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一塩基置換(SNV)

アミノ酸の置換
早期終止コドンの出現
スプライシング異常

5’-CTTTGTGCC-3’
3’-GAAACACGG-5’

G>A

5’-CTTTATGCC-3’
3’-GAAATACGG-5’

5’-CTTTGTGCC-3’
3’-GAAACACGG-5’

Gdel

5’-CTTTTGCC-3’
3’-GAAAACGG-5’

フレームシフトによ
る早期終止コドン
の出現

挿入欠失

1 bp 1～1000 bp

反復配列の伸長

正常 (CAG)12-35

異常 (CAG)36-121

リピート配列の伸長

200 bp ～ 30 kb

コピー数変化
(CNV, copy number variant）

遺伝子A 遺伝子B

遺伝子B

遺伝子Aの欠失

通常2コピーある（常染色体は
2本あります）遺伝子が1コピー
になって発現量が変わる

1 kb～ 数10 Mb

染色体異数性

トンプソン&トンプソン遺伝医学 2009

染色体構造異常

Robertso
n（型）
転座21トリソミー

～数100 Mb

4

バリアントの大まかな種類

シークエンスバリアント



5

5’-ACC ATA AAA ATT GGT TTG ACT -3’参照配列

Ile LysThr Ile Leu ThrGly

バリアント1 5’-ACC ATA AAA TTG GTT TGA CT -3’

StopLeu Val

Leuを含めて3つ目のコドンでストップ

シークエンスバリアントの分類

ナンセンスバリアント

5’-GGT GGA ACT -3’参照配列

バリアント

Gly ThrGly

5’-GTT TGA CTA -3’

Stop

5’-ACC ATA ATT GGT TTG ACT -3’バリアント2
Ile Leu ThrGlyIleThr

1アミノ酸（Lys）の欠失

フレームシフト/インフレームバリアント(欠失・挿入）

5’-GGT GGA ACT -3’参照配列

バリアント

Gly ThrGly

5’-GTT AGA CTA -3’

Arg

ミスセンス(nonsynonymous)バリアント

5’-GGT GGA ACT -3’参照配列

バリアント

Gly ThrGly

5’-GTT GGG CTA -3’

Gly

シノニマス(synonymous)バリアント

タンパク質
コーディング領域

非翻訳領域
（UTR）

開始コドン

1 77 78

G

+2

A

-8

----ATG------ACGgt------cggccgcaagAAC---

c.78-8G>Ac.77+2T>G

スプライスサイトバリアント イントロンバリアント

タンパク質の機能に与える影響

ナンセンス、フレームシフト、スプライスサイト >> ミスセンス、インフレーム >> シノニマス、イントロン

5’-ACC ATA AAA ATT GGT TTG ACT -3’参照配列

Ile LysThr Ile Leu ThrGly



バリアントの機能推定（in silico解析）の役割

1．遺伝子診断で既知原因遺伝子に同定されたバリアントの病原性の評価

2．網羅的遺伝子解析のバリアントのフィルタリングの一つの指標として用いる

Very strong

Strong

Moderate

Supportive表現型との分離

in silicoの病原性予測

バリアントのアレル頻度（稀である）

同じアミノ酸の違うミスセンス変化

De novoであること（要、親子鑑定）

病的意義が確立されたアミノ酸置換と同一

バリアントの機能解析で機能低下が証明

ヌルバリアント
（ナンセンス、フレームシフト、スプライス部位）

エビデンス＜メンデル遺伝病＞
米国臨床遺伝・ゲノム学会(ACMG)と分子病理学協
会(AMP)が定めたシークエンス解析で同定された生殖
細胞系列バリアント(遺伝する）に対する評価基準
（ACMGガイドライン 2015)

(1) pathogenic

(2) likely pathogenic

(3) uncertain significance

(4) likely benign

(5) Benign

バリアントを5つに分類

病原性予測が高いから病的という使い方よりは、予測が低いので病的でない可能性が高いという使い方
6
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バリアントの機能推定（in silico解析）の役割

