
ヒトゲノムの難解読領域であるRCCX領域には、21水酸化酵素欠損症（21-OHD）の原因遺伝子 CYP21A2 とその偽遺伝子CYP21A1Pが隣接して存在し、これらの

遺伝子構造が高い相同性を示すため、従来の解析法ではゲノム構造の決定が困難であった。我々はターゲットロングリードシーケンス法により21-OHD患者の

ゲノム解析を行い、患者が父と母から異なるキメラ遺伝子を受け継いでいることを見出した。本手法が難解読領域の構造異常の検出に有用であることを示した。
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Adaptive samplingにおいて解析対象領
域ではないと判断されたリード
（データ解析には使用しないデータ）

数十kb以上の長さの配列データ

解析1回目

得られたリードの品質

IGVを用いたリードのマッピング

Ex8

CYP21A1P CYP21A2

リード長 86kbp

Q319XCLUSTER E68bp del E3
CLUSTER E6

Ex6Ex1 Ex3 Ex4 Ex8Ex6Ex1 Ex3 Ex4

CYP21A1P CYP21A2

86 kbのリードのCYP21A2にマッピングされたリードは
CYP21A1Pであると考えられた

CYP21A1Pを2コピーもつリードの存在が示唆された

Cluster E6をもつリードのうちQ319XがCYP21A2と
なっているリードが存在

母親由来のキメラ

プライマーの設計

切断店を含むPCR解析

父由来アリルにおいて
700bpのPCR産物を確認

父由来アリル

母由来アリル

患者は、父と母から異なる融合パターン
を示すキメラ遺伝子をそれぞれ受け継い
でいる可能性が示された。

CYP21A1P TNXARP1 C4A CYP21A1P TNXARP1 C4A

RP1 C4A C1P TNXB RP1 C4A TNXB

父由来アリル 母由来アリル

アリルの由来は不明

● Adaptive Samplingを用いたロングリードシーケンスによって、難読領域であるRCCX領域の
構造の一端を明らかにすることができた。

● 一方で、難解読領域かつ遺伝子構造異常の検出にはLRSの向上とカバレッジの確保が重要である。

まとめ

JoGo-Nextが目指す長鎖型シークエンスデータに基づく日本人ゲノム・オミクス基盤と

同様に、本研究のONT解析はRCCX構造多型をハプロタイプレベルで捉えることで、

稀少疾患の発症機構とゲノム構造多型との関連を正確に評価する情報を提供する。

本症例のRCCX領域ONT長鎖リード解析で得られたハプロタイプは、JoGo-Nextで

構築される一般集団のハプロタイプと比較解析することにより、CAH/21OHDおよび

CAH-Xの発症に関わるゲノム構造多型やリスクアリルの頻度の解明に有用である。

ロングリードシーケンスを用いたRCCX領域のゲノム構造解析
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標的ONTロングリード解析により、複雑な CYP21A2/RCCX アレルの配列・構造を解析し、直接フェージングすることを目的とした

3. なぜロングリードが必要か？

高い配列相同性と多様な構造多型が存在する

ため、短鎖リード解析では正確な解釈が困難。

短鎖リード

gene / pseudogene の識別が困難

複雑な構造変異の完全な解明が難しい

cis / trans の決定が困難

CYP21A1P CYP21A2

ONT ロングリード

gene / pseudogene の識別が可能

haplotype をフェージング可能（cis / trans）

構造変異のブレークポイントを直接同定

ネイティブ DNA の情報（例：DNA メチル化）

も同一分子から取得可能

CYP21A1P CYP21A2

1. 21-OHD とは?

21-水酸化酵素欠損症（21-OHD）はCYP21A2 

の遺伝子機能喪失により発症する常染色体

潜性遺伝性疾患で、先天性副腎過形成症

(CAH) の約 90–95% を占める。

古典型 21-OHD

塩喪失型（SW） 約 75%

単純男性化型（SV）約 25%

非古典型

後年にアンドロゲン過剰症状

（思春期後など）

21-hydroxylase

（CYP21A2）

活性低下

Cortisol Aldosterone* Androgen

＊重症例では低下

背
景

CYP21A1P CYP21A2TNXA RP2 C4BRP1 C4A TNXB

偽遺伝子 機能遺伝子

CYP21A1PとCYP21A2は
コード領域：約98%、非コード領域：約96%の

高い配列相同性を有する。
周辺の配列についても同様に高い配列相同性を有する。

CYP21A2 は染色体 6p21.3 のRCCX領域（~30 kb モジュール）に位置し、

その近傍に偽遺伝子 CYP21A1Pが存在する。

2. CYP21A2 と RCCX 領域の特徴

非対立遺伝子間相同組換え（NAHR）が病的アレルを形成

Gene conversion

（遺伝子変換）

約70%

CYP21A1P からCYP21A2 へ

病的バリアントが移行

Unequal recombination 

（不等組換え）

約20–30%

欠失・重複・

CYP21A1P/CYP21A2キメラ

遺伝子などを形成

TNXB まで拡大した

再構成によりCAH-X 

をきたすことがある

（21-OHD と

tenascin-X 関連結合

組織異常の合併）

RCCX はコピー数多型を示し、複雑な構造変異が生じやすい領域である

方
法

Adaptive samplingにより、PCRフリーでCYP21A2/RCCX領域を選択的に濃縮した。

Oxford Nanopore
PromethION 2 Solo

Monarch® HMW DNA 
Extraction Kit

(NEB, #T3050L)

ONT Native Barcoding
Kit 24 V14

(SQK-NBD114.24)

➢ Dorado v0.9.6 → basecalling & alignment to T2T-CHM13

➢ Clair3 v2.0.2 → SNV/indel calling

➢ WhatsHap v2.8 → read-based phasing & haplotagging

➢ bcftools/tabix v1.23.1 → variant processing

➢ IGV v3.0 → haplotype-resolved read inspection
情報解析

遺伝子構造と病的バリアント部位

P31L I2G P31L I173N V282L F308+T Q319X R357W

Cluster E6
I237N
V238E
M240K

3 4 5１ 2 6 7 8 9 105’ 3’CYP21A1P

CYP21A2 3 4 5１ 2 6 7 8 9 105’ 3’

Adachi et al., JCEM 2023から抜粋、改変

CYP21A2 の5’側には、リードがマップされていない

CYP21A1P CYP21A2

CYP21A1P CYP21A2TNXA RP2 C4BRP1 C4A TNXB

父由来アリルの同定

プライマーの設計

母由来アリルの同定

得られた7kbpのPCR産物についてロングリードシーケンスを行った

CYP21A1P Exon4 CYP21A2 Exon4

5’ break point 3’ break point

CYP21A1P CYP21A2

3’

~ 40 kb R (21A2_exon 6)F (21A1P_exon 3)

3 4 5 6 7 8 9 105’ 3 4 52 6 75’ 1 3’

CLUSTER E6が CYP21A2 タイプであるリードは
Ex4以降の配列がCYP21A2と一致する

父由来のキメラ

700 bp

父由来アリル or 母由来アリル

CYP21A1P CYP21A2

3’5’ 321 4 5 6 7 8 9 10

CYP21A1P CYP21A2

5’ 321 4 5 6 7 8 9 10

EX3 EX6 EX8

母親由来

患者由来

CYP21A2上にマッピングreads

解析2回目

得られたリードの品質
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RCCX 領域を含む86kbpの リード 

を取得した。

解析1回目よりもN50が大幅に改善

CYP21A1P CYP21A2TNXA RP2 C4BRP1 C4A TNXB

IGVを用いたリードのマッピング
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