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略語表 

ABCD: Accurate BRCA Companion Diagnostic 

ACMG: American College of Medical Genetics and Genomics 

BA: benign stand-alone 

BF: Bayes factor 

BP: benign supporting 

BS: benign strong 

CI: Credible interval 

CTD: C-terminal domain 

DBD: DNA-binding domain 

DMSO: dimethyl sulfoxide 

DR-GFP: direct repeat‒green fluorescent protein 

FACS: fluorescence-activated cell sorting 

FH: family history 

GFP: green fluorescent protein 

HBOC: Hereditary Breast and/or Ovarian Cancer syndrome 

HCI: Huntsman Cancer Institute 

HD: helical domain 

HGVS: Human Genome Variant Society 

IARC: International Agency for Research on Cancer 

LL: lower limit 

LOF: loss of function 

MAF: minor allele frequency 

MANO: mixed-all-nominated-mutants-in-one 

MBD: MEILB2-binding domain 
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NCBI: National Center for Biotechnology Information 

NLS: nuclear localization signal 

OB: oligonucleotide/oligosaccharide-binding domain 

PARP: poly (ADP-ribose) polymerase 

PM: pathogenic moderate 

PP: pathogenic supporting 

PS: pathogenic strong 

PVS: pathogenic very strong 

SPiCE: Splicing Prediction in Consensus Element 

TAD: transactivation domain 

TIR: terminal inverted repeat 

UL: upper limit 

VUS: variants of unknown significance 
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要旨 

 BRCA2 は遺伝性乳がん・卵巣がん症候群の原因となるがん抑制遺伝⼦であり、数

千種類に及ぶ病的意義不明なバリアントが遺伝⼦検査で発⾒されている。本研究では

BRCA2 遺伝⼦の新規機能解析法である MANO-B 法を構築し、これまでに機能が知ら

れていない 186 種類のバリアントについて、その病的意義を検討した。BRCA2 ⽋損

細胞株を⽤いたバリアントの機能解析およびベイズ階層モデルを⽤いた病的意義の

判定を⾏った。その結果、126 種類の正常な機能のバリアントと、37 種類の病的バリ

アントを新たに同定した。また、MANO-B 法の臨床応⽤の⼀例として迅速な病的意

義判定システムを構築した。 
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第 1 章 

序⽂ 

 全国がん登録によれば、⽇本⼈の⼥性の⽣涯累積罹患率は乳がんでは 9％、卵巣が

んでは 1％であると報告されており、乳がんは最も頻度の⾼いがんである。⼀般にが

んは遺伝性疾患ではないものの、乳がん・卵巣がんのうちおよそ 10％は遺伝性に⽣

じることが知られている。特にがん抑制遺伝⼦である BRCA1 および BRCA2 の 2 種

類の遺伝⼦のいずれかに病的な⽣殖細胞系列変異を有する場合は遺伝性乳がん・卵巣

がん症候群（Hereditary Breast and/or Ovarian Cancer syndrome: HBOC）と呼ばれ、⽶国

National Comprehensive Cancer Network の報告では⽣涯累積罹患率が乳がんで 41‒90％、

卵巣がんで 8‒62％と⾼く、また若年での発がんや多発性発がんの傾向が⾒られる[1]。

HBOC の患者に対しては発がんリスク低減⼿術である予防的乳房切除術および卵巣・

卵管切除術や定期的なサーベイランスに加え、⾎縁者の遺伝⼦検査が治療上の選択肢

となる（図１）[2–4]。 

 細胞内に存在する DNA は紫外線、活性酸素、化学物質などにより常に損傷を受け

ている。DNA の損傷を正しく修正できず異常が⽣じれば、遺伝⼦の機能や染⾊体構

造が変化し、細胞の⽣存に重⼤な影響を与えうる。DNA 損傷の修復のため、細胞に

は塩基除去修復、ヌクレオチド除去修復、ミスマッチ修復、相同組み換え修復といっ

た様々な機構が備わっている。BRCA1 および BRCA2 は DNA⼆本鎖切断に対する相
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同組み換え修復機構の鍵となるタンパク質をコードする遺伝⼦であり、BRCA1 ある

いは BRCA2 の機能を喪失した細胞では DNA 損傷の修復が不⼗分となり DNA の異常

が蓄積する（図２A）。HBOC 患者の正常細胞では、BRCA1 あるいは BRCA2 の⽚⽅の

対⽴遺伝⼦に病的変異があっても、もう⼀⽅の対⽴遺伝⼦から正常な機能を持つ

BRCA1 あるいは BRCA2 タンパクが産⽣されることから DNA 損傷修復機構の機能は

保たれている。しかし、何らかの原因で両⽅の対⽴遺伝⼦とも BRCA1 あるいは BRCA2

の機能が喪失した細胞は、DNA の異常の蓄積が亢進することでがん細胞へ変化しや

すくなると考えられる。HBOC 患者では⼆段階発がん仮説における 1 ヒット⽬の変

異が既に⽣じていることから、健常⼈よりも容易に BRCA1 あるいは BRCA2 の両対

⽴遺伝⼦の機能を喪失するため発がんリスクの上昇が⽣じているのである。ただし、

その詳細は明らかになっていない。 

 また、BRCA1 あるいは BRCA2 の機能喪失により相同組み換え修復機構が破綻して

いるがんでは、⽩⾦製剤による化学療法や poly (ADP-ribose) polymerase (PARP)阻害薬

への感受性が⾼い傾向があることが知られている[5, 6]。PARP は DNA ⼀本鎖切断を

認識して塩基除去修復を⾏う機能を持つタンパクである（図２B）。細胞内の DNA に

⼀本鎖切断が⽣じた場合、塩基除去修復により修復され、細胞は⽣存することができ

る。DNA ⼀本鎖切断が修復されない場合、引き続き DNA⼆本鎖切断が⽣じ、相同組

み換え修復により修復される。細胞の DNA は上記の⼆重の機構で保護されており、
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⼀⽅の機能が損なわれても他⽅で代償される仕組みになっている。そのため、相同組

み換え修復が正常に⾏なわれている細胞に PARP 阻害薬を投与しても⽣存が可能で

ある。しかし、BRCA1 あるいは BRCA2 ⽋損細胞に PARP阻害薬を投与すると、DNA

修復がうまくいかなくなり細胞死が誘導される（図２C）。このように、⼆つの機構の

両⽅を阻害したときのみ細胞死が誘導される現象を合成致死と呼ぶ。PARP阻害薬の

⼀つであるオラパリブは既に BRCA1 あるいは BRCA2 病的変異を有する乳がん・卵

巣がん患者に対して臨床の場で使⽤されている。PARP阻害薬は正常細胞へのダメー

ジが少なくがん細胞のみを死滅させる効果を持つため、副作⽤が⽐較的少ないことが

知られている。⼀⽅で PARP阻害薬は相同組み換え修復能が正常な腫瘍には効果がな

いため、投与前に BRCA1 あるいは BRCA2 病的変異の有無の検査を⾏う必要がある。

このような治療とペアとなって事前に治療効果を予測できる検査をコンパニオン診

断と呼ぶ。 

 遺伝⼦検査やがんゲノム研究の進展に伴い、がん抑制遺伝⼦である BRCA2 には 2

万種類以上のバリアントが発⾒され、BRCA Exchange (https://brcaexchange.org)をはじ

めとした公共データベースに登録されている[7]。ナンセンスバリアントやフレーム

シフトバリアントといった BRCA2 の短縮型バリアントは相同組み換え修復に必要な

ドメインを⽋損させるため病的となることが知られている。しかし、数千種類発⾒さ

れている⾮短縮型⾮同義バリアントのほとんどは健常⼈集団にもがん患者にも存在
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頻度が低いため、症例対照研究を⾏っても⼗分な統計学的な検出⼒がなく病的意義を

判定することが困難であり、BRCA Exchange をはじめとした公共データベースでは

病的意義不明バリアント（variants of unknown significance: VUSs）とみなされている

（表１）[7]。VUS は発がん要因となるとはいえないため保持者への積極的な治療は

⾏われないが、病的意義が否定もできないため保持者へ不安を与えてしまうことから、

VUS の存在は遺伝⼦検査の限界として⼤きな問題となっている（図１）。 

 BRCA2 バ リ ア ン ト の 病 的 意 義 を 判 定 す る ⽅ 法 と し て 、 国際が ん 研 究 機関

（International Agency for Research on Cancer: IARC）および⽶国臨床遺伝・ゲノム学会

（American College of Medical Genetics and Genomics: ACMG） の分類が標準的に⽤い

られており、いずれの分類でも benign、likely benign、uncertain significance、likely 

pathogenic、pathogenic の 5 段階でバリアントの病的意義を判定する[8–14]。IARC 分

類は疫学的データのみを基にして定義されるのに対し、ACMG 分類は疫学的データ

だけではなく、コンピュータによる機能予測や基礎実験による機能解析などの様々な

データを採⽤し総合的に病的意義を判定するという差異がある。また、バリアントと

疾患の関連性について専⾨家が検証し作成された臨床的データベースとして、

ClinVar (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/)や BRCA Exchange が⾼い信頼性を有して

いる。いずれの⼿法やデータベースにおいても、病的意義を判定する上で最も重視さ

れているのは疫学的データである。あるバリアントが健常⼈集団よりもがん患者・が
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ん家系に集積しているかどうか（co-segregation）や、既知の病的バリアントと同時に