イントロンバリアントに関しては、スプライス異常を示唆する所見として、
RNA解析をするかの決定に重要

GNAO1 c.724-8G>A

SpliceAIでスプライス異常を予測

400bp

300bp

Pt     control   control NC(RT-)

WT

MT

末梢血単核球からmRNA抽出
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in silico解析プログラムの紹介

SIFT(ミスセンスバリアント)

PolyPhen-2 (ミスセンスバリアント)

M-CAP (ミスセンスバリアント)

PROVEAN (ミスセンスバリアント/インフレーム) 

MutationTaster (ミスセンスバリアント/インフレーム/フレームシフト）

CADD (ミスセンスバリアント/インフレーム/フレームシフト/イントロン)

SpliceAI Lookup（スプライシング予測）

ESEfinder（スプライシング予測）

nonsynonymous SNV
スプライスサイト SNV

dbNSFP
http://database.liulab.science/dbNSFP

BRCA2 NM_000059.3:c.53G>A, p.(Arg18His)
NC_000013.11:g.32316513G>A (GRCh38)
NC_000013.10:g.32890650G>A (GRCh37)
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SIFT（https://sift.bii.a-star.edu.sg/）

VCF

進化的な配列保存性とアミノ酸の物理的特性

https://sift.bii.a-star.edu.sg/
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SIFT nonsynonymous single 
nucleotide variantsの使い方

13,32890650,1,G/A
BRCA2 NM_000059.3:c.53G>A, p.(Arg18His)
NC_000013.10:g.32890650G>A (GRCh37)

Score < 0.05でintorelant
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SIFT sequenceの使い方

BRCA2のFASTA配列が必要

R18H

BRCA2 NM_000059.3:c.53G>A, p.(Arg18His)
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UniProt (https://www.uniprot.org/)

Human BRCA2
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3418aaあって大きい

R18H

コピペしてsubmit
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ゲノムでやった結果とアミノ酸配列からやったデータで矛盾がある
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PolyPhen-2 (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/)
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マルチプルアライメントによる進化的保存性とタンパク質構造を加味した機械学習によるアノテーション

PolyPhen-2の予測アルゴリズム



PolyPhen-2の使い方

またはUniProt ID: P51587

BRCA2 NM_000059.3:c.53G>A, p.(Arg18His)

ミスセンス(nonsynonymous)バリアントのみ

18
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HumDiv- and HumVar-trained PolyPhen-2モデルを選ぶ必要ある

HumDiv - 3,155 damaging alleles in Mendelian diseases, 6,321 differences between 

human protein and mammalian homologs(non-damaging)

- Genome-wide association studies

HumVar – 13,032 human disease-causing mutations, 8,946 human nonsynonymous 

SNV without annotated involvement of disease(non-damaging)

– Diagnostic of Mendelian diseases
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マルチプルアライメントの図と（利用可能な場合は）3次元構造の図が見られる

STXBP1のC180Y
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Local serverでscoreをつける

2. ミスセンスバリアントだけなので、
Annovar（https://annovar.openbioinformatics.org/en/latest/)

SnpEff (http://pcingola.github.io/SnpEff/)

でdbNSFPを利用する

1. 右のsource codeをダウンロードし
てインストール（ハードル高い）

https://annovar.openbioinformatics.org/en/latest/
http://pcingola.github.io/SnpEff/
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M-CAP (http://bejerano.stanford.edu/mcap/)

進化的保存性

稀 (≤ 1% allele frequency)
ミスセンス(nonsynonymous)バリアントのみ

スコアをダウンロード可能

機械学習
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BRCA2 NM_000059.3:c.53G>A, p.(Arg18His)
NC_000013.10:g.32890650G>A (GRCh37)

M-CAPの使い方

WEBで一個ずつ

1．Annovar（https://annovar.openbioinformatics.org/en/latest/)

SnpEff (http://pcingola.github.io/SnpEff/)

