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研究成果の概要（和文）：3年間の研究期間を通じて当初の目標として掲げたように、スプライシング操作化合
物に対する応答を種間（ヒトーマウス）で比較トランスクリプトーム解析するという新しい手法を開発し、これ
によりスプライシング操作化合物の標的配列の推定や、組織特異性の解明につながる成果を得た。これらの解析
成果は、本研究で扱ったTG003やRECTAS等の化合物が塩基配列依存的に特定のエキソン群に作用することを示し
ており、ヒトゲノム配列を入力とした「個人ゲノム配列―薬剤感受性スコアリングシステム」の構築につながっ
た。さらに、種間比較情報はこのスコアリングシステムの精度の向上に寄与し得ることを示すことができた。

研究成果の概要（英文）：　I successfully established a new computational analysis method named “
comparative transcriptome analysis” for the purpose of elucidating a molecular mechanism of “
splicing modulators” like TG003 or RECTAS.  It is a goal set at the day when this KAKENHI study has
 been started at 2015.  With this method, we found sequence properties shared among 
TG003-skip-enhanced exons (Sakuma, IIDA, and Hagiwara. 2015), also found that sets of TG003 
sensitive exons are clearly different between differentiated and un-differentiated muscle cells.  
The most importantly, these results suggested that TG003 or RECAS can target exons in nucleotide 
sequence dependent manners.  Based on this finding, I developed a new system for predicting 
therapeutic potentials of the splicing modulates against personal genome sequences or entries on 
genome mutation databases.  Outcome from the current studies can contribute on improvement of this 
predicting system.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

ヒトゲノムの全ゲノム配列が解読された

現在、さまざまな研究により疾患とゲノム配

列との関係が明らかになってきた。遺伝子に

起因する疾患は原理的にはゲノム塩基配列

を書き換えることで治療することができる。

近年 iPS細胞や CRISPR/Cas9を利用したゲノ

ム編集技術の進展が著しく、このような治療

が将来的には可能になるかもしれない。しか

し、技術的、倫理的、あるいはコスト的な問

題のためゲノム塩基配列編集による治療の

実現は当面、困難であると予想される。 

 

申請者の所属する京都大学・萩原正敏グル

ープは RNA スプライシングに介入すること

で遺伝子変異による悪影響を回避（変異塩基

を含んだエキソンのスキップ、異常スプライ

シングの是正など）する薬剤、すなわちスプ

ライシング操作薬の開発において、分野をリ

ードする研究グループの 1 つである。2014

年現在、このようなコンセプトの薬剤は萩原

グループが開発した Duchenne 型筋ジスト

ロフィーの治療薬候補である TG003(Nishida 

A. et al. 2011. Nat Commun.)と、ロシュ社

が発表した脊髄性筋萎縮症の治療薬候補

(Naryshkin N.A. et al. 2014. Science.)の
2 例が報告されているのみであり、今後研究

の進展が待たれる分野である。 

これらのスプライシング操作薬は主に細

胞を用いたアッセイ系で標的エキソンに対

する高い選択性を有することが示されてい

る。しかし一方で、どのような分子メカニズ

ムによってこのような選択性が生じている

かの理解には至っていない。TG003 はスプラ

イシング因子である SR protein をリン酸化

する Clk(CDC-like kinase)ファミリーのタ

ンパク質を阻害することでスプライシング

介入活性を持つと考えられている。しかし、

具体的にどの SR protein のリン酸化の変化

が重要なのか、そして標的エキソンの全体像

については依然として不明のままである。 

 
申請者である飯田慶は理化学研究所に所

属していた 2011 年より萩原グループとの共
同研究を開始し、TG003 の作用機序について
解析を行ってきた。TG003 処理を施したマウ
ス培養細胞から RNA-seq データを取得し、バ
イオインフォマティクス解析をした結果、
TG003 処理によりスキッピングが促進され
るエキソンを約 100 個同定し、これらにおい
ては Exonic Splicing Enhancer(ESE)が少な
いことや、直前のイントロンのポリピリミジ
ントラクトが短い傾向にあるという結果を
得ている(図 1）。しかしこれらの傾向は非常
に弱く、実際にこれらの特徴が TG003 の作用
メカニズムを説明するのに必要十分なもの
であるかはいまだ解明できていない 