⽣じることがあるかどうか（co-occurrence）から、統計学的にそのバリアントが病的

である確率を評価できる[9, 10]。しかし、まれなバリアントについては疫学的データ

を⼗分に得ることができないという問題がある[11, 12, 15]。ACMG分類は疫学的デー

タに限定せずエビデンスを採⽤するため、まれなバリアントの病的意義判定に優れて

いる。コンピュータ予測モデルは実際の頻度によらず全てのバリアントの病原性を予

測できるが、現時点で臨床での使⽤に耐えうるだけの信頼性のあるアルゴリズムは存

在しない[16]。ACMG 分類は種々のデータに対して、supporting、moderate、strong、

very strong、stand-alone の 5段階でエビデンスの強さを評価し、更に全てのエビデン

スに⼀定の変換式を適⽤して最終的な病的意義を判定する（図３、表２）[8]。この

ACMG分類の枠組みの中で、基礎実験による機能解析は良悪性の判定における strong 

evidence として扱われており、疫学的データを補完する重要な位置づけとなっている

[17]。⽣殖細胞系列変異に関する遺伝学的検査によって VUS 保持者と診断された受

検者たちに対して臨床的意思決定に有益な情報を提供するため、VUS に対する機能

解析を進めることは喫緊の課題であるといえる[18]。 

 多数のバリアントの機能解析を⾏うにあたり、個々のバリアントに対して個別に実

験を⾏うと⼤きな時間と労⼒を必要とするため、多数のバリアントを同時並⾏的に⼀

度に実験を⾏う⼿法が有効となる。この様な⼿法をハイスループットな実験⼿法と呼
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ぶ。近年、BRCA1 遺伝⼦のバリアントに対する機能解析の進展はめざましく、⼀度に

数千バリアントの機能解析を⾏えるハイスループット機能解析法が複数開発されて

いる[19–21]。⼀⽅、BRCA2 のバリアントに対する機能解析は進んでおらず、これま

でに機能が調べられたバリアントは⼆百種類程度にとどまる。BRCA2 の相同組み換

え能を評価する実験⼿法のうち最も信頼性が⾼いとされているのが DR-GFP（direct 

repeat‒green fluorescent protein）レポーターアッセイである（図４）[22, 23]。この⼿法

は、DR-GFP レポーターと呼ばれる不完全な GFP 遺伝⼦配列を導⼊した BRCA2 ⽋損

ハムスター細胞株を⽤いる実験である。DR-GFP レポーター内部の配列を特異的に切

断する制限酵素である I-SceI および BRCA2 バリアントの 2 種類のタンパクを同時に

⼀過性に発現させると、相同組み換え修復の過程で正常な GFP 遺伝⼦が形成され、

緑⾊の蛍光を⽣じる。蛍光活性化セルソーティング（fluorescence-activated cell sorting: 

FACS）でカウントした蛍光陽性細胞数と、⼀過性発現させた BRCA2 バリアントタ

ンパクの相同組み換え修復能に相関性があることを利⽤し、バリアントの病的意義を

判定する仕組みである。この DR-GFP レポーターアッセイにおいて、スループットが

低いこと、ヒトではなくハムスターの細胞株を使っていること、BRCA2 の機能を安

定発現ではなく⼀過性過剰発現の実験系で評価していること、BRCA2 の全配列のう

ち DNA 結合ドメインという限られた領域だけを評価する系であることが、病的意義

を判定する上で問題となっている[18, 24]。しかし、BRCA2 を両対⽴遺伝⼦とも機能

喪失したヒト細胞株が限られていること、BRCA2 が 10,257塩基対からなる⼤きな遺
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伝⼦でありバリアントの安定発現系を作成することが技術的に困難であったため、

DR-GFP レポーターアッセイに代わる新たな実験⼿法は開発されてこなかった[18]。 

 間野博⾏研究室では、これまでにがん遺伝⼦に対する⾰新的なハイスループット機

能解析⼿法である mixed-all-nominated-mutants-in-one method（MANO 法）を構築し、

EGFRや ERBB2 といったがん遺伝⼦の VUS の機能解析や薬剤感受性の評価を⾏い報

告してきた[25, 26]。MANO 法は、細胞株にがん遺伝⼦のバリアントを導⼊した

isogenic な細胞株を樹⽴し、そのがん遺伝⼦に対する分⼦標的薬を投与した際の細胞

⽣存率を測定することで、バリアント発現細胞が薬剤感受性なのか薬剤耐性を持つの

かを判定する実験系である。特徴的なのは、バリアントを細胞に導⼊する際にバリア

ントと⼀対⼀対応する数塩基の配列（バーコード配列）を⾮タンパクコード領域に付

加している点である。全てのバリアント導⼊細胞を混合した上で導⼊遺伝⼦を標的と

した分⼦標的薬などの薬剤を投与し、数⽇後に細胞を回収する。ゲノム DNA を抽出

した後、バーコード配列領域を PCR で増幅し、次世代シーケンサーでディープシー

ケンスすると、バリアント導⼊細胞の⽣存細胞数に⽐例して各バーコード配列のリー

ド数が得られる。この実験系は全てのバリアント導⼊細胞を全く同⼀の培養条件下で

処理することができるため、実験⼿技に伴うバイアスが軽減できる点、数百種類のバ

リアントを⼀回の実験で同時に評価できる点で、各バリアントに対して個別に実験を

⾏う実験系と⽐して優位点がある。しかし、MANO 法はレトロウイルスを⽤いた実
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験系であるため、導⼊できる遺伝⼦の⼤きさに制限があること、またがん抑制遺伝⼦

の評価には対応していないことから、BRCA2 変異体の機能解析に直接⽤いることは

困難であった。 

 BRCA2 遺伝⼦の機能解析法を新たに開発するうえで、まず、細胞へ BRCA2 遺伝⼦

を安定導⼊する⼿法を⽐較検討した（表３）。10.2 kbp である BRCA2 遺伝⼦を導⼊可

能な⼿法のうち、トランスフェクションやエレクトロポレーションによる⼀過性発現

後に薬剤選択を⾏い、単⼀コロニーをピックアップする⼿法は、効率が悪く⽬的とす

るハイスループットな実験系を得ることができないと判断した。そこで、piggyBac ト

ランスポゾンを⽤いて BRCA2 バリアントを細胞に導⼊することにした[27, 28]。また、

BRCA2 と PARP との合成致死の関係性を利⽤して、BRCA2 ⽋損ヒト細胞株に様々な

BRCA2 バリアントを導⼊し安定発現株を樹⽴した上で PARP 阻害薬を投与し、得ら

れた細胞⽣存率からバリアントの機能を推定する評価系を樹⽴することにした[29, 

30] （図５）。これと MANO 法の⼿法を組み合わせ、DR-GFP レポーターアッセイと

異なり BRCA2 バリアントの安定発現系に基づいた新たな BRCA2 バリアントのハイ

スループット機能解析法が可能になると考え、本研究を開始した。 

 本研究においては、MANO 法の発展系として、がん抑制遺伝⼦である BRCA2 の機

能解析に対応した MANO-BRCA 法（MANO-B 法）を構築した（図６）。まず BRCA2

遺伝⼦を BRCA2 ⽋損⼤腸がん細胞株である DLD1 細胞に piggyBac トランスポゾン
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を⽤いて導⼊し、安定発現系を確⽴した。更に、バリアントの機能に相関して PARP

阻害薬への感受性が変化することを確認した。そこで、107 種類のバリアントを作成

し、MANO-B 法によってこれら全てのバリアントの機能を⼀回の実験で解析できる

ことを確認するとともに、その最適な実験条件を同定した。最後に、新たにバリアン

トを追加して、全 244 バリアントに対して MANO-B 法による各バリアントの定量的

機能評価を⾏った。 

 MANO-B 法によって推定した各バリアントの機能は、⼤腸がん細胞株を⽤いた実

験系に基づくものであり、そのまま臨床的な病的意義と関連付けるのは妥当性に⽋け

ると判断した。また、野⽣型と病的バリアントとの中間的な機能を有するバリアント

があり、ある閾値を境にして病的バリアントと正常な機能を有するバリアントに識別

することは困難であった。そこで、各バリアントの病的意義を確率論的に評価・分類

することができる、ベイズ階層モデルを⽤いた病的意義の判定法を構築した。最後に

MANO-B 法の臨床応⽤例として、遺伝⼦検査で新規に同定されたバリアントに対す

る迅速な病的意義判定システムを構築した。 
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図１ 遺伝性乳癌卵巣癌症候群(HBOC)に対する検査と治療の流れ
家族歴のある乳がんあるいは卵巣がん患者がBRCA１およびBRCA2遺伝⼦検査を受け、
病的意義がない対⽴遺伝⼦のみが検出された場合はとくに追加で検査や治療を受ける
必要はない。また、病的意義がある対⽴遺伝⼦が検出された場合はHBOCと診断され
る。遺伝カウンセリングを受け、追加治療の必要性についてよく検討した上で、未発
症部位の予防的切除、フォローアップ検査、⾎縁者の遺伝⼦検査といった対応がなさ
れる。⼀⽅で、病的意義不明なBRCA1あるいはBRCA2 遺伝⼦バリアントが⾒つかった
場合、HBOCとは確定できないため追加の侵襲的処置は⾏えず、HBOCを否定もでき
ないためフォローアップが不要とも⾔えない。病的意義不明なバリアントに対する適
切な対応が定まっておらず、医療者と患者に不安を与える結果になっている。

乳がんまたは卵巣がん

＋
家族歴

BRCA1およびBRCA2遺伝子検査

病的意義あり 病的意義不明 病的意義なし

追加治療なしHBOCを否定できないHBOCの診断

適切な治療が定まっていない

未発症部位への治療

・予防的乳房切除
・予防的卵管卵巣切除

遺伝カウンセリング

フォローアップ検査 血縁者の遺伝子検査
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図２ DNA損傷修復の⼆つの経路
(A) BRCA2はDNAの⼆本鎖切断損傷を修復する機能を持つ。(B) PARPはDNAの⼀本
鎖切断損傷を修復する機能を持つ。 (C) ヒト細胞は⼆つのBRCA2 対⽴遺伝⼦を持つが、
その両者とも機能が喪失した細胞にPARP阻害薬を投与すると、ゲノムDNAの⼀本鎖
切断損傷および⼆本鎖切断損傷ともに修復が困難となり、ゲノムに⾼度な障害が⽣じ
るため、細胞死に⾄る。

A

BRCA2

PARP

PARP阻害薬

BRCA2⽋損細胞

細胞死

B

PARP

C

BRCA2

BRCA2 BRCA2
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表１ BRCA ExchangeによるBRCA2 バリアントに関する報告

