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緒 言 

 

昨今の大規模ゲノム解析研究の結果から、健常人にも遺伝子変異／バリアントが無数に存在し、蛋白質の機能変化を

生じる可能性のあるアミノ酸置換を伴うホモ接合変異が、数十個程度存在することが明らかとなってきた。そのため、

発症頻度が極めて低い遺伝性疾患で、弧発症例のゲノム解析データのみを用い、新規の疾患発症原因となる遺伝子変異

を絞り込むことは非常に困難である。事実、希少遺伝性疾患患者とその近親者の全エキソーム解析を行ったとしても、

確定診断に至るのは25～30%程度といわれている。また、遺伝子発現はゲノム解析のみでは予想が困難な、DNAのメ

チル化やヒストンの翻訳後修飾などのエピジェネティックな制御を受けている。上記の理由により、責任因子の同定に

至っていない希少遺伝性疾患の症例が数多く存在しており、これらの疾患発症要因を特定するための新たな解析アプロ

ーチが必要とされている。 
ゲノム DNA は生体内の代謝反応で生じる活性酸素や、DNA 複製中に起きるエラー、あるいは化学物質、紫外線な

どの外的要因によって絶えず損傷を受けている。現在までの研究結果から、数多くの蛋白質が秩序立ち、かつ協調して

働くことにより、DNA 損傷部位を認識し、修復することで、ゲノムの安定性が維持されていることが明らかとなって

きている。ゲノム安定化維持機構に関与するDNA損傷応答蛋白質をコードする遺伝子の異常は様々な遺伝性疾患（色

素性乾皮症、ウエルナー症候群、コケイン症候群、ファンコニ貧血、ゼッケル症候群など）で報告されており、これら

遺伝性疾患の臨床症状は若年高発がん性、発育発達異常、早期老化など、多岐に渡ることが知られている［1，2］。次

世代ゲノムシーケンサーの普及により、上記遺伝性疾患の疾患責任遺伝子変異が同定されてきたが、未だ多くの症例で

責任因子の特定に至っていないのが現状である。 
本研究の目的は、次世代シーケンサーを用いて得られたゲノム解析結果と精密質量分析装置を用いて得られたプロテ

オーム解析データとを統合することで、ゲノム解析のみでは候補遺伝子を絞り込むことができなかった、DNA 損傷応

答機構の異常によって発症した、小頭症を伴う希少遺伝性疾患の発症原因因子を特定し、分子病態の解明を目指すこと

である。 
 

方法および結果 

 
1．対象患者の臨床所見 
対象患者は日系ブラジル人家系の女児、33週齢にて出産、生下時体重は978 g、胎児期から発育不全、小頭症、大脳

基底核と脳室周囲の石灰化、多発関節脱臼、動脈管開存症、血球減少（血小板減少、貧血）、両側難聴、出生後も成長障

害、TORCH症候群は陰性。両親はいとこ婚。父の兄と母の姉も夫婦で、その間の3人の子どもは全員死産。以上のこ

とから、劣性遺伝性疾患であることが強く疑われ、ゼッケル症候群と診断された。患者とその両親のDNAから次世代

ゲノム解析（全エキソーム解析）を行ったが、既知の病的変異は見つからず、候補因子を絞り込むことはできなかった。 
2．プロテオーム解析により同定したアイカルディ・ゴーティエ症候群発症関連因子の発現量低下 
安定同位体アミノ酸ラベル法を実施するため、健常人由来の不死化血球系細胞を Lightアミノ酸含有培地（12C6 L-

Lysineと12C6/14N4 L-Arginine）で、患者由来の不死化血球系細胞を Heavyアミノ酸含有培地（13C6 L-Lysineと
13C6/15N4 L-Arginine）で培養した。安定同位体アミノ酸ラベルされた健常人と患者由来の細胞から蛋白質を回収し、
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トリプシン分解・ペプチド精製を行い、精密質量分析装置を用いてショットガン解析を実施した。その結果、患者細胞

内でのRNASEH2A、RNASEH2B、RNASEH2C蛋白質の発現量が健常人と比較して著しく減少していた（図1A）。
ウエスタンブロッティング法にて、これら蛋白質の発現量低下を確認した（図 1B）。定量 PCR を行った結果、

RNASEH2BのmRNAレベルが低下していることが明らかとなった。次世代シーケンサーを用いた全エキソーム解析

では RNASEH2B 遺伝子上に変異は検出されなかったため、非典型例のイントロン上の変異によるスプライシング異

常の可能性を検討した。その結果、RNASEH2Bのイントロン深部にホモ接合型のスプライス供与部位の挿入が確認さ

れた。また、患者細胞の cDNA 断片の解析から、スプライス供与部位の挿入により、RNASEH2B のスプライシング

異常が引き起こされていることが明らかとなった。 
 
 

 

 

 

図1．プロテオーム解析によるRNASEH2複合体の患者細胞での発現量低下 
健常人由来の細胞をLightアミノ酸含有培地（L）、患者由来の細胞をHeavyアミノ酸含有培地（H）で培養した。

それぞれの細胞から蛋白質を抽出し、トリプシン分解・ペプチド精製を行い、精密質量分析装置を用いて解析した

（A）。健常人と患者由来の細胞から蛋白質を抽出し、ウエスタンブロット法によりRNASEH2A、RNASEH2B、 
RNASEH2Cの蛋白質発現量を比較した（B）。★は非特異的なバンド。 

 

 
 

考 察 

 
RNASEH2A、RNASEH2B、RNASEH2Cはアイカルディ・ゴーティエ症候群の発症関連遺伝子としてすでに報告

されている。アイカルディ・ゴーティエ症候群の発症に関連する遺伝子はRNASEH2A、RNASEH2B、RNASEH2C
の他に4個の遺伝子が報告されており、これらは全て細胞内核酸代謝に関与していることが知られている。興味深いこ

とに、Rice らの報告によると、RNASEH2B 遺伝子変異が原因となり発症したアイカルディ・ゴーティエ症候群患者

104症例の変異パターンを検討した結果、機能喪失型変異は1例も見つからなかった［3］。また、現在までに報告され
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ている RNASEH2B 遺伝子変異が原因となり発症したアイカルディ・ゴーティエ症候群患者と本症例の臨床所見は相

違点が幾つかあり、本症例の方がより重篤であった。これは、患者細胞のRNASEH2A、RNASEH2B、RNASEH2C
の発現量が健常人と比較して著しく低下していたためであると考えられる。また、Rnaseh2b 欠損マウスは、DNA 複

製中に取り込まれるリボヌクレオチドを除去することができず、ゲノム不安定性が誘導され、胎生致死になると考えら

れている［4］。今後、本症例の患者細胞をより詳細に解析することで、ヒト発達過程における RNASEH2B の詳細な

機能が明らかとなることが期待される。 
本研究では、全エキソーム解析のみでは疾患発症因子の同定に至らなかった症例について、プロテオーム解析を実施

することで、原因因子を特定することが可能となった。希少遺伝性疾患の遺伝子診断率は、その近親者の全エキソーム

解析を行ったとしても、およそ 3 割程度と言われている。全エキソーム解析に加えて、全ゲノム解析、RNA シーケン

ス解析、本研究で実施した、患者細胞内で発現している蛋白質の網羅的な発現データを取得するプロテオーム解析を組

み合わせたマルチオミクス解析を実施することにより、診断率の向上ならびに未診断遺伝性疾患の病態解明へと繋がる

ことが期待される。 
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