
　近年，腎疾患に対する遺伝子解析は，小児科領域だけでは
なく成人の慢性腎臓病患者も対象として行われており1, 2），
新規診断や治療方針の決定に加え，単一遺伝子疾患の病態
生理解明にも貢献している3）。このように遺伝子解析が幅
広く行われるようになった背景として，次世代シークエン
サー（NGS）の台頭があげられる。本稿では現在の遺伝子解
析の要であるNGSについて概説し，囊胞性腎疾患に対する
遺伝子解析の最近の知見を述べる。

　NGSとは膨大な数の断片化された DNAを同時並行で解
析する遺伝子解析方法である4）。電気泳動を必要とする従
来のキャピラリー型シークエンサー（サンガー法）とは異な
る“次世代”の遺伝子解析方法として 2005年頃より発表さ
れ始めた。100～ 800塩基程度の遺伝子解析を行うサン
ガー法とは異なり，NGSはショートリードと呼ばれる 100

～ 150塩基程度の短い塩基配列情報を高速で大量に処理す
ることができる。得られた膨大なショートリード情報は高
機能コンピュータを用いてヒトゲノム配列（リファレンス
配列）に沿って並べ換えられ（マッピング），長い塩基配列
情報を再構成する。これにより一度の解析で膨大な量の遺
伝子配列を明らかにすることができるようになった。

　NGSを用いた遺伝子解析は，対象とする遺伝子領域によ

り全ゲノムシークエンス（WGS），全エクソームシークエン
ス（WES），特定の領域のみを解析するターゲット遺伝子パ
ネルシークエンス（TGPS）の３つに分類される5）。ヒトの全
ゲノム領域はおよそ 3.3×109塩基数（3.3 Gb）とされ，この 

領域すべてを解析するWGSは他の解析よりも高コストと
はなるものの，非翻訳領域の変異が疾患に与える影響など
を調査するうえでは重要となる。一方，蛋白質の翻訳にか
かわるエクソン領域は全ゲノム領域の 1.5～ 2.0%（30 Mb）
であり，遺伝性疾患の 85%はエクソン領域の遺伝子変異に
起因している。そのため，WGSより低コストであるWES

が多く用いられている。一方，TGPSは遺伝子パネルを用
いて，特定の遺伝子のみ（一般的に 10～200遺伝子）を解析
する方法である。TGPSは各塩基にマッピングされる
ショートリードの数（カバレッジ）がWGSやWESよりも多
いため，感度の高い解析をより低コストで行うことができ
る。

　囊胞性腎疾患の一つであるネフロン癆の原因遺伝子は
20種類以上が報告されている6, 7）。また，髄質囊胞性腎疾
患（MCKD）は，近年，常染色体優性尿細管間質性腎疾患
（ADTKD）という変異遺伝子別に病型を分類する疾患概
念が提唱されている8）。このように，囊胞性腎疾患の遺伝
子解析では解析すべき遺伝子数が多く，従来のサンガー法
では多大な労力を要する。そのため，高効率に既知の責任遺
伝子変異をスクリーニングできる NGSを用いた遺伝子解析
が有用となる 9, 10）。われわれの教室では，遺伝性囊胞性腎
疾患に関連する 69個の遺伝子を対象とした囊胞性腎疾患
パネルを作成し TGPSを行っている11）。家族歴のない成人
の多発性囊胞腎や画像上非典型的な多発性囊胞腎，また病
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理学的にMCKDが疑われた成人例などを主な対象とし，
2019年 8月現在までに，220家系の遺伝子解析を行ってい
る。非典型例や成人例を中心としたわれわれの遺伝子解析
においても，多発性囊胞腎は 179家系中 123家系に，ネフ
ロン癆やMCKDは 34家系中 19家系に病的変異が認められ
ている。