変異のパターン 病的意義あり 病的意義なし 病的意義不明 合計

短縮型変異 2,620 1 1,119 3,740

非短縮型非同義変異 13 129 6,429 6,571

全ての変異 2,672 1,430 16,603 20,705
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図３ ⽶国臨床遺伝・ゲノム学会 (ACMG) の提唱するエビデンスの分類法
様々なエビデンスは、ある変異体が良性バリアントと病的バリアントとのどちらであ
ることを⽰唆するかと、そのエビデンスの確実性とで分類される。BA, benign stand-
alone; BS, benign strong; BP, benign supporting; FH, family history; LOF, loss of 
function; MAF, minor allele frequency; path., pathogenic; PM, pathogenic moderate; PP, 
pathogenic supporting; PS, pathogenic strong; PVS, pathogenic very strong. (⽂献番号
[8] Richards et al., 2015 より抜粋、改変) 

Benign Pathogenic

Strong Supporting Supporting Moderate Strong Very strong

Population 
data 

MAF is too high for 
disorder BA1/BS1 
OR observation in 
controls 
inconsistent with 
disease penetrance 
BS2 
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表２ ⽶国臨床遺伝・ゲノム学会 (ACMG) の提唱する病的意義判定プロトコル
渉猟した全てのエビデンスを統合し、統⼀した規則の基に最終的な病的意義を判定す
る。BA, benign stand-alone; BS, benign strong; BP, benign supporting; PM, pathogenic 
moderate; PP, pathogenic supporting; PS, pathogenic strong; PVS, pathogenic very 
strong. (⽂献番号 [8] Richards et al., 2015 より抜粋、改変) 

Clinical significance Criteria

Pathogenic (i) 1 Very strong (PVS1) AND 

(a) ≥1 Strong (PS1–PS4) OR 
(b) ≥2 Moderate (PM1–PM6) OR 
(c) 1 Moderate (PM1–PM6) and 1 supporting (PP1–PP5) OR 
(d) ≥2 Supporting (PP1–PP5) 

(ii) ≥2 Strong (PS1–PS4)

(iii) 1 Strong (PS1–PS4) AND 

(a) ≥3 Moderate (PM1–PM6) OR 
(b) 2 Moderate (PM1–PM6) AND ≥2 Supporting (PP1–PP5) OR 
(c) 1 Moderate (PM1–PM6) AND ≥4 supporting (PP1–PP5) 

Likely pathogenic (i) 1 Very strong (PVS1) AND 1 moderate (PM1– PM6)

(ii) 1 Strong (PS1–PS4) AND 1–2 moderate (PM1–PM6)

(iii) 1 Strong (PS1–PS4) AND ≥2 supporting (PP1–PP5) 

(iv) ≥3 Moderate (PM1–PM6)

(v) 2 Moderate (PM1–PM6) AND ≥2 supporting (PP1–PP5)

(vi) 1 Moderate (PM1–PM6) AND ≥4 supporting (PP1–PP5) 

Benign (i) 1 Stand-alone (BA1) 

(ii) ≥2 Strong (BS1–BS4) 

Likely benign (i) 1 Strong (BS1–BS4) and 1 supporting (BP1– BP7) OR 

(ii) ≥2 Supporting (BP1–BP7) 

Uncertain significance (i) Other criteria shown above are not met OR 

(ii) The criteria for benign and pathogenic are contradictory 
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図４ DR-GFPレポーターアッセイによるBRCA2 機能解析
(A) DR-GFPレポーターの構造。⼆つのGFP 配列を有しているが、上流の配列は終⽌
コドンが挿⼊されており、下流の配列は不完全な配列しか持たないため、DR-GFPレ
ポーター導⼊細胞は蛍光タンパクを発現しない。(B) DR-GFPレポーター導⼊細胞にI-
SceIを⼀過性に発現させると、上流のGFP 配列に⼆本鎖切断が⽣じる。これが下流に
ある部分的なGFP 配列と相同組み換え修復を⽣じると、完全⻑のGFPが発現するよう
になり、細胞は緑⾊蛍光を発する。(C) DR-GFPレポーター導⼊細胞にI-SceIとBRCA2
バリアントを共発現させると、BRCA2バリアントの機能が正常であればGFP蛍光細胞
が多く⽣じ、機能喪失型バリアントであればGFP蛍光細胞数は少なくなる。これを
FACSで測定し、BRCA2 バリアントの機能解析を⾏う。GFP, green fluorescent 
protein; NLS, nuclear localization signal; FACS, fluorescence-activated cell sorting, w/o; 
without.

I-SceI restriction site with stop codon 5’ & 3’ truncated gene
w/o I-SceI site

puroR
GFP     NLS GFP

A

B

puroR

GFP

GFP

I-SceI induced double strand break

puroR
GFP GFP

C

I-SceI
BRCA2 variant

Co-expression

BRCA2 function (+)

BRCA2 function (-)
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表３ 細胞への遺伝⼦安定導⼊⼿法
いずれの⼿法も導⼊効率は100％ではないため、薬剤などによる導⼊細胞の選択が必要
となる。

遺伝子導入手法 導入サイズ 安定導入効率

トランスフェクション 制限なし 低い

エレクトロポレーション 制限なし 低い

レンチウイルス

レトロウイルス

8-9 kbp 高い

トランスポゾン 制限なし 中間
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図５ BRCA2 バリアントの機能解析法の開発コンセプト
BRCA2⽋損細胞株にBRCA2 バリアントを安定導⼊後、PARP阻害薬を投与すると、相
同組み換え修復能のあるバリアントを導⼊した細胞は⽣存し、相同組み換え修復能を
喪失したバリアントを導⼊した細胞は死滅する。この実験を多数のバリアントに対し
て同時並⾏的に⾏うハイスループットな実験系を構築する。VUS, variant of unknown 
significance.

PARP inhibitor treatment

VUS-1

BRCA

+ VUS-2+ VUS-3+ VUS-4+

VUS-2/3: Normal function
VUS-1/4: Abnormal function

BRCA2-deficient cell-line
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図６ MANO-B法の概略
⽬的とするBRCA2 バリアントをsite-directed mutagenesis により作成した後、バーコ
ードとなるユニークな塩基配列を持ったpiggyBac トランスポゾンベクターにサブクロ
ーニングする。これをDLD1 BRCA2 ⽋損細胞株に導⼊後、ピューロマイシンによって
選択し、各バリアントの安定発現株を作成する。多数の安定発現株を均⼀に混合した
後、薬剤あるいはDMSOを投与し12⽇間培養し、細胞を回収する。抽出したゲノム
DNAからバーコード領域をPCRによって増幅し、次世代シーケンサーによってディー
プシーケンスを⾏う。バーコードのリードカウントが各バリアントの相対的な細胞数
に対応する。DMSO処理群と薬剤処理群のバーコード数を⽐較することで、薬剤感受
性を計算する。複数回⾏った実験の結果をベイズ推定の⼿法で統合し、各バリアント
の病的意義を推定する。DMSO, dimethyl sulfoxide.

BRCA2 cDNA
wild-type

Site-directed
mutagenesis

Subcloning into
piggyBac vector

with barcode

puro

puro

puro

puro

Transduction with
transposase

DLD1 BRCA2 (–/–) 
cells

Puromycin
selection

Culture with drugs

Genomic DNA extraction
Barcode amplification
Deep sequencing
Statistical analysis

VUS-1   Abnormal function
VUS-2   Normal function

VUS-3   Normal function

VUS-4   Abnormal function

Culture with DMSO

Evenly mixed cells
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図７ トランスポゾンによる遺伝⼦の細胞への導⼊
逆向きに存在する⼆つのTIR配列の間に⽬的とする配列を組み込んだベクターと、トラ
ンスポゼース発現ベクターを細胞に同時に導⼊する。導⼊された細胞で発現したトラ
ンスポゼースはTIR配列を認識して切り出しを⾏う。piggyBacトランスポゼースの場合
、ゲノムDNAのTTAA配列を認識し、ここにトランスポゾンを導⼊する。TIR, 
terminal inverted repeat.

TIL TIL

Transposase
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第 2 章 実験材料および⽅法 

2-1. 細胞培養 

 ヒト⼤腸癌細胞株である DLD1、および BRCA2 の両対⽴遺伝⼦が短縮型変異をき

たしている DLD1 BRCA2 (−/−)を Horizon Discovery社から購⼊した。DLD1 BRCA2 

(−/−) は Cre-loxP部位特異的組換えを⽤いて DLD1 の BRCA2 の両対⽴遺伝⼦のエ

クソン 11 にフレームシフト変異を導⼊して作成された[29]。DLD1 BRCA2 (−/−) は

親細胞株に⽐べて細胞形態に変化はないものの細胞増殖得度が低下している。DLD1

はエストロゲン受容体βアイソフォーム⾼発現、プロゲストロン受容体発現陰性、

ERBB2 低〜中等度発現の細胞株であり、TP53 S241F ドミナントネガティブ変異、お

よび MSH6 の両対⽴遺伝⼦のフレームシフト変異を保持している[31–34]。いずれの

細胞も 10％ fetal bovine serum（FBS、ThermoFisher Scientific）および 2 mM L-glutamine

（ThermoFisher Scientific）を添加した RPMI 1640 培地（ThermoFisher Scientific）を⽤

い、庫内温度 37℃、⼆酸化炭素濃度 5％のインキュベーターで培養した。継代は 70‒

90％の細胞密度の時点で TrypLE Express（ThermoFisher Scientific）を⽤いて⾏った。 

 

2-2. BRCA2 バリアントの選択 

 BRCA1 および BRCA2 に関する最⼤規模の臨床的データベースである BRCA 

Exchange を参照し、239 種類のミスセンスバリアントと 5 種類のナンセンスバリアン
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トを選択した（表４）。バリアントの命名規則は Human Genome Variant Society (HGVS) 