でdbNSFPを利用

Local serverで

2．mcap_v1_4.txtを使って、Annovar
のgeneric databaseとしてアノテーション

https://annovar.openbioinformatics.org/en/latest/
http://pcingola.github.io/SnpEff/
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PROVEAN
(http://provean.jcvi.org/index.php)

バリアント配列とタンパク質配列ホモログ間の類
似性

アミノ酸置換（ミスセンスバリアント）とインフ
レームの挿入や欠失も判断可能

アミノ酸配列からでも、ゲノム配列からでもどちら
でも解析可能

SIFTの開発者が2008-2010年にジョン・クレ
イグ・ヴェンター研究所に在籍していたためか、
SIFTのスコアも出力される
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PROVEAN Protein Batchの使い方

BRCA2 NM_000059.3:c.53G>A, p.(Arg18His)
UniProt P51587

P51587 18 R H
P51587 18 R .
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PROVEAN Protein Batchの結果

Cutoff=-2.5 - deleterious or neutral

SIFT nonsynonymous single nucleotide variants 0.23
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PROVEAN Genome Variantsの使い方と結果

13,32890650,G,A

BRCA2 NM_000059.3:c.53G>A, p.(Arg18His)
NC_000013.10:g.32890650G>A (GRCh37)

SIFT scoreはツールで異なるので注意が必要
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Local serverでPROVEAN scoreをつける

2. ミスセンスバリアントだけを考えるなら
Annovar（https://annovar.openbioinformatics.org/en/latest/)

SnpEff (http://pcingola.github.io/SnpEff/)

でdbNSFPを利用する

1. 右のsource codeをダウンロードし
てインストール（ハードル高い）

https://annovar.openbioinformatics.org/en/latest/
http://pcingola.github.io/SnpEff/


MutationTaster
(https://www.genecascade.org/MutationTaster2021/#transcript)
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MutationTasterの特徴

予測アルゴリズム

進化的保存性

CliVar, HGMD(Human Gene Mutation Database)

で病的と判断されるバリアントを病的バリ
アントして、ホモ接合性バリアントを持つ
人がいるバリアントを良性バリアントとして
学習

スプライシング予測はMaxEntScan
(2004)を使用

VCFファイルを取り扱える

W446–W451 Nucleic Acids Research, 2021, Vol. 49, Web Server issue
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BRCA2 NM_000059.3:c.53G>A, p.(Arg18His)
NC_000013.10:g.32890650G>A (GRCh37)

Chromosomal positionでの解析

HGMDでは乳癌でDM?で
登録されている
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Specific transcriptでの解析
BRCA2 NM_000059.3:c.53G>A, p.(Arg18His)
NC_000013.10:g.32890650G>A (GRCh37)

古い方のMutationTaster(https://www.mutationtaster.org/)

サンガーシークエンスのデータがあるときに、バリアント
の記述が正しいかの確認にも使える



CADD
https://cadd.bihealth.org/
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SNVだけでなくinsertion/deletion
もスコアをつけることが可能

シュミレーションで生じるバリアントと自然
選択を生き延びてきた実際に認められる
バリアントを対比することで、複数のアノ
テーションを統合

コーディング領域だけでなく、ノンコーディ
ング領域もスコアを付けられる

CADD v1.6ではDeep learningに
よるスプライスへの影響予測が改善
MMSplice (Cheng et al. Genome Biology, 2019) 

SpliceAI (Jaganathan et al. Cell, 2019)
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まとめて解析

#CHROM POS ID REF ALT

7 5999131 rs376258383 C T

9 95479063 . G C

9 95508222 . C A

13 32316513 rs80358762 G A

19 2111827 rs747848580 T C

20 63419667 rs201750561 C A

14 87939915 rs138577661 A G

17 45983222 rs151115928 C T

16 1474841 . GCAGCCCCAGGCC G

16 72788110 rs727502780 TGCTGCTGCTGCTGCTGTAGTTGCC T

12 31084974 rs778497594 GGAA G

14 58364422 . AAAC A

9 131228152 . T C

11 65660221 rs746773448 C T

5 6623292 rs368018490 GA G

19 13919211 rs371243328 T C

18 70060049 rs141673274 T C

1 11802878 rs1413355 T C

18 58735336 . T C

5 147828020 rs148954387 A G

2 201187781 rs768931544 G A

19 15238842 . G A

17 58358303 . A G

3 50350599 . C G

19 13208933 . C T

20 8788472 rs577076166 C A

GRCh37/38
バージョンを指定可能
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#CHROM POS ID REF ALT

