットAgilent社の

SureSelect　V4を用いエクソン領域のDNA断片を

抽出した後，111umina社のHiSeq2000を用い各断

片の両端から101bp（ペアエンド法）シークエン

スした．得られた約7Gbpのショートリードの

98．5％が標準ゲノム配列ヘマッピングされ，その

うち約5％が重複するPCR断片として除去され

た．標準ゲノム配列へのマッピング，重複する

PCR断片の除去はそれぞれBWA　1）とSAMtools　2）

によって実装された．

2．SNV，　Indelコール

　ヒト全エクソンキャプチャキットで設計された

プローブ領域（on－target）における平均リード

カバレッジは70．7reads／baseで，約4．1％が

SNV，　Indelコールに必要な最低リード数を下回

った．バリアントコールには独自に開発した

VCMM（Variant　Caller　with　Multinomial　proba－

bilis廿c　Model）3）4）を使用した．シークエンスデー

タのマッピングからSNV，　Indelコールまで完全

自動化された解析パイプラインにより，検体あた

り5時間程度で解析が行える（200CPU使用時），

3．精度評価

　コールしたSNVの精度評価にはエクソーム領

域に着目して多型を多くカバーしているIllumina

Human　Exome　BeadChipを使用した，190，197ヵ

所が評価対象となり，その一致率は99．97％であ

った（FPニ0．0036％FNニ0．0084％）．　Indelに

対しては大規模な精度評価が困難で，コールした

Indelを対象にサンガーシークエンス法で検証し，

精度を見積もった（一致率：94．67％，75ヵ所中

71ヵ所が一致），

変異候補の絞り込み

1．public，　in－houseデータ

遺伝子コード領域におけるSNV数は検体あた

り20，000前後と言われ5），メンデル遺伝病（単一
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遺伝子疾患）の場合，その中の一つが疾患原因変

異である．当然，家系情報だけで絞り込むことは

難しい，よって通常，疾患と関連がないバリアン

ト（例えばSNP）を用いた絞り込みが行われ，

dbSNP　6），1000　genomes　project　7），　NHLBI　Exome

Variant　Server　8）等の公共データベースが利用さ

れる，しかしながら検体あたり300弱の変異候補

が残り，近年，独自にシークエンスしたデータ

（in－house　data）をさらなる絞り込みに使用する

ケースが増えてきている．この絞り込みが試薬特

異的に起こるエラーの除去や集団特異的なSNP

の除去を可能にすることが期待され，実際約

1，200検体分のin－house　dataで絞り込みを行っ

た結果300弱の変異候補が70程度まで絞り込め
た．

2．家系図と遺伝形式

　家系図から推定される遺伝形式として劣性遺伝

形式，de　noIり変異（図IA），優性遺伝形式（図IB）

がある．図1Aのdeηovo変異または劣性遺伝形

式（ホモ接合と複合ヘテロ接合）が想定される家

系は比較的変異候補の絞り込みが可能であるが，

図IBの優性遺伝形式が想定される家系は候補の

絞り込みが困難で，ある程度家系内の検体をシー

クエンスする必要がある．

おわりに

　全ての家系解析において変異候補が見つかると

は限らない．候補を絞り込めない場合もあれば，

逆に見つからない場合もある．前者の場合，家系

内の追加検体のシークエンスにより改善が見込め

るが，後者の場合WESがターゲットとしている

領域外に疾患原因変異がある可能性がある，また

SNV，　short　Indel以外の，例えばコピー数バリア

ント（CNV）やlong　lndelが原因変異の場合，現

在のプロトコルでは検出が困難である．これらの

問題は未だ解決されておらず，今後の検討課題で

ある．
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