に基づいた。野⽣型のアミノ酸配列として⽶国国⽴⽣物⼯学情報センター（National 

Center for Biotechnology Information: NCBI）における NP_000050.2: p.V2466A を採⽤

した。 

 244 種類の BRCA2 バリアントのうち、155 種類は BRCA2 タンパクの機能ドメイン

から選択し、残りの 89 種類は機能ドメイン外からランダムに選択した。機能ドメイ

ンから選択する際には、病原性のイン・シリコ予測ツールである Align-GVGD を考慮

した。病原性がある可能性が最も⾼いカテゴリーである C65 からは 62 バリアントを

選択し、その他のカテゴリーである C0, C15, C25, C35, C45, C55 からはそれぞれ 14–

23 バリアントを選択した。 

 8 種類のバリアントは、スプライスドナー部位におけるエクソン末端の 3塩基ある

いはスプライスアクセプター部位におけるエクソン先端 2塩基に位置しており、スプ

ライス異常を引き起こす可能性があった。全てのバリアントはスプライス異常のイ

ン・シリコ予測ツールである Splicing Prediction in Consensus Element (SPiCE) v2.1.351

を⽤いてスプライス異常の可能性を評価し、V159M (c.475G>A)、D23Y (c.67G>T)、

V211I (c.631G>A)、R2336P (c.7007G>C)、R2602T (c.7805G>C) の 6 バリアントについ

てはスプライス異常の可能性が⽰唆された。このバリアントはスプライス異常が⽣じ

ないと仮定したうえで cDNA を作成し、選択した 244 種類全てのバリアントを
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MANO-B 法による機能解析の対象とした。 

2-3. ベクターの作成 

 BRCA2 を細胞株に導⼊するにあたり、piggyBac トランスポゾンベクターを⽤いた。

piggyBac dual promoter vector（PB513B-1; System Biosciences社）の CMV プロモータ

ーとマルチプルクローニングサイトの間に 10塩基⻑のランダムな塩基（バーコード

配列）を挿⼊した。野⽣型 BRCA2 遺伝⼦の cDNA を pcDNA3 236HSC WT ベクター

（Addgene plasmid # 16246）から piggyBac ベクターのマルチプルクローニングサイト

にサブクローニングした。各バリアントは特異的なプライマーを⽤いて site-directed 

mutagenesis の⼿法で導⼊した。DR-GFP レポーターアッセイには、piggyBac ベクター

に含まれる GFP 遺伝⼦配列を削除したベクターを site-directed mutagenesis の⼿法で

作成し⽤いた。Western ブロットには、N 末端に FLAG タグ (DYKDDDDK) を site-

directed mutagenesis で導⼊したベクターを⽤いた。作成したベクターに配列を確認す

るため、プラスミドを E220 Focused-ultrasonicator (Covaris, Inc.) を⽤いて平均 300塩

基⻑に断⽚化し、NEBNext Ultra II DNA Library Prep Kit（New England BioLabs）を⽤

いてライブラリー調整した上で MiSeq (Illumina)を⽤いてシーケンスを⾏った。導⼊

した変異を含めた BRCA2 の cDNA 全⻑の配列、変異と⼀対⼀対応するバーコード配

列、piggyBac ベクターバックボーンの配列について検証を⾏った。シーケンスデータ

を Bowtie2 v2.3.4.2 を⽤いてリファレンス配列にマッピングし、samtools v1.9、bcftools 
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v1.9、IGV v2.4.10 を⽤いてプラスミド全⻑の配列を決定した。プラスミドに予定外の

変異が⽣じていた場合は破棄した。結果として全てのプラスミドには導⼊した１つの

変異と、変異と⼀対⼀対応する固有のバーコード配列のみが導⼊された。トランスポ

ゾンを細胞に導⼊するために必要なトランスポゼースとして使⽤した hyperactive 

piggyBac transposase expression vector (pCMV-hyPBase)は Trust Sanger Institute から供与

された。DR-GFP レポーターアッセイに⽤いた pCBASceI と pHPRT-DRGFP（Addgene 

plasmid # 26477、# 26476）はメモリアル・スローン・ケタリング研究所の Maria Jasin

博⼠から供与された。DR-GFP レポーター配列に含まれるピューロマイシン耐性遺伝

⼦はゼオシン耐性遺伝⼦（Sh_ble）に置換した。改変した pHPRT-DRGFP を XhoI と

SacI でダブルダイジェストして得られた DR-GFP レポーター配列と、piggyBac ベク

ターを SpeI と ApaI でダブルダイジェストした産物を、ともに末端平滑化処理をした

上でライゲートし、細胞にトランスポゾンを⽤いて DR-GFP レポーター配列を導⼊

するための piggyBac-DRGFP ベクターを作成した。 

 

2-4. トランスポゾンを⽤いた遺伝⼦の安定導⼊ 

 DLD1 細胞株への遺伝⼦導⼊はリポフェクションによるトランスフェクションで

⾏った。個々の細胞に確実に⼀種類だけの BRCA2 遺伝⼦バリアントを導⼊するため、

全てのバリアントはそれぞれ別個の well で細胞に導⼊した。個々のバリアント導⼊



 

 27 

細胞から実際にゲノム DNA を採取し組み込まれた配列を確認する実験は⾏わなかっ

た。複数回の実験を繰り返した際、プラスミドは再作成せず同⼀のクローンを使⽤し

た。トランスフェクションの 24時間前に細胞を 96-well プレートに 1×104 cells/well

で播種した。トランスフェクションの直前に、全ての well を 100 µl の新鮮な培地に

交換した。1 well あたり、piggyBac ベクターを 100 ng、pCMV-hyPBase ベクターを 50 

ng、Lipofectamine Stem Transfection Reagent (Thermo Fisher Scientific)を 0.5 µl、Opti-MEM 

I Reduced Serum Medium (Thermo Fisher Scientific)を 50 µl を⽤いた。上記の試薬を混

合して室温で 20分間静置した後、各 well に滴下した。トランスフェクションの 2 ⽇

後から、7 ⽇間抗⽣物質を⽤いて薬剤選択を⾏い、遺伝⼦⾮導⼊細胞を除去した。

BRCA2 を導⼊した細胞はピューロマイシン 3 μg/ml で処置後、得られたポリクロー

ナルな細胞集団をそのまま以後の実験で⽤いた。DR-GFP レポーターを導⼊した細胞

はゼオシン 100 μg/ml で処置後、ゼオシン耐性を有する⼀つのコロニーから細胞を

ピックアップし、これを増殖させてモノクローナルな細胞株を樹⽴し、以後の実験で

⽤いた。 

 

2-5. デジタルドロップレット PCR 

 BRCA2 バリアントを導⼊した細胞からゲノム DNA を QIAamp DNA Mini kit

（QIAGEN）を⽤いて調整した。ゲノム DNA 100 ng、Droplet Digital PCR Supermix for 
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probes (Bio-Rad Laboratories)、BRCA2 の cDNA あるいは intron をターゲットとしたプ

ライマーおよびプローブを⽤い、QX100 Droplet Generator (Bio-Rad Laboratories)を使

⽤してドロップレットを作成した（表５）。プライマーの最終濃度は 900 nM、プロー

ブの最終濃度は 250 nM とした。PCR反応は T100 Thermal Cycler (Bio-Rad Laboratories)

を⽤い、推奨されている実験条件で⾏った。ドロップレットのカウントとデータ解析

は QX100 droplet reader (Bio-Rad Laboratories)および QuantaSoft v1.6.6.0320 を⽤いた。

ゲーティングはソフトウェアが⾃動的に最適化した⼗字線を⽤いた。各サンプルに対

し、約 15,000 個のドロップレットを解析に⽤いた。DLD1 細胞株は pseudodiploid で

あり内因性の BRCA2 遺伝⼦のコピー数が 2 であることを利⽤して、細胞に導⼊され

た BRCA2 cDNA のコピー数を算出した。 

 

2-6. リアルタイム RT-PCR 

 BRCA2 バリアントを導⼊した細胞から RNA を RNA-Bee reagent（Cosmo Bio）を⽤

いて回収し、DNase I (Takara)でゲノム DNA の分解を⾏った後、もう⼀度 RNA-Bee を

⽤いて DNase I の不活化と精製を⾏った。得られたトータル RNA 1 µg を SuperScript 

IV VILO reverse transcriptase（ThermoFisher Scientific）を⽤いて逆転写し⼀本鎖 cDNA

を得た。BRCA2 exon 11 および ACTB に対するプライマー、Power SYBR Green PCR 

Master Mix (Thermo Fisher Scientific)を⽤い、7500HT Fast Real-Time PCR System (Thermo 
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Fisher Scientific)で PCR 反応と蛍光強度の測定を⾏った（表５）。ターゲットとした

BRCA2 の塩基配列は DLD1 の親細胞株にのみ存在し、isogenic な BRCA2 ⽋損細胞株

には存在しない部位を選択した。よって、BRCA2 ⽋損細胞株から検出された mRNA

はトランスポゾンによって導⼊された cDNA 由来となる。ハウスキーピング遺伝⼦

である ACTB を内因性コントロールとして規格化し、各サンプルの BRCA2 の相対発

現量を算出した。各サンプルの測定は technical triplicate で⾏った。実験は biological 

triplicate で⾏い、平均値と標準偏差を算出した。 

 

2-7. Western ブロット 

 N 末端に FLAG タグがついた BRCA2 バリアントを 20 種類作成し、これらを安定

導⼊した細胞から 2-mercaptoethanol (Sigma)を添加した sodium dodecyl sulfate (SDS)を

⽤いてタンパクを回収した。FLAG-BRCA2 の検出には 70 µg のタンパクを⽤い、50°C

で 20分間処理した。ACTB の検出には 10 µg のタンパクを⽤い、95°C で 3分間処理

した。FLAG-BRCA2 に対しては 6％、ACTB に対しては 10％の SDS ポリアクリルア

ミドゲルを⽤い、150V の電圧で電気泳動を⾏った。分⼦量マーカーとして Precision 

Plus Protein All Blue Standards (Bio-Rad Laboratories)を⽤いた。泳動終了後にタンパク

を Immobilon-P transfer membrane (Millipore) に 50V の電圧で 3時間かけて転写した。

抗体の⾮特異的結合を防ぐため、5%スキムミルクを加えた 0.05% Tween 20 containing 
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Tris-buffered saline (TBST)で 1時間ブロッキングした後、⼀次抗体として 500倍希釈