　遺伝子解析は病的変異の同定にとどまらず，得られた遺
伝子型と表現型の関連を調べることで臨床診断に貢献でき
る。本邦における常染色体優性多発性囊胞腎（ADPKD）の
診断は，家族歴がない場合，多発性腎囊胞を認めるだけで
はなく，ネフロン癆や常染色体劣性多発性囊胞腎
（ARPKD）の除外が必要となる12）。しかしながら，成人にお
いては臨床所見のみでこれらの疾患を除外することは難し
い。そこでわれわれは，家族歴がなく臨床的に ADPKDと
診断された成人患者53例において，前述の囊胞性腎疾患パ
ネルを用いて TGPSを行った。その結果，ADPKDの原因
遺伝子である PKD1/2に変異を認めたのはわずか 32例
（60%）のみであった。さらに，PKD1/2に変異のある患者と
ない患者を比較すると，変異のある患者では腎腫大を認め
（中央値，1,580.7 mL vs 791.0 mL，p = 0.027），多発性肝囊
胞が存在する（71.9% vs 33.3%，p = 0.006）という臨床的特徴
があることが明らかになった11）。従来，家族歴のない
ADPKDの臨床所見として，腎腫大 13）や肝囊胞の存在 14）が
示唆されていたが明確な根拠が示されておらず，今回のわ
れわれの研究結果により，腎腫大および多発性肝囊胞の存
在が診断の一助になることが初めて明らかになった。
　また，遺伝子解析研究により既存の疾患概念が再構築さ
れることがある。Snoekらは，国際的なコホートを用いて
成人腎移植患者 5,606例におけるゲノムワイド関連解析
（GWAS：一塩基多型の解析）データを解析したところ，26

例（0.5%）に若年性ネフロン癆の原因遺伝子である NPHP1

のホモ接合性全欠失を認めたと報告している15）。興味深い
ことに，NPHP1の全欠失を認めた 26例のうち臨床的にネ
フロン癆と診断されていた患者は 3例しかおらず，11例
（42%）は原疾患不明とされていた。われわれも病理学的に
ネフロン癆やMCKDが疑われた成人患者 20例に TGPSを
行ったところ，6例にネフロン癆関連繊毛病の遺伝子変異
を認めている（第62回日本腎臓学会学術総会）。このように
NGSによる網羅的な遺伝子解析により同一の遺伝子変異
であるにもかかわらず，従来考えられていた表現型とは異

なる臨床像を呈していたり，臨床診断では同一疾患と考え
られていた疾患が異なる疾患として診断されたりすること
が報告されている。

　既知の責任遺伝子のみを解析する TGPSと異なり，WGS

やWESは新規責任遺伝子の同定にも貢献している。Porath

らは，既知の遺伝子変異を認めなかった ADPKDの 6家系
を対象にWESを行い，1家系に GANABの遺伝子変異を認
めた 16）。GANABは糖たんぱく質の小胞体品質管理にかか
わるグルコシダーゼ IIのサブユニットを形成する遺伝子
であり，サブユニットを形成するもう一つの PRKCSH遺伝
子は，常染色体優性多発性肝囊胞（ADPLD）の責任遺伝子
として知られている17, 18）。Porathらはさらに，既知の遺伝
子変異を認めない 321家系を対象にサンガー法を用いて
GANABの遺伝子解析を行ったところ，ADPKDの 7家系お
よび ADPLDの 2家系に GANAB変異を認めており16），現
時点でGANABはADPKDおよびADPLDの責任遺伝子と考
えられている19～21）。従来，ADPLDは多発性腎囊胞を認め
ない多発性肝囊胞とされていたが 22, 23），近年，ADPKDと
ADPLDは表現型も遺伝子型もオーバーラップすることが
示唆されてきている24）。われわれの教室においても，
ADPLDの責任遺伝子や後述する囊胞性腎疾患の新規責任
遺伝子を加えた 92遺伝子をターゲットとした囊胞性腎疾
患パネルを作成している（表）。
　その他の囊胞性腎疾患における新規責任遺伝子として
は，ADPKDでは DNAJB11 25），ARPKDでは DZIP1L 26），ネ
フロン癆関連繊毛病では MAPKBP1 27）や PIBF1 28），ADTKD

では SEC61A1 29）が近年報告されている。

　解析する遺伝子を限定した TGPSにおいても，1人当た
り膨大な数のバリアント（リファレンス配列と異なる塩基
配列）が同定される。米国臨床遺伝・ゲノム学会（ACMG）
は，バリアントの解釈のガイドラインを作成し，“Patho-

genic”，“Likely pathogenic”，“Benign”，“Likely benign”，
“Uncertain significance”の 5つに分類するように提案してい
る30）。確かに，機能喪失が疾患の原因となることが明らか
な遺伝子において，ナンセンス変異やフレームシフト変異
などのトランケーション変異を認めた場合は，“Pathogenic”
や “Likely pathogenic” と判定することは容易である。しか