 
[図 1] 

 
 
 
２．研究の目的 

本研究では「スプライシング操作薬 TG003
が作用する cis 配列およびそれに対応する
trans 因子を同定すること」を第一の目標と
する。計画の最終年度までには「個人ゲノム
配列から薬剤の効果をスコアリングするシ
ステム」の構築を目指す。この「システム」
は初年度・次年度では低い予測精度しか発揮
できない状況も考えられる。しかし、RNA-seq
データの積み重ねや、研究室内外の共同研究
者との連携、さらには個人ゲノムデータベー
スを利用した解析を行うことで改善を行い、
精度の向上を目指す 
 
３．研究の方法 

ヒト骨格筋細胞 SkMC およびマウス筋芽細
胞 C2C12それぞれに対してスプライシング操
作薬 TG003 による処理を行う。これらの細胞
を対象に RNA-seqデータを取得し比較解析す
ることで、種間で TG003 の影響が類似/別様
である相同エキソン群を得る。これらについ
てエキソン周辺の塩基配列の特徴について
バイオインフォマティクス解析を行い、
TG003 が標的とする cis 配列およびこれに対
応する trans因子の候補を得る。この解析結
果に基づき、TG003 の作用メカニズムモデル
の構築、さらには個人ゲノム配列を入力とし
て TG003の効果を推定するプログラムを作成
する。これらの結果の妥当性は追加の
RNA-seq実験により検証する。検証研究には、
ルール作成に使ったものとは異なる遺伝バ
ックグラウンドを持つ培養細胞や、利用可能
ならばデータベースに登録されているゲノ
ム塩基配列が既に解読済みの細胞を用いる。 
 
４．研究成果 

平成 27年度は、「種間比較トランスクリプ
トーム解析」を行う対象として、マウス骨格
筋培養細胞 C2C12,およびヒト骨格筋細胞
SkMCを材料に選んだ。これらの細胞に対して
Duchenne 型筋ジストロフィーの治療薬候補
である TG003を 20μM, 4時間の処理を行い、
その前後において RNA を取得し Ion Proton
で RNA-seq 解析を行った。これらの RNA-seq
デ ー タ に 対 し て 、 MISO 
(Mixture-of-Isoforms)と呼ばれる手法を独
自に修正した手法を用い、マウス、ヒトそれ
ぞれにおいて TG003処理によりスプライシン
グの変化（スキップの促進）が起こるエキソ



ンを特定した。特に、ヒトでは TG003 応答を
示すが、マウスの相同エキソンでは TG003 応
答性がない 21 組のエキソンについて、塩基
配列の特徴を解析したところ、マウスのエキ
ソン上流のイントロンではコンセンサスに
近い形のポリピリミジントラクト配列を有
していることが分かり、この強弱が TG003 の
効果の有無を作用する要素の 1つであること
が予測された（図 2）。 
 
[図 2(Sakuma et al. 2015 より)] 

さらに、解析で見つかった TG003 の標的エキ
ソンの特徴を用い、決定木分析を行うことで、
全ゲノムから TG003の標的エキソンを多く含
んだエキソン群を抽出できることを確かめ
ることができた（図 3）。これは、スプライシ
ング操作化合物で治療可能性のある遺伝病
をゲノム塩基配列から見出すという大きな
目標につながる成果である。 
 
[図 3(Sakuma et al. 2015 より)] 

 
 
 

平成 28年度は前年度までの成果に基づき、
「個人ゲノム配列―薬剤感受性スコアリン
グシステム」の開発に取り組んだ。mRNA-seq
解析を行い、スプライシング操作化合物
TG003 でスプライシングが変化するエキソン
を同定し、それらのエキソンの持つ塩基配列
の特徴を、SpliceAID, SVM-BPfinder 等のツ
ールを使い定量化した。種間比較解析で得ら
れた、TG003 の作用に重要な要素であるポリ
ピリミジントラクトの強さの影響を反映で
きることに配慮しつつ、TG003 感受性エキソ

