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研究成果の概要（和文）：RNAスプライシングのシス制御配列の変異やトランス制御因子の変化によりRNAスプラ
イシングの異常が疾患の原因となっている。患者自身の白血球よりRNA-Seqを行い、実際の患者におけるスプラ
イシング変異に関わるスプライシングパターンと発現量をStringTieを用いて検証した。スプライシング予測ソ
フトより予測される変異が生じていないかをミニジーンアッセイで検証した。これらの結果からエクソン途中の
欠失は連続しているイントロンの配列を用いてRNAに転写されており、元から存在するスプライシング箇所を強
力に保持しており、イントロン内の予測されるスプライシング箇所は使用されていなかった。

研究成果の概要（英文）：Abnormal RNA splicing is the cause of the disease due to mutations in the 
cis-regulatory sequence of RNA splicing and changes in trans-regulatory factors. RNA-Seq was 
performed from the patient's blood verified splicing patterns and expression levels related to 
splicing mutations in actual patients using StringTie. A minigene assay was used to verify whether 
mutations predicted by splicing prediction software had occurred. These results showed that the 
exon-terminal deletion was transcribed into RNA using contiguous intron sequences, strongly 
preserving the original splicing sites and not using the predicted splicing sites in introns.

研究分野： 分子生物学

キーワード： スプライシング変異

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
エクソン欠失の報告が数少ない遺伝子におけるスプライシング変異の詳細な解析を行い、ｍRNAのパターンと発
現の解析をした。数多くのスプライシング予測ソフトが公開されているが、本研究の結果を組み入れることによ
りDNA変異から生じるRNAの予測向上の一助となることが期待される。また、迅速な結果解釈による病気の早期診
断や治療の向上が期待される。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

人遺伝性疾患における点突然変異のうち、約 15%がスプライス変異によると推察されている。

我々は、遺伝子内の新規イントロン挿入変異により引き起こされるエクソンスキップが疾患に

関わることを発見した。挿入変異の塩基を変化させることによりエクソンスキップをキャンセ

ルさせることに成功したが、そのメカニズムは既存のスプライシング予測プログラム等では解

決不能であった。この挿入変異はエクソンスキップがオンオフと強力に作用し、そのメカニズム

を解明することは治療法の発見に繋がることが期待できる。本研究では、イントロンにおける標

的分子とその機序を特定し、スプライシング異常症の新たな治療法の開発基盤を提案する。 

 

２．研究の目的 

ヒトゲノムプロジェクトの進行に伴い分子レベルでの病態解明を目指した網羅的解析が精力

的に推進され、膨大なオミックス情報が蓄積されてきている。また、2002 年からは Single 

Nucleotide Polymorphism（SNP）をマーカーにした網羅的ゲノム関連解析（GWAS)が進めら

れたことで多大な成果が得られ、2007 年には次世代型高速シーケンサー（NGS)が登場したこと

で、人遺伝性疾患における点突然変異のうち、約 15%がスプライス変異によると推察されてい

る。スプライシングに関わる部位のコンセンサス配列は高等生物ではかなり緩いものであるた

め、スプライス部位の正確な認識のためにはmRNA前駆体上の他の配列要素「シスエレメント」

が深く関与することになる。シスエレメントは、一般的に短く多様化した塩基配列で、さまざま

な「制御因子」が結合して機能している。ESE に結合してエクソンの包含を促進する制御因子

として SR タンパク質群がよく解析されている。また、ESS や ISS に結合してスプライシング

を抑制する主な制御因子は hnRNP 群である。近年、バイオインフォマティクス解析によりシス

エレメントの候補配列は多数報告されている。スプライシング予測ツールとしては

SpliceSiteFinder-like, MaxEntScan, NNSPLICE, GeneSplicer, HumanSplicing Finder が公開