 遺伝子解析研究の功績

 囊胞性腎疾患における新規責任遺伝子

 NGSにより同定された変異の解釈の難しさ
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し多くの場合，責任遺伝子以外の他の遺伝子にも膨大な変
異が検出され，これらは分子細胞生物学レベルでの機能解
析がなされていない病的意義が不明（Uncertain significance）
なバリアントであることが多い 31）。
　バリアントの病的意義を予測する in-silico解析ツールと
して，SIFT 32），PolyPhen2 33）， CADD 34），M-CAP 35）などの
各種の病的意義予測スコアが利用されているが，健常者に
認められるバリアントにおいても，“Pathogenic” と検出さ
れることも多く，確実なものとはいえない。一方で，頻度
の高いバリアントである遺伝子多型（Polymorphism）を除外
するために，コントロール集団の遺伝子データベースが用
いられる。大規模なデータベースとして，世界約 6万 5,000

人のデータから成る ExACデータベース 36）が用いられる
が，その解釈には人種差を考慮する必要がある。例えば，
PKD1遺伝子に p.Val3008Metのバリアントが検出された場
合，前述の in-silico解析では，多くのスコアで “Pathogenic”

と判定され，ExACデータベースにおけるアレル頻度が
0.5%と低く，一見病的変異であると解釈してしまう。しか
し，日本人 1,208人のデータベースである HGVD 37）では
1.9%の変異アレル保有率と，非常に高頻度のバリアントで
あり，ADPKDの罹患率を鑑みると責任変異としての可能
性は乏しいことがわかる。病的意義が不明なバリアントに
関しては，現状では，共通した表現型を持つ複数以上の家
系で同一の変異が同定されるか，実験的検証により病的意
義が確認されるまで，その解釈は慎重になされるべきであ
る。

　NGSはショートリードを解析するため，大きな挿入欠失
変異（large indels），コピー数異常（copy number variations: 

CNVs）を含めた高次構造異常の同定は困難となる。われわ

 NGSを用いた遺伝子解析の限界
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表　囊胞性腎疾患パネルに含まれる疾患と原因遺伝子（92遺伝子）
Disease family Targeted gene

ADPKD PKD1, PKD2, GANAB

ARPKD PKHD1, DZIP1L

NPHP NPHP1, INVS, NPHP3, NPHP4, IQCB1, CEP290, GLIS2, RPGRIP1L, NEK8, SDCCAG8, 

TMEM67, TTC21B, WDR19, ZNF423, CEP164, ANKS6, IFT172, CEP83, DCDC2, XPNPEP3, 

SLC41A1, MAPKBP1

JBS NPHP1, CEP290, RPGRIP1L, TMEM67, TTC21B, ZNF423, CEP164, IFT172, INPP5E, 

TMEM216, AHI1, ARL13B, CC2D2A, OFD1, KIF7, TCTN1, TMEM237, CEP41, TMEM138, 

C5orf42, TCTN3, TMEM231, CSPP1, PDE6D, MKS1, TCTN2, B9D1, ARMC9, CEP104, 

CEP120, KIAA0556, KIAA0586, PIBF1, SUFU, TMEM107

MKS NPHP3, CEP290, RPGRIP1L, TMEM67, TMEM216, CC2D2A, TMEM231, MKS1, TCTN2, 

B9D1, B9D2, KIF14, TMEM107

SLS NPHP1, INVS, NPHP3, NPHP4, IQCB1, CEP290, GLIS2, SDCCAG8, WDR19, CEP164, 

TRAF3IP1

BBS CEP290, SDCCAG8, TMEM67, TTC21B, WDR19, IFT172, MKS1, BBS1, BBS2, ARL6, BBS4, 

BBS5, MKKS, BBS7, TTC8, BBS9, BBS10, TRIM32, BBS12, WDPCP, BBIP1, IFT27, CCDC28B, 

C8orf37, IFT74

Skeletal ciliopathy TTC21B, WDR19, IFT172, WDR35, IFT122, IFT140, IFT43

ADTKD MUC1, UMOD, HNF1B, REN, SEC61A1

ADPLD PRKCSH, SEC63, ALG8, LRP5, SEC61B, GANAB

Others ASS1, NOTCH2, TSC2

ADPKD: autosomal dominant polycystic kidney disease, ARPKD: autosomal recessive polycystic kidney dis-
ease, NPHP: nephronophthisis, JBS: Joubert syndrome, MKS: Meckel syndrome, SLS: Senior-Løken syndrome, 
BBS: Bardet-Biedl syndrome, ADTKD: autosomal dominant tubulointerstitial kidney disease, ADPLD: autosomal 
dominant polycystic liver disease