抗 FLAG マウスモノクローナル抗体 (F3165; Sigma)および 2,000 倍希釈抗 beta-Actin

ラビットモノクローナル抗体 (#4970; Cell Signaling Technology) と 4 ℃で 16時間反

応させた。TBST で洗浄後、2 次抗体として 10,000 倍希釈 peroxidase 標識抗マウス

IgG および抗ラビット IgG 抗体 (NA931V および NA934V; GE Healthcare)と室温で 4

時間反応させた。化学発光試薬として SuperSignal West Femto (GE Healthcare)を⽤いて

特異的なバンドを検出した。 

 

2-8. 細胞⽣存アッセイ 

 DLD1 親細胞株、および BRCA2 ⽋損 DLD1 細胞株に BRCA2 バリアントを導⼊し

た細胞を 96-well プレートに 2.0 × 103 cells/well、培地 100 μl of medium/well で播種

し、PARP 阻害薬あるいはカルボプラチン（CBDCA）を種々の濃度で各 well に加え

た（olaparib (50 nM‒5 μM, Selleckchem)、 niraparib (10 nM‒1 μM, Selleckchem)、

rucaparib (50 nM‒5 μM, LC Laboratories)、CBDCA (50 nM‒5 μM, Selleckchem)）。薬

剤を加えない well には、dimethyl sulfoxide (DMSO, Nacalai Tesque)を体積濃度 0.01%と

なるように加えた。薬剤を加えてから 144 時間後、培地に 10 μL の PrestoBlue cell 

viability reagent (ThermoFisher Scientific)を加えよく混合した。蛍光強度を 2030 ARVO 

X3 microplate reader および PerkinElmer 2030 Software v4.0 (PerkinElmer) (excitation; 530 
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nm, emission; 590 nm)で計測した。細胞を加えていない well をネガティブコントロー

ルとした。⽣存曲線は GraphPad Prism software v8.02 for Mac (GraphPad Software, Inc.)

を⽤いて描画した。 

 

2-9. MANO-B 法 

 MANO-B 法は、これまでに間野博⾏研究室が開発したハイスループット遺伝⼦機

能解析法である MANO 法を発展させたものである。BRCA2 の各バリアントを個別に

BRCA2 ⽋損 DLD1 細胞株に導⼊し BRCA2 バリアントの安定発現を得た上で、それら

すべてを均等に混合し競合的な条件下で培養を⾏った。細胞は 1 × 104 cells/cm2 の

密度で播種した。PARP阻害薬(olaparib、 niraparib、rucaparib)、CBDCA、DMSO を培

地に加えて 12 ⽇間培養し、途中の 6 ⽇⽬に⼀度だけ継代を⾏った。12 ⽇⽬に細胞を

回収し、QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen)を⽤いてゲノム DNA を回収した。ゲノム DNA 

300 ng（1 細胞あたりのゲノムを 6 pg、細胞に導⼊された cDNA の平均コピー数を 10

とすると、100,000 個のゲノムあるいは 500,000 個のバーコードに相当）を鋳型とし

てバーコード配列を PCR 30サイクルで増幅した。PCR に⽤いた primer にはディープ

シーケンス⽤の index配列を付加し、PCR産物をライブラリーとして直接シーケンス

できるようにした（表６）。ライブラリーの定量と評価を Qubit 2.0 fluorometer 

(ThermoFisher Scientific)および Agilent 2200 TapeStation system (Agilent)で⾏った。ライ
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ブラリーは MiSeq sequencer、MiSeq Control Software v2.5.0.5、および Reagent Kit V2 

(300 cycles)を⽤いてシーケンスし、各バリアントに対応するバーコード配列をカウン

トした。各バリアントは、少なくとも 2 回の独⽴した biological replicate で⾏い、各

実験は technical triplicate で⾏った。全ての実験で、野⽣型および D2723H バリアント

をそれぞれ良性と悪性のコンロトールとして⽤いた。トランスフェクションや遺伝⼦

導⼊効率が結果に⼤きな影響を与える実験系であることから、それぞれの biological 

replicate 実験を⾏うたびに細胞への遺伝⼦導⼊を⾏った。3 回⾏われた実験のうち、

1回⽬は 107 バリアントと空ベクターを、2回⽬と 3回⽬は 244 バリアントと空ベク

ターを⽤い、機能解析を⾏った。 

 

2-10. モデルの評価 

 MANO-B 法から得られたデータに適合する最適な混合正規分布を推定するため、

R ⾔語および mclust v5.4.5 パッケージによる expectation‒maximization アルゴリズム

を⽤いた。Bayesian information criterion が最⼤となる混合正規分布モデルを採⽤した。 

 

2-11. 階層ベイズモデリング 

 MANO-B 法で得られた各バリアントに対応するバーコードのリードカウントを⽤
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いたバリアントの機能解析を⽬的として、ベイズ階層混合モデルを構築した。各バ

リアントにおいて、バーコードカウント⽐率が DMSO処理群と各薬剤処理群で何倍

に変化しているかを計算した。これは、個別に実験を⾏った場合の、薬剤処理群に

おける細胞⽣存率の評価に相当する。得られた数値の常⽤対数を取った後、野⽣型

の数値が log10(1.0) = 0、D2723H バリアントの数値 log10(0.003) となるように線型変

換した。野⽣型と D2723H バリアントを除いた残りの 242 バリアントについて、算

出された数値を基にして機能解析を⾏った。 

 以下の解析では、expectation‒maximization アルゴリズムによって推定したデータ

の従う最適な混合正規分布に基づき、各バリアントの真の機能を反映する値である

functional variant-specific effect; ηv が 2-component混合正規分布に従うと仮定した。

各バリアントが病的バリアントである事前確率は、無情報事前確率分布である場合

と、Huntsman Cancer Institute (HCI) Breast Cancer Genes Prior probabilities website 

(http://priors.hci.utah.edu/PRIORS) および BRCA Exchange website 

(https://brcaexchange.org) から⼊⼿した Align-GVGD分類に基づく事前確率分布のい

ずれかを⽤いた。Align-GVGD分類は、ウニからヒトまで進化的に保存されてきた

アミノ酸残基の情報に基づき C0 から C65 の 7段階に各単塩基置換変異を分類する

ものである。この分類は重要な機能があるキードメインに⽣じた変異にのみ適応で

きる。キードメインは HCI の情報に従い、以下のように定めた。PALB2 interaction 
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domain (amino acid residues 10–40), DNA-binding domain (2481–3186), TR2 RAD51-

binding domain (3269–3305). キードメイン外に⽣じた変異の事前確率は、HCI および

BRCA Exchange の指針に準じて、Align-GVGD分類によらず⼀律に 0.02 と定めた。 

 モデルのグラフィカルモデルを図８に⽰す。モデルで⽤いた等式とパラメータは

以下の通り。 

!Pr(𝑓!	|	𝐷! , 𝑋! , 𝜃)
!

= 

! Pr(𝑓!	|	𝐷! , 𝑋! , 𝜃)
{!: %!&'}

  ! Pr(𝑓!	|	𝐷! = N, 𝑋! , 𝜃)
{!: %!&)}

 

! 0𝜋*(!,')Pr(𝑓!	|	𝐷! = A, 𝑋! , 𝜃) + 𝜋*(!,))Pr(𝑓!	|	𝐷! = N, 𝑋! , 𝜃)4
{!: %!	/0	1232452}

 

 

等式中のパラメータは以下の通り。 

Pr(Data	| Parameters):		likelihood	of	data	observation	with	parameters 

𝑣:	variant	index 

𝑓!:	measurements	of	functional	experiments	for	𝑣 

𝐷!: L
𝐷!	=	A	(𝑣	=	abnormal)
𝐷!	=	N						(𝑣	=	normal)

 

𝑋!:	batch	and	experimental	indices	for	each	measurement 

𝜃:	model	parameters 

𝜋*(!,'/)):	prior	probability	that	is	abnormal/normal 
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各データとパラメータの真の分布は以下の式で推定した。 

 Pr(𝑓!∗ 	|	𝐷!∗ , 𝑋!∗ , 𝜃) = ∏ Pr(𝑓!	|	𝐷! , 𝑏, 𝑒, 𝜃){(!,7,8): !&!∗}   

制約条件と弱情報事前分布を以下の様に定めた。 

𝑏:	batch	index 

𝑒:	experimental	index 

𝛽7:	batch-specific	random	intercept	effect 

𝜏7:	batch-specific	random	slope	effect 

𝜅9:	center	of	the	distribution	𝛽7 

𝜅::	center	of	the	distribution	𝜏7 

𝜆9:	standard	deviation	of	the	distribution	𝛽7 

𝜆::	standard	deviation	of	the	distribution	𝜏7 

𝜂!:	variant-specific	random	effect 

𝜂*;2:	center	of	the	abnormal	variants'	𝜂!	distribution 

𝜂<=>:	center	of	the	normal	variants'	𝜂!	distribution 

𝜅9:	standard	deviation	of	the	abnormal	variants'	𝜂!	distribution 

𝜅::	standard	deviation	of	the	normal	variants'	𝜂!	distribution 

𝜓:	residual	error 

Key	domains:	 [
PALB2	interaction	domain	(amino	acid	residues	10–40)
DNA-binding	domain	(2481–3186)
TR2	RAD51-binding	domain	(3269–3305)
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上記の値は以下の分布から生成されると定めた。 

𝑓!	~	Normal(𝛽7 	+ 	𝜏7𝜂! , 𝜏7𝜓)
𝛽7	~	Normal(𝜅9, 𝜆9)
𝜏7	~	Normal(𝜅:, 𝜆:), 𝜏7 > 	0

𝜂!	|	𝐷! = A	~	Normal(𝜂*;2, 𝜎9)	{𝑣: 𝐷! = A	 ∧ 	𝑣	 ≠ D2723H}
𝜂!	|	𝐷! = N	~	Normal(𝜂24?, 𝜎:)	{𝑣: 𝐷! = N	 ∧ 	𝑣	 ≠ WT}

𝜂@A = log9B(1.0)
𝜂C:D:EF = log9B(0.003)

