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研究成果の概要（和文）：本研究では、タンパク質の安定性に影響を与えるミスセンスバリアントの評価を、
GFP融合タンパク質の発現によってハイスループットスクリーニングする解析系を確立した。GFP融合ランダム変
異体を104クローン作成し、うち24個の蛍光評価とシークエンスをおこなったところ、病的予測スコアが高値の7
バリアントを有するクローンでも蛍光強度が保たれていた。in silicoの病的予測スコアはあくまで参考で、機
能評価が重要であることが確認された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we established a high-throughput screening analysis system to
 assess missense variants impacting protein stability by expressing a GFP fusion protein. Upon 
creating 104 clones of GFP fusion random mutants and conducting fluorescence evaluation and 
sequencing on 24 of them, we observed that fluorescence intensity remained consistent even in clones
 harboring 7 variants with high pathological prediction scores. This underscores the notion that in 
silico pathological prediction scores serve merely as reference points, emphasizing the crucial role
 of functional evaluation.

研究分野： 分子遺伝学

キーワード： ハイスループットスクリーニング　次世代シークエンス　ミスセンス変異体

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
遺伝子解析において、1アミノ酸の置換に過ぎないミスセンスバリアントは病的意義不明のバリアントと分類さ
れることが多く、その機能評価が重要な課題となっている。本研究で確立した蛍光強度に基づいたタンパク質安
定性のハイスループットスクリーニングは、遺伝子産物でも適用可能であり、かつ特別な機器を必要としない。
この挑戦的研究によりProof of Conceptとなる研究成果を得ることで、希少疾患の原因遺伝子においてミスセン
ス変異タンパク質の安定性データベースが多くの研究者によって構築され、分子構造の理解とバリアントの解釈
に大いに貢献することが期待できる。

※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 

多くの遺伝性疾患で次世代シークエンサーを用いた網羅的遺伝子解析が行われている。同定さ
れたバリアントの病的意義の解釈においては、米国臨床遺伝・ゲノム学会が作成したガイドライ
ンが用いられるが、わずか 1 アミノ酸の置換に過ぎないミスセンスバリアントは病的意義不明
のバリアントと分類されることが多く、その機能評価が重要な課題となっている。現状ではタン
パク質の保存性に注目した in silico 解析が主流であるが、あくまで Supporting evidence である。
変異タンパク質の安定性低下は機能低下の重要な指標の一つであり、網羅的な変異タンパク質
安定性解析の開発が重要な課題となっていた。 

 

２．研究の目的 

本研究では以下の 3 つの研究項目により、この課題を克服しうる網羅的変異タンパク質安定性
解析の Proof of Concept となる研究成果の取得を目指す。 

（１）GFP融合ランダム変異体のハイスループット表現型スクリーニング: 変異体の細胞発現と

蛍光強度を指標としたタンパク質安定性評価 

（２）次世代シークエンスによる変異体の配列決定: ロングリードシークエンスの利点を生かし

た、多数の変異体のコーディング領域全長の配列決定 

（３）既知バリアントデータとの相関の検証: 実験系の有用性を、ClinVarやgnomADといった既

知バリアントデータとの相関に基づいて検証 

 
３．研究の方法 

（１） GFP 融合ランダム変異体のハイスループット表現型スクリーニング: 当初の計画では、
発現ベクターライブラリとして多クローンの混合状態でプラスミド DNAを抽出し、細胞に
トランスフェクション後にフローサイトメーターで蛍光強度でグループ分けを行う予定し
ていた。しかし、野生型の GFP-STXBP1 を発現する発現ベクターと顕著な不安定性を有す
る GFP-STXBP1-Y84D 変異体を発現するベクターを用いて、フローサイトメトリーで分取
可能か条件検討を行ったところ、2 つのプラスミドを同時にトランスフェクションした場
合、同一細胞に同時にトランスフェクションされるため、GFP が陰性である細胞（Y84D 群）
が認められないという結果が得られた。この結果から、トランスフェクションは各クローン
別々に行う必要があると考えられた。スループットを上げるために、各クローンのミニプレ
ップは 96サンプル処理が可能なキットを用いて行い、各クローンの GFP-STXBP1 の発現量
を評価後に、抽出した DNAを混合して配列決定を行うこととした。 

（2）次世代シークエンスによる変異体の配列決定:  STXBP1の cDNAの全長（1800bp）のシー
クエンスが可能な MinION（オックスフォードナノポア）で PCR産物をシークエンスした 