ンと非感受性エキソンを区別できるアルゴ
リズムを作成し、「個人ゲノム配列―薬剤感
受性スコアリングシステム」の試作版とした
(図 4、論文投稿準備中のため、詳細は省いた)。
システムでは遺伝子塩基配列を入力として、
TG003 処理時におけるエキソンスキッピング
のおきやすさをスコアリングすることを可
能とした。様々な原因ミューテーションが報
告されている、筋ジストロフィーを対象とし
た解析を行ったところ、いくつかの TG003 感
受性エキソンを予測し、共同研究者による解
析結果と一致するケースが存在することが
確認できた。また公的データベース（NCBI 
clinvar）を対象に、TG003感受性エキソンの
リスト化もできることを確認した。 
 
[図 4] 

 
 
さらに、組織条件が異なる場合のスプライシ
ング操作化合物の作用機序の違いを明らか
にするために、未分化状態のマウス骨格筋培
養細胞 C2C12,およびヒト骨格筋細胞 hSkMCを
対象に mRNA-seqを行い、「種間比較トランス
クリプトーム解析」を試みた。この結果、分
化状態の筋肉細胞での解析結果とは部分的
に異なるスプライシング制御が生じている
ことが明らかになった（図５）。 
 
[図 5] 

 
 

3か年計画の最終年度となった平成 29年度
は、これまでに得られた、「スプライシング
操作化合物 TG003標的エキソンの種間比較解
析(平成 27年度、Sakuma, IIDA and Hagiwara. 
2015)」の成果、および「個人ゲノム配列―



薬剤感受性スコアリングシステム」（平成 28
年度）を組み合わせ、TG003 標的エキソンの
予測精度の向上に取り組んだ。これまで、ヒ
ト骨格筋細胞を対象とした mRNA-seq 解析結
果から 253個の TG003-スキッピング誘導エキ
ソンが見つかっており、それらのエキソンの
持 つ 塩 基 配 列 の 特 徴 を 、 SpliceAID, 
SVM-BPfinder 等のツールを使い定量化、さら
にこれらの定量化情報をもとに、エキソン周
辺の塩基配列を入力として個々のエキソン
の TG003 感受性を予測・スコアリングするツ
ールの試作を進めてきた（本ツールで遺伝性
疾患データベースから TG003で治療可能性の
ある疾患群の予測を可能としている、平成 28
年度）。このツールを用いて、TG003 感受性エ
キソン群の再予測を試みたところ、予測正答
率(Area Under the Curve)0.69 を得ていた。
これに対し種間比較解析で得られた個々の
エキソン周辺の配列要素における TG003感受
性への寄与の大きさを示す値を重み係数と
して導入した結果、予測正答率は 0.71 へと
改善された（図 6）。 
 
[図 6] 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

これにより、本研究課題おいて提案したよう
に、「種間比較解析」が「個人ゲノム配列―
薬剤感受性スコアリングシステム」の精度向
上に寄与することを示すことができた。さら
に、京都大学萩原正敏研究室における研究に
より得られた新規スプライシング操作化合
物である RECTAS(Yoshida et al. 2015)につ
いても、ヒト-マウス間で種間比較解析を進
め、本研究計画で確立した研究手法が他の化
合物においても有用であることを示しつつ
ある。 
 

全体を統括して、平成 27 年度から平成 29
年度までの 3年間の研究期間において、スプ
ライシング操作化合物に対する応答を種間
（ヒトーマウス）で比較トランスクリプトー
ム解析するという新しい手法を開発し、これ
によりスプライシング操作化合物の標的配
列の推定や、組織特異性の解明につながる成
果を得ることができた。またこれらの解析成
果は、本研究で扱った TG003 や RECTAS 等の
スプライシング操作化合物が塩基配列依存
的に特定のエキソン群に作用することを示

しており、ヒトゲノム配列を入力とした「個
人ゲノム配列―薬剤感受性スコアリングシ
ステム」の構築につながった。さらに、種間
比較情報はこのスコアリングシステムの精
度の向上に寄与し得ることを示すことがで
きた。 

一方、「個人ゲノム配列―薬剤感受性スコ
アリングシステム」の精度は改良後でも
AUC=0.71 程度であり実用に資するシステム
にするためにはさらなる精度向上が要求さ
れる。今後は、RNA 結合タンパク質の結合情
報の取り込みやアルゴリズムの高度化（場合
によっては機械学習の導入も検討する）によ
り、精度向上を目指していきたいと考えてい
る。 
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