𝜂24? = estimated	value	by	mclust	package	with	the	training	data	set
𝜂*;2	~	Normal(𝜂C:D:EF, 5)				(training	data	set)
𝜂*;2 = 	𝑎𝑠	𝛽7 + 𝜏7𝜂*;2	value	is	the	same	in	the	training	data	set	(full	analysis)
𝜅9	~	Normal(0, 5)
𝜅:	~	Normal(1, 5)

𝜓, 𝜎9, 𝜎:, 𝜆9, 𝜆:	~
GGH	HalfNormal(0, 5)

𝐷!	~	Bernoullix𝜋*(!)y	{𝑣: 𝐷!	is	unknown}
𝜋*(!)~	𝐵𝑒𝑡𝑎(1, 1)		(noninformative	prior	probability)

										

⎩
⎪⎪
⎨

⎪⎪
⎧
𝜋*(!)	~	𝐵𝑒𝑡𝑎(15.00, 3.48)			{𝑣	 ∈ C65, inside	key	domains}
𝜋*(!)	~	𝐵𝑒𝑡𝑎(5.38, 2.57)			{𝑣	 ∈ C35, C45, C55, inside	key	domains}
𝜋*(!)	~	𝐵𝑒𝑡𝑎(3.76, 9.00)			{𝑣	 ∈ C15, C25, inside	key	domains}
𝜋*(!)	~	𝐵𝑒𝑡𝑎(1.43, 73.1)			{𝑣	 ∈ C0, inside	key	domains}
𝜋*(!)	~	𝐵𝑒𝑡𝑎(1.64, 120.44)			{𝑣	 ∈ outside	key	domains}
𝜋*(!)	~	𝐵𝑒𝑡𝑎(387, 1.07)			{𝑣	 ∈ nonsense	variants}

																	(Align-GVGD-based	prior	probability)

 

 

 このモデルでは、既に知られている 22 種類の病的バリアントと 37 種類の良性バ

リアントをトレーニングデータセットとして⽤い、定数値として設定する良性バリ

アントの variant-specific effect の中央値であるηnor を、mclust v5.4.5 package をトレ

ーニングデータセットに適⽤して expectation‒maximization アルゴリズムによって算

出した良性バリアントの variant-specific effect の中央値と定義した。全 244 バリアン

トの解析において、βb + τbηabn がトレーニングデータセットの解析における βb + 
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τbηabn と⼀致するように定めた。Normal(μ,σ) は平均 μ、標準偏差 σ の正規分布を意

味する。X ~ HalfNormal(0,5) は X が平均値 0、標準偏差 5 の正規分布に従うが、X

は常に⾮負にであるという拘束条件に従うことを意味する。Align-GVGD に従った

事前分布において、β分布のパラメータはその 2.5%–97.5%のパーセンタイルが、

Align-GVGD の定める 95％信頼区間の下限と上限にそれぞれ⼀致するように定め

た。各パラメータの事前分布は、実現可能性があると考えられる範囲を⼗分に超え

て値を取るように定めた。標準偏差のパラメータに対する弱情報事前分布として通

常ハーフコーシー分布を⽤いるが、コーシー分布は今回のモデルでの実現可能な範

囲を⼤きく超えた値を取り得るため不適当と考え、標準偏差のパラメータに対する

弱情報事前分布として半正規分布を採⽤した。 

 

2-12. ベイズ推定 

 上述のモデルを⽤い、ハミルトニアンモンテカルロ法によってパラメータの推定を

⾏ っ た 。 R v3.5.3 お よ び Stan v2.19.3 で 記 載 し た ソ ー ス コ ー ド は

https://github.com/MANO-B/Bayes から⼊⼿可能である。 サンプラーは 4 チェーンで

⾏い、それぞれのチェーンで 1,500 回のウォームアップ反復と、それに引き続いて

3,500 回のサンプリング反復 を⾏った。全てのサンプリング反復を解析に⽤いた。 

これらの連鎖は Gelman and Rubin の収束診断に合格しており、R-hat値はすべてのパ
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ラメータで 1.1未満であった。これは、ランダムな開始値から開始された 4 つの連鎖

が全体として収束していることを⽰している。各バリアントのモデルパラメータ、ベ

イズ因⼦、および病原性カテゴリの周辺事後分布とベイズ信⽤区間（CI）、点推定値

として平均値を計算した。 

 

2-13. 予測精度検査 

 ベイズ推定モデルの正確性を検証するため、244 バリアントから得られた実験デー

タと、モデルから⽣成したデータの⼀致性を確認した。各バリアント導⼊細胞の対数

正規化相対⽣存率の事後予測標準残差の QQ プロットを R ⾔語の car v3.0.6 package

で描画した。95% 信頼区間を緑⾊の破線で描画した。fv の事後予測分布と観測データ

との⼀致を確認するために、各チェーンから 512組のパラメータサンプルをランダム

に抽出した。次に、バッチ対バッチ⽐を考慮して、各サンプルのη、β、τ、ψによ

って規定される正規分布から、バリアントごとに 612個のランダム値を⽣成した。対

数正規化された相対⽣存率データの事後予測密度曲線は、それぞれ 512個のサンプル

を含む 612個のデータセットから計算された。 

 

2-14. DR-GFP レポーターアッセイ 
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 BRCA2 バリアントを組み込んだ 24 種類の piggyBac ベクター、および I-SceI 発現

ベクターである pCBASce を、DR-GFP レポーターを導⼊した DLD1 BRCA2 (−/−) 細

胞にコトランスフェクションした。トランスフェクションの 24時間前に、細胞を 12

ウェルプレートに 1 × 105 cells/well の密度で播種した。トランスフェクションの直前

に新しい 1 ml の培地で培地交換した。トランスフェクションミクスチャーは BRCA2

発現 piggyBac ベクター1 μg、pCBASce ベクター 500 ng、Lipofectamine Stem Transfection 

Reagent 4 μl、Opti-MEM I Reduced Serum Medium 250 μl を混合して作成し、室温で 20

分間おいてから各ウェルに加えた。制限酵素である I-SceI によって引き起こされた、

DR-GFP レポーター配列中の DNA⼆本鎖切断は、近傍にある部分的な GFP配列と相

同組み換え修復によって修復され、完全⻑の GFP を発現する細胞が⽣じる。トラン

スフェクションの 4 ⽇後に細胞を回収し、BD FACSCanto II および BD FACSDiva 

Software v6.1.3 (BD Bioscience)を⽤いた FACS で GFP蛍光陽性細胞をカウントした。

全てのカウント数は線形変換によって D2723H バリアント導⼊細胞のカウント数と

野⽣型導⼊細胞のカウント数の⽐が 1:5 になる様に正規化した。全てのバリアントは

biological duplicate および technical triplicate により実験を⾏った。 

 

2-15. 統計学的解析 

 全ての統計解析は R⾔語で⾏った。データは平均値±標準偏差、平均値±標準誤差、
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または平均値± 95%信⽤区間の形でまとめ、それぞれの図表の説明⽂中に詳細を記載

した。検査の感度と特異度の信頼区間は正確⼆項信頼区間として求めた。変異体間の

差の検定は両側クラスカル・ウォリス検定で⾏った。p 値が 0.05 未満であるときに

統計学的に有意とした。 
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表４ 作成したBRCA2 バリアント244種類および空ベクター

# Variant HGVS 
mutation Barcode IARC 

classification
Align-GVGD 
Classification Align-GVGD key domains

1 Wild-type - TCGTTTGTCT Class 1 Class C0 -
2 Empty-vector - GTGTGGTGGG Class 5 Non-sense -
3 R18H c.53G>A ATCGTATTTC Class 2 Class C0 PALB2 interaction domain
4 K21R c.62A>G TCTGCGATTC Unclassified Class C0 PALB2 interaction domain
5 W31C c.93G>T TCTTTATGGT Unclassified Class C65 PALB2 interaction domain
6 P41L c.122C>T CCTTGTGCAT Unclassified Class C0 -
7 Y42C c.125A>G GGGCGGTTGT Class 1 Class C0 -
8 N55S c.164A>G TTCCTTTACT Unclassified Class C0 -
9 P59A c.175C>G ATGGGACTTG Unclassified Class C0 -
10 N108S c.323A>G ATTCTGTTTC Unclassified Class C0 -
11 Q147R c.440A>G CGCCTGACGT Unclassified Class C0 -
12 D156G c.467A>G GCACTTTCTA Unclassified Class C0 -
13 V159E c.476T>A TGGCCGGTGC Unclassified Class C0 -
14 P168T c.502C>A GGTACCTCGT Class 1 Class C0 -
15 V208G c.623T>G TTTGCTCGTT Unclassified Class C15 -
16 F266L c.796T>C TAGCCTCTGC Unclassified Class C0 -
17 R324T c.971G>C GTTGAGGTTG Unclassified Class C0 -
18 S326R c.978C>A TTGAATGTCC Class 1 Class C0 -
19 S445Y c.1334C>A TAGGTGGTCC Unclassified Class C0 -
20 E462G c.1385A>G TGGCTCGGGC Class 1 Class C0 -
21 N588D c.1762A>G TGGCGAGAGG Class 2 Class C0 -
22 H595Y c.1783C>T TGATGTCCGC Unclassified Class C0 -
23 T598A c.1792A>G GTGTCTGTTG Class 2 Class C0 -
24 Y600C c.1799A>G TTATTAATGA Unclassified Class C0 -
25 G602R c.1804G>A TCTCCCGACC Class 1 Class C0 -
26 G602V c.1805G>T TTCTTTGTCA Unclassified Class C0 -
27 E747G c.2240A>G CTGGGACATC Unclassified Class C0 -
28 S755C c.2264C>G TGCCTAGTTT Unclassified Class C0 -
29 N854S c.2561A>G ACCGGTCAGC Unclassified Class C0 -
30 L1019V c.3055C>G ACTTGGAATC Class 1 Class C0 -
31 S1074C c.3220A>T AATAGGTTTT Unclassified Class C0 -
32 I1167V c.3499A>G CTCTTGGGGG Unclassified Class C0 -
33 M1168I c.3504G>T TGTGTGTTCA Unclassified Class C0 -
34 A1170V c.3509C>T TTCAGGCCCA Unclassified Class C0 -
35 S1172L c.3515C>T TTTAGTCGGC Class 1 Class C0 -
36 N1228D c.3682A>G TTTGCTTTTG Class 1 Class C0 -
37 R1329S c.3987A>T CTGCATTGTA Unclassified Class C0 -
38 D1420Y c.4258G>T TCGCTAGGGG Class 1 Class C0 -
39 F1524V c.4570T>G CCGCACATTC Class 1 Class C45 -
40 K1530N c.4590A>T GTTGGGGGTG Unclassified Class C0 -
41 V1532F c.4594G>T TTATCTCAGT Unclassified Class C0 -
42 K1690N c.5070A>C ACGCGGATTG Class 1 Class C0 -
43 E1695V c.5084A>T GATCATTGCG Unclassified Class C15 -
44 G1696V c.5087G>T TCGTGTCCCC Unclassified Class C0 -
45 D1699N c.5095G>A CGTGGTTAAG Unclassified Class C0 -
46 D1728N c.5182G>A GATCGACCGC Unclassified Class C0 -
47 D1737V c.5210A>T CTCGTCGGCG Unclassified Class C0 -
48 N1878K c.5634C>G TGCGGGCCTA Class 1 Class C0 -
49 H1918R c.5753A>G GCATTATGGT Class 1 Class C0 -
50 S1970L c.5909C>T CGGAGGACGT Unclassified Class C0 -
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# Variant HGVS 
mutation Barcode IARC 

