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研究成果の概要（和文）：公共データベースThe Cancer Genome Atlasの32のがん種にわたる9,635症例の体細胞
バリアントとRNA-seqデータを用いて、Exonic Splicing Enhancer(ESE)の機能を阻害する体細胞バリアント
(ESE-disrupting variants)を網羅的に特定することを試みた。その結果、646のESE-disrupting variantsが特
定された。既存のツールでは病原性が高くないと推測されるバリアントであっても、ESE機能を阻害することで
エクソンスキップを引き起こし、タンパク質機能に大きな影響を与える可能性があることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Using somatic variants and RNA-seq data from 9,635 patients across 32 The 
Cancer Genome Atlas (TCGA) projects, we identified 646 exonic splicing enhancer (ESE)-disrupting 
variants. Existing bioinformatics tools could not predict the pathogenicity of ESE-disrupting 
variants identified in this study, although these variants could cause exon skipping.

研究分野：ゲノム科学

キーワード： スプライシング　がん体細胞バリアント　TCGA　データベース

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ゲノム医療においてVariants of Uncertain Significanceと呼ばれる意義不明バリアントの存在が課題の一つで
あるが、本研究はスプライシング制御という観点から体細胞バリアントの意義を明らかにすることができたた
め、ゲノム医療推進の一助になると期待される。

※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 
 
シークエンス技術の進展により、あらゆるがん種における体細胞バリアントが解析され、各が
ん種におけるゲノム変化の全体像が明らかになっている(Vogelstein,B. et al. Science, 2013)。大
量のがん体細胞バリアント情報が入手できるようになった現在、それぞれの体細胞バリアント
の機能を明らかにしていくことがこれからの課題である。体細胞バリアントのなかでもアミノ
酸変化を伴う非同義置換については、アミノ酸変化がタンパク質の機能に与える影響を予測す
るツールが多数開発され、いくつかの遺伝子については分子生物学実験による検証もなされて
いる。しかし、現在報告されている全ての体細胞バリアントの機能を実験的に検証することは現
実的には不可能であり、その意義が明らかでないバリアントが多数残されているのが現状であ
る。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では公共データベースの大規模データを活用することにより、スプライシング制御に
影響する可能性のあるがん体細胞バリアントを、同義置換および非同義置換を問わず多
症例かつゲノムワイドに明らかにすることを試みる。 
 
３．研究の方法 
 
公共データベース The Cancer Genome Atlas (TCGA)の 32 のがん種にわたる 9,635 症例の体細
胞バリアントと RNA-seq データを用いて、Exonic Splicing Enhancer (ESE)の機能を阻害する
体細胞バリアント(以下 ESE-disrupting variant とする)をバイオインフォマティクス的手法に
より網羅的に特定することを試みた。解析の work flow を図 1に示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1 解析の work flow 
 
 ESE-disrupting variant を検出するため、バリアントを持つエクソンがスキップされる度合
いを示す指標として Exon Exclusion Rate(EER)を定義し、候補の絞り込みに用いた(図 2)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2 Exon Exclusion Rate(EER)の定義 
 
 候補となったバリアントが有意にエクソンスキップを起こしているかどうかを検定するため、
バリアントを持たない症例群の発現量分布を kernel density estimation により推定し、その
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分布に対しての上側確率密度が 0.05 以下である場合、そのバリアントを ESE-disrupting 
variant とした(図 3)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 3 候補バリアントの検定方法 
 
４．研究成果 
 
 TCGA に収載されている 156,794 の体細胞バリアント(32 プロジェクト、9,635 症例)を上述の
方法で解析した結果、646 の ESE-disrupting variant が特定された(表 1)。がん種による検出率
の違いは見られなかった。 
 

表１ 解析バリアント数と解析結果 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 特定された ESE-disrupting variant の偽陽性率を検定するために、permutation test を施行
した。1000 回の施行で検出された ESE-disrupting variant の平均は 6.493 であったことから、
本手法の偽陽性率は 1%程度であると考えられる(図 4)。 
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図 4 permutation test 結果 (a)検出されたバリアント数の分布 (b)実データとの比較 
 
