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副腎担当 

性腺担当 

下垂体担当 
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甲状腺担当 

副腎担当 

性腺担当 

下垂体担当 Target 
resequencing 
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2,000万クラスタ 
12万円 

100コロニー 
3万円 
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@M00423:45:000000000-A6W9L:1:1101:17060:1267 1:N:0:25 
NTTTCAGGACCTGCTTCGCTGCCGTGTCCTGACTTCTGGAATCTTTGAGACCAAGTTCCAG
GTGGACAAAGTCAACTTCCAGTAAGCCAACTGTTACCTTTTTATATAACAGAGATCATGGT 
+ 
#8BCCGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGG
GGGGGGGGGGGGGGGGGGGGFGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGG 
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McCune-Albright症候群 
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カフェオレ斑 
線維性骨異形成 
内分泌機能亢進 

機能亢進型GNAS変異 
体細胞モザイク 

90%以上はArg201残基 

✴ 
 
 

✴ 
 

✴ 

http://history.nih.gov/exhibits/rodbell/ 
http://www.wheelessonline.com/ortho/fibrous_dysplasia 



GNAS 
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http://ja.wikipedia.org/wiki 「Gタンパク質」 

線維性骨異形成 

カフェオレ斑 

内分泌機能亢進 



体細胞モザイク変異 
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罹患組織（腫瘍） 非罹患組織（末梢血など） 



ペプチド核酸(PNA)法 などによる変異濃縮 

PNA 

DNA 

PNA probe PCR阻害 

Arg201 mutation 

野生型 

変  異 
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従来型遺伝子診断 (末梢血) 



Massively 

Parallel 

Sequencing 
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アイディア 
末梢血 

PNA-PCR 

NGS 
(SBS) 
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genome 

adaptor 

adaptor 
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1st PCR 

Forward primer: 
CTACACGACGCTCTTCCGATCTGTTTCA
GGACCTGCTTCGC 

Reverse primer: 
GTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTC
CGATCTTCCACTTGCGGCGTTCATC 

Water 3.7 

5x Buffer 2 

100 mM dNTP 0.1 

Herculase II (Agilent) 0.2 

Primer FR mix (20 uM) 0.5 

PNA probe (100 uM) 3 

DNA (50 ng/uL) 0.5 

98C 60 s 

98C 10 s 
68C 60 s 
55C 30 s 
72C 30 s 

72C 5 min x 35 

Ampure精製 

Total 10 uL 

Vol (uL) 



PCR 
product 

adaptor 
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2nd PCR 

Forward primer: 
AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACAC
TCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCT 

Reverse primer: 
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT 
NNNNNNGTGACTGGAGTTCAGACGTGT 

Water 6.2 

5x Buffer 2 

100 mM dNTP 0.1 

Herculase II (Agilent) 0.2 

Primer FR mix (20 uM) 0.5 

Diluted PCR product 1 

98C 60 s 
98C 10 s 
55C 30 s 
72C 30 s 

72C 5 min x 15 

Ampure精製 

adaptor 

P5 

Index  
P7 

Index  

Total 10 uL 

Vol (uL) 



adaptor 
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NGS 

Indexの利用によりマルチプレックス解析可能 

安定したベースコールを得るため「多様性のあ
るライブラリ」（PhiXコントロールなど）を
1/3以上スパイクインする 

50塩基以上のペアエンド解析で、2か所のホッ
トスポット（Arg201, Gln227）をカバー 

adaptor P5 

Index  

P7 
344 bp 

✴ 

✴ 

 
 
✴ 
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MiSeq V3 Cartridge (300 bp PE) 

Intensity Q30 
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Data analysis 

Xeon 2.5 GHz (24 cores); 128G RAM  

OS (dual boot) 
  Windows 7 Professional (64 bit) 
  Ubuntu 12.04 LTS (64 bit) 

外づけHDD (2TB) Linux専用 

マシン 
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Data analysis 

Ubuntu share 

data 

outputs G1 
G2 
G3 

bwa-0.7.5a 
samtools-0.1.18 

fastq 
G1_S1_L001_R2_001.fastq.gz 
G2_S2_L001_R1_001.fastq.gz 

(外づけHDD) 