classification
Align-GVGD 
Classification Align-GVGD key domains

51 E2020K c.6058G>A CGGTGGCCTC Class 2 Class C0 -
52 H2074N c.6220C>A GGTGTCGCGT Class 1 Class C0 -
53 K2075N c.6225A>C GTCGTTCAGT Unclassified Class C0 -
54 V2138D c.6413T>A TTCTTAGGAG Unclassified Class C0 -
55 H2324R c.6971A>G TGTGGGATGG Unclassified Class C0 -
56 P2329L c.6986C>T TTCATAGTTT Unclassified Class C0 -
57 R2336G c.7006C>G CGTACTTGGA Unclassified Class C0 -
58 T2337A c.7009A>G CTTTGTGGTC Unclassified Class C0 -
59 K2411T c.7232A>C TAGCGTGTGA Class 1 Class C0 -
60 T2412A c.7234A>G TGCGGTTTTC Unclassified Class C0 -
61 T2412I c.7235C>T GGCAGTGGTA Unclassified Class C0 -
62 R2418G c.7252A>G GGCTTGAATG Class 2 Class C0 -
63 N2436I c.7307A>T AAAAACATTG Class 1 Class C0 -
64 Y2601C c.7802A>G AGCTGAGATT Unclassified Class C65 DNA binding domain
65 L2604P c.7811T>C GCACCCGCTG Unclassified Class C35 DNA binding domain
66 G2609D c.7826G>A TTATAAGGTG Class 4 Class C65 DNA binding domain
67 N2622S c.7865A>G AACAGTTTCA Unclassified Class C45 DNA binding domain
68 H2623R c.7868A>G TTTTGTCAGG Unclassified Class C25 DNA binding domain
69 W2626R c.7876T>A GTGCATCTGT Unclassified Class C65 DNA binding domain
70 W2626C c.7878G>C TGTTTATTTT Class 5 Class C65 DNA binding domain
71 I2627V c.7879A>G GCCGGGCTGG Unclassified Class C25 DNA binding domain
72 P2639L c.7916C>T TTTACGTCTT Unclassified Class C65 DNA binding domain
73 E2663K c.7987G>A CGCTGGGCCT Unclassified Class C55 DNA binding domain
74 I2664M c.7992T>G GGTTTTGTTA Unclassified Class C0 DNA binding domain
75 M2676T c.8027T>C CCTCTCTTAG Class 2 Class C0 DNA binding domain
76 L2688P c.8063T>C TGAAGGCGGC Class 4 Class C65 DNA binding domain
77 S2697N c.8090G>A CGCTCCCGGC Class 2 Class C0 DNA binding domain
78 A2717S c.8149G>T GTCTTGATTT Class 1 Class C0 DNA binding domain
79 L2721H c.8162T>A GTTTCAGATG Unclassified Class C25 DNA binding domain
80 T2722R c.8165C>G TGACTGGCCT Class 5 Class C65 DNA binding domain
81 T2722K c.8165C>A GTTAGTTGTA Unclassified Class C65 DNA binding domain
82 D2723H c.8167G>C GGCTTTTCTT Class 5 Class C65 DNA binding domain
83 D2723E c.8169T>A GACTGTCGCG Unclassified Class C35 DNA binding domain
84 G2724W c.8170G>T GCTTCCCATG Unclassified Class C35 DNA binding domain
85 K2729N c.8187G>T GCTTGCGGGC Class 1 Class C0 DNA binding domain
86 V2747I c.8239G>A TCGCGTTCGG Unclassified Class C0 DNA binding domain
87 G2748D c.8243G>A TCCATCGTTT Class 5 Class C65 DNA binding domain
88 R2842H c.8525G>A GGTCTTGGAC Class 1 Class C25 DNA binding domain
89 R2896C c.8686C>T ATTTTTTTCT Unclassified Class C0 DNA binding domain
90 V2908G c.8723T>G CCGTGTCAGG Class 2 Class C35 DNA binding domain
91 A2911E c.8732C>A CCATCGCAGC Unclassified Class C0 DNA binding domain
92 A2911V c.8732C>T TCCTGGGTTG Unclassified Class C0 DNA binding domain
93 D2913H c.8737G>C TTTGTGGCTG Unclassified Class C65 DNA binding domain
94 I2944F c.8830A>T AACTCTACCT Class 1 Class C0 DNA binding domain
95 I3044V c.9130A>G CTGCTGTGGC Unclassified Class C0 DNA binding domain
96 R3052W c.9154C>T TCTGTTGACC Class 5 Class C65 DNA binding domain
97 P3054S c.9160C>T TTGTTCTGGT Unclassified Class C0 DNA binding domain
98 D3095E c.9285C>A GGACATCATT Class 5 Class C35 DNA binding domain
99 E3096K c.9286G>A AGGCGTTTCC Class 2 Class C0 DNA binding domain
100 Y3098H c.9292T>C ACTTAGTCAT Class 1 Class C0 DNA binding domain

表４（続） 作成したBRCA2 バリアント244種類および空ベクター
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# Variant HGVS 
mutation Barcode IARC 

classification
Align-GVGD 
Classification Align-GVGD key domains

101 N3124I c.9371A>T TTTTCTTTAT Class 5 Class C65 DNA binding domain
102 I3183V c.9547A>G CTTTTTTACT Unclassified Class C0 DNA binding domain
103 N3187K c.9561T>A CATTGTGTTT Unclassified Class C0 -
104 S3291C c.9872C>G TCTTGTTGGG Unclassified Class C65 TR2 RAD51 binding domain
105 P3292L c.9875C>T GCTGGTCCTC Class 1 Class C0 TR2 RAD51 binding domain
106 S3319F c.9956C>T AGGTGGTCAG Unclassified Class C0 -
107 R3385H c.10154G>A ATCATGCCGT Unclassified Class C0 -
108 T3387A c.10159A>G CGCACAGCCT Unclassified Class C0 -
109 R18C c.52C>T TCAGCTGGGA Class 2 Class C15 PALB2 interaction domain
110 G25R c.73G>A CGCGGGCTTT Unclassified Class C65 PALB2 interaction domain
111 N30H c.88A>C GAGCGTCAGG Unclassified Class C15 PALB2 interaction domain
112 W31G c.91T>G TCCGCGCGCG Unclassified Class C65 PALB2 interaction domain
113 W31L c.92G>T GGGCATATCG Unclassified Class C55 PALB2 interaction domain
114 F32L c.94T>C TGTTGTGGGG Unclassified Class C15 PALB2 interaction domain
115 T77I c.230C>T TTTGTGTTTG Unclassified Class C65 -
116 G185V c.554G>T GGCTTGCTGG Unclassified Class C65 -
117 D191V c.572A>T GTTGCGGTGG Unclassified Class C35 -
118 T200I c.599C>T GTTGAGGCCT Unclassified Class C65 -
119 T207I c.620C>T TCTGTTCTTT Unclassified Class C65 -
19-2 S445Y c.1334C>A GGCCCGGTTC Unclassified Class C0 -
120 F590C c.1769T>G CCGGTAGGCC Unclassified Class C65 -
121 Y592C c.1775A>G CGCGTTGTCT Unclassified Class C65 -
122 T1128I c.3383C>T TTCTCGGACC Unclassified Class C65 -
123 G1224V c.3671G>T CCGTCTGTAT Unclassified Class C65 -
50-2 S1970L c.5909C>T CTTTCGGACA Unclassified Class C0 -
124 T1980I c.5939C>T TCGTGATAGG Unclassified Class C65 -
125 S2006R c.6016A>C TTGTGCCATT Unclassified Class C0 -
126 G2057E c.6170G>A GTGGTGGTGC Unclassified Class C65 -
127 R2488G c.7462A>G CCTCTCTTAG Unclassified Class C45 DNA binding domain
128 Q2491R c.7472A>G ATCCCTGTTG Unclassified Class C35 DNA binding domain
129 V2503D c.7508T>A CTCGCCGGTG Unclassified Class C45 DNA binding domain
130 S2509R c.7525A>C TGCTGGAGGT Unclassified Class C65 DNA binding domain
131 S2509N c.7526G>A TCGCGTGTAG Unclassified Class C45 DNA binding domain
132 L2510P c.7529T>C GAAATGATTG Unclassified Class C65 DNA binding domain
133 K2514T c.7541A>C GTTGCCTTAT Unclassified Class C25 DNA binding domain
134 T2515I c.7544C>T GGATTCGATT Class 1 Class C0 DNA binding domain
135 S2516C c.7547C>G GTGTTTTTCC Unclassified Class C15 DNA binding domain
136 R2520Q c.7559G>A TGAGACTACG Unclassified Class C35 DNA binding domain
137 R2520P c.7559G>C GCATCAAGGT Unclassified Class C65 DNA binding domain
138 V2527I c.7579G>A CCATGTTCAC Unclassified Class C25 DNA binding domain
139 P2532H c.7595C>A GTGATAGTTG Unclassified Class C65 DNA binding domain
140 G2544D c.7631G>A TCGCTTCCTT Unclassified Class C65 DNA binding domain
141 F2562V c.7684T>G CCTGTTTTCC Unclassified Class C45 DNA binding domain
142 L2581W c.7742T>G CATTTAGTTG Unclassified Class C55 DNA binding domain
143 G2584C c.7750G>T GCTTTTTGGT Unclassified Class C65 DNA binding domain
144 K2597N c.7791A>C CTCTGCTGGG Unclassified Class C65 DNA binding domain
145 A2603T c.7807G>A GAAAGTCACT Unclassified Class C55 DNA binding domain
146 T2607P c.7819A>C GGCGCTTTCC Class 4 Class C35 DNA binding domain
147 D2611G c.7832A>G CGTGTTGTTA Unclassified Class C65 DNA binding domain
148 W2619C c.7857G>C TGTGTGGTCG Unclassified Class C65 DNA binding domain