れは CONTRA 38）というソフトウエアを用いて，対象サン
プルの平均カバレッジを，複数のコントロール検体におけ
るそれと比較し，CNVsの検出を試みている。しかしなが
ら，TGPSではシークエンス情報を持つ遺伝子自体が偏在
して存在しているため解像度が低く，CNVsの開始・終止
点の同定はなお困難である。NGSのみに頼らず，CNVア
レイやMLPA法の併用が有用とされている。
　囊胞性腎疾患に特異的な課題としては，ADPKDの責任
遺伝子の一つである PKD1があげられる。PKD1は 46個の
エクソンから成る遺伝子であるが，エクソン 1～33と 98%

近い相同性を有する偽遺伝子（pseudogene）が 6個存在する
ことが知られている 39）。偽遺伝子を PKD1遺伝子として解
析しないために，PKD1遺伝子に特異的なプライマーを用
いて数 kbpの領域をロングPCRにて増幅した後にサンガー
法 40～42）やNGSを用いた解析 43～45）をする手法が従来とら
れていた。しかしわれわれの研究を含め，TGPSを用いて
も偽遺伝子は回避できることが近年，確認されてきてい
る 9, 11, 46, 47）。一方で，PKD1のエクソン 1は GC含有率が
高いため NGSでは解析できない48）。そのため，NGSを用
いた遺伝子解析にて PKD1に病的変異を認めなかった場合
は，PKD1のエクソン 1領域を対象にサンガー法を用いた
遺伝子解析を行うことが望ましい 49）。
　また，ADTKDの責任遺伝子の一つである MUC1の病的
変異は糖鎖修飾を担う領域である variable number of tan-

dem repeats（VNTRs）内のフレームシフト変異が主とされ
ている50）。VNTRsは60塩基から成るリピート配列であり，
そのコピー数は 20～125と個人差が大きい。そのため，
NGSやサンガー法を用いた遺伝子解析では同定できず，
SNaPshot法51）などの特殊な解析が必要とされている。しか
しながらわが国においては，われわれを含めて TGPSにて
このVNTRsのフレームシフト変異が検出されており52）（第
62回日本腎臓学会学術総会），今後，NGSを用いた遺伝子
解析が有用な症例の特徴が明らかになることが期待される。

　NGSを用いた網羅的遺伝子解析では，診断目的とされた
症候とは別の病的遺伝子変異（二次的所見）が見出されるこ
とがある。われわれの扱う囊胞性腎疾患パネルのように，
1つの症候の責任遺伝子のみを解析対象とした TGPSでは
問題になることはなく，この点はパネル診断の強みであ
る。一方で，がん関連遺伝子などを含んだ広範囲の遺伝子
を対象とした TGPSや，すべての遺伝子を解析対象とする

WESやWGSなどでは考慮する必要がある。ACMGは，
BRCA1/2やWT1遺伝子のような生命への重篤性や治療・予
防の可能性がある 59の遺伝子（ACMG 59）は少なくとも患
者本人に開示すべきとしている 53, 54）。わが国では 2017年
に日本人類遺伝学会が二次的所見に関する提言を公表し，
国立研究開発法人日本医療研究開発機構のゲノム創薬基盤
推進研究事業において，臨床の現場でゲノム医療を実施す
る際の患者・家族への説明事項や留意事項を二次的所見へ
の対応を含めてまとめた「ゲノム医療における情報伝達プ
ロセスに関する提言」が公表されている。しかしながら，認
められた変異の病的妥当性の評価や開示の方法は各施設に
委ねられており，このような網羅的遺伝子解析を行う場合
には，遺伝カウンセリング体制も含めた遺伝子医療部門と
の連携が不可欠である。

　NGSを用いた遺伝子解析は，現在も圧倒的なスピードで
技術が進歩している。囊胞性腎疾患においても，診断の最
初の手段として遺伝子解析を行う “genome first” の時代が
訪れるかもしれない。しかし，ゲノムデータの解釈は容易
ではなく，疾患原因となる新たな責任遺伝子の発見や，新
たな変異の解釈のためには，詳細な臨床情報の把握がいま
なお重要であると思われる。

　　利益相反自己申告：申告すべきものなし
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