7 5999131 rs376258383 C T

9 95479063 . G C

9 95508222 . C A

13 32316513 rs80358762 G A

19 2111827 rs747848580 T C

20 63419667 rs201750561 C A

14 87939915 rs138577661 A G

17 45983222 rs151115928 C T

16 1474841 . GCAGCCCCAGGCC G

16 72788110 rs727502780 TGCTGCTGCTGCTGCTGTAGTTGCC T

12 31084974 rs778497594 GGAA G

14 58364422 . AAAC A

9 131228152 . T C

11 65660221 rs746773448 C T

5 6623292 rs368018490 GA G

19 13919211 rs371243328 T C

18 70060049 rs141673274 T C

1 11802878 rs1413355 T C

18 58735336 . T C

5 147828020 rs148954387 A G

2 201187781 rs768931544 G A

19 15238842 . G A

17 58358303 . A G

3 50350599 . C G

19 13208933 . C T

20 8788472 rs577076166 C A

ミスセンス
(nonsynonymous)

コーディングの
インフレーム欠失

イントロン

Synonymous

RawScore PHRED

2.32179 21.7PMS2:NM_001322008:exon4:c.364G>A:p.G122S

1.743024 17.32PTCH1:NM_000264:exon8:c.1152C>G:p.H384Q

2.1063 20.2PTCH1:NM_000264:exon1:c.140G>T:p.R47L

3.466603 24.6BRCA2:NM_000059:exon2:c.53G>A:p.R18H

2.529657 22.5AP3D1:NM_003938:exon23:c.2603A>G:p.K868R

2.757074 22.9KCNQ2:NM_172107:exon12:c.1253G>T:p.G418V

4.045992 27.3GALC:NM_001201401:exon15:c.1832T>C:p.L611S

0.938738 10.86MAPT:NM_001377265:exon5:c.643C>T:p.P215S

1.892505 18.43CLCN7:NM_001114331:exon1:c.122_133del:p.G41_A44del

2.086341 19.91ZFHX3:NM_001164766:exon9:c.7400_7423del:p.R2467_Q2474del

1.9976 19.24DDX11:NM_001257144:exon5:c.487_489del:p.E166del

0.494642 6.448ARID4A:NM_002892:exon20:c.2334_2336del:p.T779del

1.975673 19.07NM_005085:exon33:c.5903-8T>C

-0.216828 0.47NM_001243985:exon5:c.336-6G>A

0.147205 2.547NM_001193455:exon4:c.361-8T>-

-0.730796 0.037NM_017721:exon11:c.1222+9T>C

2.649794 22.7NM_001318520:exon35:c.2012-7A>G

2.089058 19.93NM_005957:exon2:c.236+3A>G

0.969444 11.24NM_006785:exon13:c.1603+7T>C

4.06441 27.5NM_003122:exon4:c.194+2T>C

-0.456302 0.147

-0.276793 0.349

-0.36671 0.226

1.282571 14.26

0.641051 7.906

0.205429 3.186
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CADDスコアの評価

Raw scoreが高いほど、実際の集団中には見られず、シュミレーション
で認められるバリアントである
⇒ “deleterious effects”を持つ可能性が大

総バリアントをランキング化し、スケール化されたCADDスコアが”PHRED”