GNAS_ex8.fasta 
GNAS_ex8.fasta.fai 

reference 

G1_S1_L001_R1_001.fastq.gz 



準備（変数の定義、データ格納ディレクトリの作成） 
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Data analysis 

i1=1 
out=/media/Ubuntu/share/outputs/ 
fastq=/media/Ubuntu/share/data/fastq/ 
reference=/media/Ubuntu/share/data/reference/GNAS_ex8.fast
a 
 
mkdir /media/Ubuntu/share/outputs/G"$i1"/ 

2,3,4･･･適宜変更可 



 Sensitive Detection of Low-Abundance GNAS Mutations by NGS 

Data analysis 

BWA0.7によるマッピング 

cd $out/G"$i1" 

bwa mem $reference $fastq/G"$i1"_S"$i1"_L001_R1_001.fastq. 
gz $fastq/G"$i1"_S"$i1"_L001_R2_001.fastq.gz -t 24 -M -R 
"@RG¥tID:01¥tSM:"$i1"¥tPL:Illumina" > G"$i1".sam 

→ ペアエンドマップ済みファイル (G1.sam) 
が作成される  
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Data analysis 

SAMtoolsによるbam変換、ソート、 
インデックス作成（mpileupの準備） 

cd $out/G"$i1“ 
samtools view -bS G"$i1".sam > G"$i1".bam 
samtools sort G"$i1".bam G"$i1"_sorted 
samtools index G"$i1"_sorted.bam 

→ ソート済みbamファイル (G1_sorted.bam) 
とインデックスファイル が作成される 



 Sensitive Detection of Low-Abundance GNAS Mutations by NGS 

Data analysis 

mpileupによる塩基ごとのアリルカウント 
（SAMtools） 

samtools mpileup -BQ 35 -uf $reference/GNAS_ex8.fasta  
-d 10000000 G"$i1"_sorted.bam |bcftools view -cg - > 
G"$i1".vcf 

→ 最終的な出力ファイル G1.vcf が作成される 

-BQオプション (BQのカットオフ値)を35に設定 

-dオプション (最大depth)を大きな値に設定 
(デフォルトは8000) 

.vcf形式での出力を指定 
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Data analysis 

DP4に注目 
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Data analysis 

DP4=435819,360988,376,302 

Forward 
標準アリル数 

Reverse 
標準アリル数 

Forward 
非標準アリル数 

Reverse 
非標準アリル数 
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McCune-Albright症候群 疑い例  3 

コントロール      3 

解析例 

601 C 602 G 603 T 

Cont 1 777757 / 150 781905 / 265 776532 / 101 

Cont 2 804960 / 144 807788 / 256 802655 / 106 

Cont 3 801748 / 112 806606 / 244 801504 / 98 

Patient  1 826037 / 140 826973 / 724 823554 / 99 

Patient 2 894561 / 151 897832 / 430 893605 / 149 

Patient 3 1007221 / 249 1011798 / 716 1004996 / 145 
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PLoS One. 2013;8(3):e60525. doi: 10.1371/journal.pone.0060525 



変異検出限界 
(変異アリル頻度) 

     1%  

     0.03%  

     0.01%  

NGS単独 

PNA-NGS 

PNA法 

変異検出感度が 100倍 アップ 
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McCune-Albright症候群 
患者末梢血DNA 16検体を遺伝子診断 
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NGS単独 

PNA-NGS 

PNA法 

従来法陰性7例中3例で変異を検出 
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変異アリル頻度の分布 
変
異
ア
リ
ル
頻
度

 (
%

) 
100 

10 

1 

0.1 

*PNA-NGS(+) 

* * 

0.01 

Sanger法の限界 

PNA法の限界 

PNA-NGS法の限界 
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ドロップレット内部で1コピーのDNAを鋳型に
PCR（Taqmanプローブ） 

NGSに次ぐ、もうひとつの「デジタル」 

低頻度変異の検出限界 0.001%* 
  *出典 BioRad社ウェブサイト（BRAF V600Eでの検討） 
   http://www.bio-rad.com/ja-jp/product/qx100-droplet-digital-pcr-system 

変異部位を事前に予測できることが必要 

現時点では高コスト・低スループット (？) 

✴ 
 

✴ 

✴ 
 
 

 

✴ 

デジタルPCRとの比較 
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体細胞変異を病因とする先天異常 

Proteus症候群 
(AKT1) 

Sturge-Weber症候群 
(GNAQ) 

http://www.nejm.org/ 
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