（3）既知バリアントデータとの相関の検証: 同定したバリアントに関して、多型と考えられる
バリアント（ClinVar で benign/likely benign、gnomAD・54KJPN のアレル頻度データベース
に登録のあるバリアント）と、病的と考えられるバリアント（ClinVar で pathogenic /likely 

pathogenic、Human Gene Mutation Database で病的と判断されるバリアント）が無いか確認し、
本研究で得られた蛍光強度のデータと比較した。 

 
４．研究成果 
（1） GFP 融合ランダム変異体のハイスループット表現型スクリーニング 

104 個のランダム変異体クローンを単離し、それぞれプラスミド DNA を抽出して HEK293T 細
胞にトランスフェクションして蛍光強度を確認したところ、GFP 融合ランダム変異体と IRES で
発現する内部標準の DsRed の蛍光強度によって 4 群に分けられた（Type 1 両方発現、Type 2 GFP

減弱, DsRed 発現、Type 3 GFP 発現, DsRed 減弱、Type 4 GFP 発現, DsRed 消失、図 1）。 



DsRed の減弱および消失は、クローニングに伴い IRES-DsRed に組換えが起こっている可能性が
示唆された。しかし、GFP の発現は評価できるため Type1（9 クローン）と Type 4（2 クローン）、
および Type 2（13 クローン）についてロングリードシークエンスを行った。 

 

（2）次世代シークエンスによる変異体の配列決定: 

STXBP1 の cDNA 全長を増幅する PCR 産物に対して、ナノポアシークエンスで配列を決定した
（図 2）。IRES-DsRed に組換えが起こっていると予想された Type 4 に関しては、組換えが起こっ
ており、薬剤耐性遺伝子や SV40 プロモーター、F1オリジンの配列が読まれていた。 

Type 2 は平均変異数が 4.2で、Type 1 の平均変異数 2に比べて変異が多い傾向が見られた。

Type 1 の 3 クローンは変異がヘテロ接合性にコールされているものもあり、2クローンの混合

である可能性が示唆された（水色ハイライト）。Type 2 ではナンセンス変異やフレームシフト変

異も 3クローンで認められ、蛍光評価と一致する知見が得られた。患者で同定されたバリアン

トのデータベースである ClinVar や集団のアレル頻度のデータベースである gnomAD のデータ

を統合的に解析することで、各クローンでの病的ミスセンス変異が同定されたクローンが 4ク

ローンあり、合計で 7 クローンにおいて病的変異が同定された（下表の赤字）。興味深いことに

終止コドンの変異が 1 クローンあり、STXBP1 の終止コドンの変異も病的である可能性が示唆

図 1. STXBP1 ランダム変異体の GFP 蛍光と内部標準の DsRed の蛍光。G544D変異体は、ア
ミノ酸置換によってタンパク質の安定性が著しく減少することが分かっており（Saitsu et al., 
Nat. Genet. 2008）、本解析でも GFP 蛍光は著しく減少していた。Type 2では G544D 変異体と
同様に、GFP の蛍光が著しく減少しており、タンパク質の安定性に多大な影響を与えるバリ
アントと考えられる。一方、Type 1, 3, 4 では GFP 蛍光は保たれており、タンパク質の安定性
への影響はすくないと考えられる。 

図 2. STXBP1 ランダム変異体の次世代シークエンスによる配列決定。バリアントは色がつい
た縦棒線で表される。 



された。 

 

（3）既知バリアントデータとの相関の検証:  Type 1 には、PolyPhen2 や Alphamissense, REVEL

スコアいった病的予測スコアが高値の 7変異が含まれており、in silico の病的予測スコアはあく

まで参考で、機能評価が重要であることが改めて確認された。ClinVar で pathogenic と登録があ

る R551C バリアントは GFP が減弱している Type 2 であり、実験データと一致していた。しか

し、一方で、Pathogenic で ClinVar に登録のある E283K は GFP 蛍光が保たれている Type I であ

った。E283Kバリアントが報告されている論文を確認すると（Carvill et al., Neurology 2014）、そ

れまで報告されていた最重症の太田原症候群でなく（乳児期発症）、11歳で退行を示した Dravet

症候群症例であった。明らかに表現型が違っており、タンパク質の安定性もある程度保たれてい

る可能性が考えられた。これらを区別するためには蛍光強度の正確な計測が必要である。計画で

は、内部標準の DsRed で補正して GFP を定量する予定であったが、組換え等があり、DsRed の

蛍光強度が安定しなかった。IRES でなく 2A ペプチドを用いたバイシストロニック発現を行う

か、別にプロモーターをつけて DsRed を発現させる必要性が考えられた。 
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