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研究成果の概要（和文）：スプライスサイトの変異が認められた患者検体3例とエクソーム解析で原因不明な患
者検体6例を対象にRNAシークエンス解析を行った。その結果、既知のスプライスサイトの変異を認められた症例
はRNAシークエンス解析によりスプライス異常を検出することができた。一方、原因不明な症例に関してはRNAシ
ークエンス解析を行い、スプライス異常や発現変動遺伝子に着目したが、原因を特定することができなかった。

研究成果の概要（英文）：RNA samples derived from three patients with splice site mutation and six 
patients of unknown causes were examined by RNA sequencing (RNA-seq). RNA-seq detected aberrant 
splicing in three patients. On the other hand, RNA-seq failed to identification disease-causing 
genes in six patients.

研究分野：遺伝学

キーワード： RNAシークエンス　スプライス異常　発現変動遺伝子

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
原因を特定することができない症例もあったが、発現変動遺伝子よりWESでは解析できなかった発現調節領域
（プロモータ、UTRなど）の変異、スプライス異常の転写産物よりイントロンの変異を検出することによって、
これまでとは異なった視点で疾患責任遺伝子の同定を行う本研究は大変意義があると考える。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
次世代シークエンサー（NGS）が登場する以前は、メンデル遺伝性疾患（単一遺伝子疾患）の責
任遺伝子を同定するために、大家系を必要とする連鎖解析、血族婚家系を利用したホモ接合性マ
ッピング、あるいは染色体構造異常の構造解析などを利用してきた。しかし孤発例に対しては有
効なアプローチはなかった。エクソンキャプチャー法と次世代シークエンス技術を組み合わせ
た、全エクソームシークエンス解析（WES）により世界で初めてメンデル遺伝性疾患責任遺伝
子の単離がなされ、それ以来、多くのメンデル遺伝性疾患の責任遺伝子がWESにて同定されて
いる。しかし、疾患責任遺伝子と表現型の相関が明らかである孤発例の遺伝疾患を対象にWES
を行い、エクソン領域内の変異を隈無く解析しても、既知責任遺伝子内のエクソン領域上には病
的な変異が認められない症例や、常染色体劣性遺伝病において 2 つ存在するはずである遺伝子
座の変異が、片方の遺伝子座にしか認められないといった症例が少なからず存在している。その
場合、WESでは解析することが不可能なノンコーディング領域（エクソンから離れたイントロ
ン領域、転写調節領域など）の変異によるスプライス異常、あるいは遺伝子発現量の異常が疑わ
れる。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、RNAを用いて網羅的 RNAシークエンス解析（RNA-Seq）を行うことにより、イ
ントロンリテンションや、エクソンスキッピングをともなうスプライス異常の高感度検出、ある
いは発現アレイやリアルタイム PCRのような一部分の遺伝子の発現量でなく、遺伝子全体にわ
たる発現を定量的に測定することを目的とする。最終的には、疾患特異的なスプライス異常の転
写産物や発現変動遺伝子から、疾患責任遺伝子の特定を目指した。 
 
３．研究の方法 
 
スプライスサイトの変異が明らかな 2症例、エクソン−イントロン境界に変異が認められた 1症
例、および原因不明な 6 症例の全 RNA より strand-specific ライブラリー調製法（dUTP 法）を
用いてライブラリー調整後、Novaseq（150×2）シークエンサーによる RNA-seq を行った。得ら
れたデータよりシークエンスリードのトリミング、マッピング、TRM 値、および FPKM 値の算出
を行った。 
 
４．研究成果 
 
（１）KMT2D 遺伝子のスプライスサイトの変異（c.14000-8C>G、および c.4239+5G>A）を有する
歌舞伎症候群 2例に対して RNA-seq を行い、スプライス異常を確認した。その結果、両症例共に
スプライス異常を確認することができた（図 1） 
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図１.RNA-seq により確認されたスプライス異常 （a）KMT2D 遺伝子のスプライスサイトの変異

（c.14000-8C>G）を有する歌舞伎症候群症例。正常なスプライシング（32リード；下図）である

のに対し、症例ではスプライス異常（13リード）が認められる（上図） (b) KMT2D 遺伝子のス

プライスサイトの変異（c.4239+5G>A）を有する歌舞伎症候群症例。正常なスプライシング（47

リード；上図）であるのに対し、症例ではスプライス異常（9リード）が認められる（下図）  

 

（２）WDR45 遺伝子のエクソン−イントロン境界に認められた de novo 変異［c. 440G>A, p. 

(Gly147Glu)］を有する発達遅滞 1例に対して RNA-seq を行い、スプライス異常を確認した。そ

の結果、スプライス異常を確認することができた（図 2） 

 

 

 

図 2.RNA-seq により確認されたスプライス異常。正常なスプライシング（リード数 33；下図）

であるのに対し、症例ではスプライス異常（正常：142 リード（82.1％）、スプライス異常：31 リ

ード（17.9％））が認められる（上図） 

 

本症例は WDR45 遺伝子の de novo 変異を有するにも関わらず、発達遅滞が軽度であった。RNA-

seq の正常なリードが 82.1％に対し、スプライス異常を示すリードが 17.9％と、正常な転写産

物と比べ明らかに少ないことと矛盾しない。 

 

(b) 



（３）既知遺伝子（MECP2）に変異を認めなかったレット症候群 1例に対し RNA-seq を行い、MECP2

のスプライシングを確認したが、異常は認められなかった。さらに、本遺伝子の発現変動（FPKM

値）を確認したが、本症例が 6.29721868、コントロールが 5.037161 となり顕著な変化はみられ

なかった。 

 

（４）腎に発生している悪性ラブドイド腫瘍 5症例に対して、まず全エクソームシークエンス解

析を行ったところ、2 症例において遺伝子 X にミスセンス変異が認められた。そこで、RNA-seq

により本遺伝子の発現変動の確認を行った。その結果、全症例において発現が認められなかった。

データベースより正常腎臓の本遺伝子の発現量（RPKM 値）が 32と低値であることから、今後さ

らなる精査が必要である。 
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