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成果の概要 

 

 本研究開発では、以下の 2項目について、特に、21水酸化酵素欠損症（21-OHD）とインプリ

ンティング疾患（IDs）を解析対象疾患として研究開発を行う。 

研究開発項目１）「21-OHDおよび IDｓに対する T-LRS 法による解析パイプライン開発」 

研究開発項目２）「新規収集検体または遺伝学的診断の明らかではない症例に対する T-LRS 解

析」 

・臨床検体収集 

分子内分泌研究部に収集済の 21-OHD うち、14 検体を選択した。また、成育病院内分泌代謝科

より、新規の 21-OHD 2 家系の血液検体を収集した。これらに対し、21-OHD の遺伝学的解析手

法として一般的に用いられているサンガーシークエンス法および MLPA 法により遺伝学的原因

を解析した。IDs については、Prader-willi 症候群 3 症例を選択し、MS-MLPA 法、マイクロサ

テライト解析により、遺伝学的原因を解析した。さらに、PHEX 遺伝子内にコピー数異常を有す

ることが MLPA 法により判明している X 連鎖性低リン血性くる病（XLH）1 症例の検体も収集し

た。病的原因が明らかであった検体（21-OHD 10検体、IDs 3検体、XLH 1検体）を陽性コント

ロール、明らかな病的原因が同定されなかった検体（21-OHD 4検体）を新規解析対象検体とし



 

て、以後の解析で用いることとした。 

・デモデータを用いた解析環境構築および解析パイプライン検証 

・コントロール試料を用いたウェット実験プロトコル決定 

アダプティブサンプリング(Ada-LRS)およびロングリードアンプリコンシークエンス(Amp-LRS)

により T-LRS 解析を行う。当該年度は、健常コントロール検体を用い、実験条件を最適化、解

析環境を構築した。その結果、21-OHD の原因遺伝子 CYP21A2 解析において、Ada-LRS では、種

々の条件検討を経てもマッピングクオリティの高いリードを十分に得ることができず、変異や

構造異常の同定が困難であった。したがって、21-OHD では Amp-LRS による解析を、その他の疾

患に対しては Ada-LRSによる解析を実施することとした。 

・症例に対する解析 

XLH 症例に対し Ada-LRS による T-LRS を行い、PHEX 遺伝子内の微細重複を同定した。T-LRS で

得られた情報をもとに切断点を同定するためのプライマーを設計し、サンガー法により切断点

を同定した。 