されている。しかし、保存されている配列の抽出にとどまり予測されたシスエレメントが実際に

選択性の制御に関わっているか否かの解析にはシミュレーションでは未解決で、未だに何らか

の実験的な解析手段が不可欠である。 

 

３．研究の方法 

症例は 3歳男児で口唇口蓋裂術の既往があり発達遅滞、特異的顔貌所見、finger pad より歌

舞伎症候群を疑った。KMT2D 遺伝子および、KDM6A 遺伝子のエクソンを NGS にて解析した。両親

と児で gDNA の定量を qPCR 法で行い、欠失領域の確認を行った。エクソン 39 とエクソン 51 の

領域にプライマーを設定し、ロング PCR での切断点の解析を行った。 

KMT2D 遺伝子変異をスプライシング解析用ミニジーンに組み込み、培養細胞（Hela 細胞、293T）

へ導入する。その後、細胞より RNA を抽出し RT-PCR 法によりスプライシングパターンを解析

する。導入したインサートは KMT2D のエクソン 39 から 51の領域内で(1)患者由来の変異アレル

(2)患者父親の正常遺伝子を解析用ミニジーンに組み込み、培養細胞へ導入しスプライシングパ

ターンを解析し両者を比較検討した。 

シークエンスリードは BWA でヒト参照ゲノム(hg38)にマッピングし、StringTie を用いて、

FPKM（Fragments Per Kilobase of exon per Million mapped fragments）値を算出した。 



４．研究成果 

遺伝学的検査で歌舞伎症候群遺伝子検査を行った結果、KMT2D 遺伝子のエクソン 40 からイン

トロン 49 までの 6,853 bp 欠失を検出した。両親と児で gDNA の定量を qPCR 法で行い、エクソ

ン 40の後半、46、49 で児のみに欠失を認めた。ロング PCR での切断点の解析により、6塩基を

共有した MMEJ（Microhomology-mediated End Joining）による欠失と推測された。（図 1） 

 

 図 1：ロング PCR での切断点の解析 

ミニジーンの解析では (1)患者由来の変異アレルを組み込んだものでは 2,667 bp の産物が得

られた。シークエンスで解析したところ Exon39: 233 bp、Exon40: 1,231 bp、イントロン 49:  

935 bp、Exon50: 137 bp、Exon51: 131 bp の産物であった。(2)患者父親の正常遺伝子では正常

なパターンの 5,545 bp が得られた。Berkeley Drosophila Genome Project*によるスプライスサ

イト予測では、子の欠失変異による新たなアクセプターサイトやドナーサイトが生じていなか

った。このためエクソン 40 はスプライシングされず、エクソン 50 までの連続した領域が mRNA

となることが推測された。このツールではエクソン 47 のアクセプターサイトが予測されないこ

とが判明し、現状の予測ツールの限界を示した。 

全血を用いた RNA-seq を施行した。この欠失によりエクソン 40 の途中からイントロン 49 を

含むエクソン 50 までの DNA 配列を使用した mRNA が生じていることが StringTie の解析により

判明した。FPKM 解析では変異の RNA が野生型の 2 倍の発現を呈しており、発現量が増強される

のか、RNA の半減期が長いのかを判定することはできなかった。（図 2） 

 

 
図 2：RNA-seq による変異転写産物の確認 

 

RT-PCR で変異の RNA を確認し、転写されるタンパクは異常終止コドン（p.Gln3991Profs*30）

を生じることが予測され、歌舞伎症候群と診断した。 

KMT2D の病原性変異は 1000 を超える数が HGMD に登録されているが、複数エクソンの欠失はエ

クソン 40 以降から遺伝子外への欠失が報告されているのみである。またエクソン内の重複は 1

例のみである。KMT2D 遺伝子においてはまれな構造的変異である遺伝子内欠失によるスプライシ

ング変異により歌舞伎症候群に関与することを同定した。 
*Berkeley Drosophila Genome Project: https://www.fruitfly.org/seq_tools/splice.html 
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