 図 5に検出された ESE-disrupting variant の一例を示す。サンプル ID A2HD の APMAP は exon 
8 の chr20:24949636 に G>A のバリアントが存在し、EER(N-1)および EER(N+1)はそれぞれ 0.71 と
0.83 であった(図 5a)。Exon8 をスキップするリード数は 195 であり、これは同一がん種で APMAP
のexon8にバリアントを持たない症例群の発現量分布からは大きく外れた数値であった(図5b)。
ESE finder による既知の ESE binding motif の探索結果から、このバリアントは SRSF2 の結合
モチーフを変化させることで結合を阻害している可能性が示唆された(図 5c)。このバリアント
周辺を阻害するモルフォリノオリゴを作製し、HeLa 細胞株および HEK293 細胞株に処理したとこ
ろ、exon8 がスキップされた転写産物が生じることが実験的に確認された(図 5d)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 5 検出された APMAP の ESE-disrupting variant 
 
 本研究でESE-disrupting variantとして特定された646バリアントのタイプを調べたところ、
missense バリアントが最も多く(51%)、その次に多いのはアミノ酸変化を伴わない synonymous 
(silent)バリアントであった(18%)(図 6a)。バリアントの病原性を予測するためのバイオインフ
ォマティクスツールである REVEL を用い、特定した ESE-disrupting variant のスコアを算出し
た結果、大部分は病原性が高くないと判断されるスコアであった(図 6b)。これらの結果より、
従来の手法では病原性がないものとして見過ごされかねないバリアントであっても、ESE 機能を
阻害することでエクソンスキップを引き起こし、タンパク質機能に大きな影響を与える可能性
があることが示唆された。 

Permutation testで検出されたバリアント 数

頻
度

1,000回施⾏

646

6.493
0

100

200

300

400

500

600

700

0 25 50 75 100

100

200

300

検
出
さ
れ
た

E
S

E
-d

is
ru

p
tin

g
 v

ar
ia

n
t数

実データ permutation test
の平均

a
b

0 50 100 150 200

0.
00

0
0.

00
5

0.
01

0
0.

01
5

0.
02

0
0.

02
5

0.
03

0

0 50 100 150 200

0.
00

0
0.

00
5

0.
01

0
0.

01
5

0.
02

0
0.

02
5

0.
03

0

0

200

400

E
xo

n
 7

-8
(N

o
rm

al
iz

ed
 

co
u

n
t 

B
)

E
xo

n
 7

-9
(N

o
rm

al
iz

ed
 

co
u

n
t 

A
)

E
xo

n
 8

-9
(N

o
rm

al
iz

ed
 

co
u

n
t 

C
)

N
o

rm
al

iz
ed

 c
o

u
n

t 275

195
235

EER(N+1) 
= 0.83

EER(N-1) 
= 0.71

N = 540

A2HD exon 7-9 
normalized count 195
Upper-tail probability 0d

en
si

ty

normalized read count

m o r p h o l i n o

H e L a

A P M A P

-
H E K 2 9 3

5 0 6
3 9 6
3 4 4
2 9 8

+ - +

chr20: 24949636 G>A

E
S

E
 fi

n
de

r 
S

co
re

7 8 9

7 9 

Exon8をスキップしたリードの上側確率密度

195

275 235

exon7 exon8 exon9

ESE finderによるSR protein結合モチーフの探索 モルフォリノオリゴによる阻害実験

exon7 exon8 exon9

5′-CAGAGCTGCTGGGCCGGATGTTGTC-3′
モルフォリノオリゴ配列

a b

c
e



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 6 特定された ESE-disrupting variant のタイプと REVEL ツールによる病原性スコア 
 
 Nonsense バリアントを有する転写産物は、バリアントの位置が最も 3’側のエクソン-エクソ
ンジャンクションの 50−55 塩基下流までであれば、通常は NMD(nonsense mediated mRNA decay)
により除去されるため、病原性に影響は少ないものと考えられる。しかし、遺伝子ごとの発現量
データを比較したところ、ESE-disrupting variant と判断された nonsense バリアントは、そう
でないものに比べて該当する遺伝子自体の発現量が低下していない傾向が見られた(図 7)。これ
は、ESE-disrupting variant がエクソンスキップを引き起こしたことにより、本来は NMD で除
去されるはずの転写産物が除去されていない可能性があることを示唆している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 7 nonsense バリアントを有する遺伝子の発現量分布 
 
 本研究では TCGA に登録されている症例の RNA-seq と体細胞バリアント情報の統合解析を行う
ことにより、ESE を阻害してエクソンスキップを生じさせる可能性のあるバリアントを特定する
ことができた。ゲノム医療において variant of uncertain significance(VUS)と呼ばれる意義
不明変異の存在が問題となっているが、本手法はスプライシング制御の観点から VUS の解消に
寄与できるものと期待される。 
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