RawScore PHRED

2.32179 21.7

1.743024 17.32

2.1063 20.2

3.466603 24.6

2.529657 22.5

2.757074 22.9

4.045992 27.3

0.938738 10.86

1.892505 18.43

2.086341 19.91

1.9976 19.24

0.494642 6.448

1.975673 19.07

-0.216828 0.47

0.147205 2.547

-0.730796 0.037

2.649794 22.7

2.089058 19.93

0.969444 11.24

4.06441 27.5

-0.456302 0.147

-0.276793 0.349

-0.36671 0.226

1.282571 14.26

0.641051 7.906

0.205429 3.186

Top 0.01% -- CADD-40
Top 0.1%   -- CADD-30
Top 1%      -- CADD-20
Top 10%    -- CADD-10

40
30
20
10

Phred
score

99.99 %
99.9 %
99 %
90 %

塩基の
正確性

CADD PHREDの場合

Cut off値はカットオフを10から20の間のどこかに置くことを推奨
15 (v1.0でのスプライスサイトバリアントとミスセンスバリアントの中央値）
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SNVは個別入力も可能

BRCA2 NM_000059.3:c.53G>A, p.(Arg18His)
NC_000013.11:g.32316513G>A (GRCh38)
NC_000013.10:g.32890650G>A (GRCh37)
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UCSC Genome Browserでもスコアの確認が可能
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Local serverで自分のVCFファイルにアノテーションすることも可能

conda環境とsnakemakeが必要
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SpliceAI Lookup（https://spliceailookup.broadinstitute.org/)

Translational Genomics Group

正常のスプライシングが強くなり、新たなスプライシングが弱くなるような予測をマスクするか

バリアントによって影響を受ける（消失あるいは出現）スプライス部位をどの範囲で調べるか
Max 10,000
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Jaganathan et al, Cell. 2019 24;176(3):535-548.e24

SpliceAIの予測アルゴリズムとそれを用いた成果

✓イルミナ社が作ったプログラム

✓Deep learning (Deep neural 
network)で、pre-mRNA配列からスプラ
イシングを予測

✓GENCODE-annotated pre-mRNA配
列を使ってトレーニング

✓予測された潜在的(cryptic)なスプライス部
位を使う転写産物の75%を、RNA-seqで
確認

✓潜在的なスプライス部位を使うような異常な
転写は、神経発達障害の～10%を占めると
考えられる
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GNAO1 NM_020988.3:c.724-8G>A
NC_000016.10:g.56351376G>A(GRCh38)
NC_000016.9:g.56385288G>A(GRCh37)

----ACGgt--tcccttcctgcggccgcagAAC---

5789-8

バリアント±50-bpでAcceptorあるい
はDonorが消失・出現するかを計算し、
最もスコアが高い位置を表示。

正の値が3’側、負の値が5’側の位置を
示す。

Δ scoreの
カットオフ値

AgCCGCAGAAC

GAA  GAC GAA  ACC  ACG CCG CAG  AAC CGC ATG CAC  GAG  TCT  CTC

Glu    Asp   Glu   Thr Thr Pro   Gln Asn Arg Met    His    Glu    Ser   Leu

237   238    239  240    241   242   243   244   245   246    247   248   249   250

exon6 exon76bp

insertion

Jaganathan et al, Cell. 2019 24;176(3):535-548.e24

0.2 (感度、再現率が高い)
0.5 (推奨) 
0.8 (適合度、精度が高い)
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FBN1 NM_000138.4:c.5789-15G>A
NC_000015.10:g.48445519C>T(GRCh38)
NC_000015.9:g.48737716C>T(GRCh37)

Max distanceは大きい方が良さそう

FBN1はアンチセンス鎖に位置し
ているので、ゲノムで上流15-bp
が通常のアクセプター部位

--TAGgt--aggattgttggggatttttctgcagATG--

5789-15

A

イントロン保持
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POLR3A NM_007055.3:c.645+312C>T
NC_000010.11:g.78024237G>A(GRCh38)
NC_000010.10:g.79783995G>A(GRCh37)

5 6

129bp insertion

gt tttttttgagatggaagaca gggattacaggtatgtgcca agMutant

Wild-type 5 6gt tttttttgagatggaagaca gggattacaggcatgtgcca ag

Acceptor gain site Donor gain site
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Local serverで自分のVCFファイルにアノテーションすることも可能

✓ Python環境が必要

✓ pipやcondaで楽にインストール可能

✓ 機械学習用のtensorflowを使って動く

✓ インプットのVCFをアウトプットのVCFを
指定するだけで動く（シンプル）

✓ 結果はINFO fieldに記載される

✓ MaxDistance(-D)を増やすと時間は
かかる
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ESEfinder
(http://krainer01.cshl.edu/cgi-
bin/tools/ESE3/esefinder.cgi?process=home)

SRProteinとSpliceSiteの
2つのマトリックスがある

Exonic splicing enhancer (ESE)を
見つけるプログラムで、ESEsに結合する
SR proteinを見つけるのが主な目的

スプライス部位の予測もやってくれる

<5000-bpで配列を張り付ける必要がある
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UCSC genome browser(https://genome.ucsc.edu/)でバリアント前後の配列を取得

GNAO1 NM_020988.3:c.724-8G>A
NC_000016.10:g.56351376G>A(GRCh38)
NC_000016.9:g.56385288G>A(GRCh37)

当該遺伝子がアンチセンス鎖にある場合は
チェックを入れた方が分かりやすい
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--ACGgt--tcccttcctgcggccgcagAAC---

5789-8

>WT

--gtctctgtgtctccctcccgctgtctgtcctctctcCTCCCTTCCTGC

GGCCGCAGAACCGCATGCACGAGTCTCTCATGCTCTTCGACTCCATCTGT

AACAACAAGTTCTTCATCGATACCTCCATCATTCTCTTCCTCAACAA----

>Variant

--gtctctgtgtctccctcccgctgtctgtcctctctcCTCCCTTCCTGC

aGCCGCAGAACCGCATGCACGAGTCTCTCATGCTCTTCGACTCCATCTGT

AACAACAAGTTCTTCATCGATACCTCCATCATTCTCTTCCTCAACAA---

バリアントによって予測スコアが低下すること
を確認するために閾値は0とする
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--ACGgt--tcccttcctgcggccgcagAAC--

5789-8

AgCCGCAGAAC

ESEfinderの結果の解釈

WT

994が正常のスプライス部位のスコア 8.33480⇒8.04330 微減
988に12.37800と高いスコアで新しいアクセプター部位が出現
⇒ 新しいアクセプター部位の出現を高い自信をもって予測できている

Variant
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FBN1 NM_000138.4:c.5789-15G>A
NC_000015.10:g.48445519C>T(GRCh38)
NC_000015.9:g.48737716C>T(GRCh37)

--TAGgt--aggattgttggggatttttctgcagATG--

5789-15

A

イントロン保持

WT

Variant

1001が正常のスプライス部位のスコア 7.20780 ⇒ 6.86040 微減
新たなスプライス部位の出現なし

POLR3A NM_007055.3:c.645+312C>T
NC_000010.11:g.78024237G>A(GRCh38)
NC_000010.10:g.79783995G>A(GRCh37)

5 6

129bp insertion

gt tttttttgagatggaagaca gggattacaggtatgtgcca agMutant

Acceptor gain site Donor gain site

WT

Variant

985が新たに出現するドナー部位 3.94440 ⇒ 10.88050 劇的にスコアが増加
856が新たに使われるアクセプター部位 7.06220で変化ないが、スコアはもともと高く潜在的なアクセプター部位
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Take-home message

✓様々なin silico解析プログラムが開発されており、バリアントの解釈や絞り込
みに利用可能

✓機械学習やDeep learningといった人工知能を利用するプログラムが最近
では主流

✓ただ、in silico解析はあくまでsupportiveなエビデンスであることを認識する
必要がある（ミスセンスバリアントの解釈のstrongエビデンスは機能解析で、
ハードルが高い）

✓スプライス異常は、逆転写PCRで証明可能であり、機能解析を実行するハー
ドルは低い。スプライス異常を起こしうるバリアントをピックアップするためには、
in silico解析が重要