表４（続） 作成したBRCA2 バリアント244種類および空ベクター



 

 44 

   

# Variant HGVS 
mutation Barcode IARC 

classification
Align-GVGD 
Classification Align-GVGD key domains

149 I2627F c.7879A>T TTTCGTTGAT Class 5 Class C15 DNA binding domain
150 F2642C c.7925T>G TGGACTGTAC Unclassified Class C45 DNA binding domain
151 L2647P c.7940T>C CATGCTGTGG Class 4 Class C65 DNA binding domain
152 V2652G c.7955T>G CGGTTGAACA Unclassified Class C65 DNA binding domain
153 L2653P c.7958T>C ACCCCGCTAT Class 5 Class C65 DNA binding domain
154 L2654P c.7961T>C CGTATCGGCT Unclassified Class C65 DNA binding domain
155 Y2660D c.7978T>G GCGATCGCGC Unclassified Class C65 DNA binding domain
156 S2670L c.8009C>T GTGCTCTGTA Class 4 Class C15 DNA binding domain
157 S2670W c.8009C>G ATGGCCGGGC Unclassified Class C25 DNA binding domain
158 K2673N c.8019A>T CACGAGTGGT Unclassified Class C35 DNA binding domain
159 R2678G c.8032A>G GGGCGGGTGA Unclassified Class C45 DNA binding domain
160 A2682V c.8045C>T TACTGTTCTA Unclassified Class C25 DNA binding domain
161 L2686P c.8057T>C TTTTTTTTCC Unclassified Class C45 DNA binding domain
162 A2730V c.8189C>T TTTCTTTGTG Unclassified Class C0 DNA binding domain
163 R2744G c.8230A>G CTTTGCTCTC Unclassified Class C45 DNA binding domain
164 L2745V c.8233C>G GGTGCCTTGT Unclassified Class C15 DNA binding domain
165 G2755V c.8264G>T TGCTCGGGTA Unclassified Class C65 DNA binding domain
166 A2764V c.8291C>T TGAGTGCGTG Unclassified Class C15 DNA binding domain
167 P2771L c.8312C>T GCATGGGGAG Unclassified Class C65 DNA binding domain
168 S2773C c.8318C>G GTATGGCTGG Unclassified Class C25 DNA binding domain
169 K2777E c.8329A>G ACCTTTGGTG Unclassified Class C55 DNA binding domain
170 R2784W c.8350C>T CCGTCCTTGG Unclassified Class C65 DNA binding domain
171 R2784Q c.8351G>A GACGGGCTAT Class 1 Class C35 DNA binding domain
172 W2788C c.8364G>C GGTTTTGGTG Unclassified Class C45 DNA binding domain
173 L2792P c.8375T>C TGTTAGTGGC Unclassified Class C65 DNA binding domain
174 G2793V c.8378G>T GCTCGCCCTG Unclassified Class C65 DNA binding domain
175 P2800T c.8398C>A GATAGTGGTG Unclassified Class C35 DNA binding domain
176 P2800R c.8399C>G CATTGTTGCG Unclassified Class C65 DNA binding domain
177 G2813E c.8438G>A GTACTTTGGG Unclassified Class C65 DNA binding domain
178 Y2826C c.8477A>G TGATGCGACT Unclassified Class C65 DNA binding domain
179 P2827A c.8479C>G CACGCGGGCT Unclassified Class C25 DNA binding domain
180 K2833N c.8499G>C GGTCTCTTTC Unclassified Class C35 DNA binding domain
181 R2842C c.8524C>T CCGATGCAAT Unclassified Class C65 DNA binding domain
182 R2842L c.8525G>T GTTTTTGGTA Unclassified Class C65 DNA binding domain
183 E2847K c.8539G>A TGTATATTTC Unclassified Class C55 DNA binding domain
184 L2862Q c.8585T>A ATCTGTCATA Unclassified Class C55 DNA binding domain
185 L2865V c.8593T>G GTTTGTTTTT Unclassified Class C25 DNA binding domain
186 I2869N c.8606T>A TTTGTCATTG Unclassified Class C45 DNA binding domain
187 F2873C c.8618T>G GTACGGGGCT Unclassified Class C55 DNA binding domain
188 D2900V c.8699A>T TCTTTTGTGA Unclassified Class C25 DNA binding domain
189 G2901V c.8702G>T TAATAGATGG Unclassified Class C65 DNA binding domain
190 Y2905H c.8713T>C GTTGCAGTCT Unclassified Class C35 DNA binding domain
191 Y2905C c.8714A>G GTTGTTTCAG Unclassified Class C55 DNA binding domain
192 D2913V c.8738A>T TGTCGTCGCT Unclassified Class C65 DNA binding domain
193 S2922R c.8764A>C TCCATTGGTC Unclassified Class C15 DNA binding domain
194 Q2925R c.8774A>G CGTATCTACA Unclassified Class C35 DNA binding domain
195 Q2925H c.8775G>C CTTGTATCTA Unclassified Class C15 DNA binding domain
196 R2933T c.8798G>C AAGTGGGGGC Unclassified Class C25 DNA binding domain
197 V2966A c.8897T>C GTGGCTAGAC Unclassified Class C65 DNA binding domain
198 L2972W c.8915T>G TGGGTTGGTT Unclassified Class C15 DNA binding domain

表４（続） 作成したBRCA2 バリアント244種類および空ベクター
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# Variant HGVS 
mutation Barcode IARC 

classification
Align-GVGD 
Classification Align-GVGD key domains

199 S2998Y c.8993C>A CGCAGACCGG Unclassified Class C15 DNA binding domain
200 E3002D c.9006A>T AGTTCGTGTG Unclassified Class C35 DNA binding domain
201 Y3006D c.9016T>G CGCGTGCCTG Unclassified Class C55 DNA binding domain
202 R3007G c.9019A>G TCTTCTGGGG Unclassified Class C45 DNA binding domain
203 L3011P c.9032T>C GTATTGAGGG Unclassified Class C25 DNA binding domain
204 T3030I c.9089C>T TTGCAGCTTG Unclassified Class C65 DNA binding domain
205 T3033I c.9098C>T TTCTGCCATG Unclassified Class C65 DNA binding domain
206 Y3035C c.9104A>G TTAGGGGAAA Unclassified Class C55 DNA binding domain
207 F3060C c.9179T>G CGGATAGGCC Unclassified Class C55 DNA binding domain
208 V3072E c.9215T>A TACTTCGCGC Unclassified Class C35 DNA binding domain
209 G3076E c.9227G>A TCCCTTTTTG Unclassified Class C65 DNA binding domain
210 L3101R c.9302T>G CTGCCTCACG Unclassified Class C35 DNA binding domain
211 L3101P c.9302T>C TCGGACCTGC Unclassified Class C25 DNA binding domain
212 S3123G c.9367A>G ACTTTCCGTG Unclassified Class C55 DNA binding domain
213 S3123R c.9369C>A GCAGCTATGC Unclassified Class C65 DNA binding domain
214 Q3126P c.9377A>C TTGTCACGAC Unclassified Class C15 DNA binding domain
215 R3269G c.9805A>G ACCTGGTCTG Unclassified Class C45 TR2 RAD51 binding domain
216 R3269T c.9806G>C TAGGGGCGTC Unclassified Class C25 TR2 RAD51 binding domain
217 L3274W c.9821T>G CTGCGTTTTT Unclassified Class C55 TR2 RAD51 binding domain
218 P3280R c.9839C>G TCATGTTCTG Unclassified Class C65 TR2 RAD51 binding domain
219 I3286N c.9857T>A TGTGTCTAGC Unclassified Class C35 TR2 RAD51 binding domain
220 Q3295P c.9884A>C GCTGGCGGGG Unclassified Class C15 TR2 RAD51 binding domain
221 P3301L c.9902C>T CTCGATCTCT Unclassified Class C65 TR2 RAD51 binding domain
106-2 S3319F c.9956C>T GTGATGCTAG Unclassified Class C0 -
222 Y3035S c.9104A>C ATTCTTGTTG Class 2 Class C55 DNA binding domain
223 A2643G c.7928C>G CCTGTACATT Unclassified Class C0 DNA binding domain
224 D3073G c.9218A>G CTTGCCCAGT Unclassified Class C65 DNA binding domain
225 K485X c.1453A>T TACGTGGCCT Class 5 Non-sense -
226 L997X c.2990T>A TTTTTCTTTT Class 5 Non-sense -
227 Q1502X c.4504C>T CTGGCGTGGA Class 5 Non-sense -
228 K1984X c.5950A>T TTTGGCCTGG Class 5 Non-sense -

229 C2535X c.7604_7605del
insAG AGCAGGTCGA

Class 5 Non-sense DNA binding domain

230 V159M c.475G>A GTTCGGTCTG Unclassified Class C0 -
231 D23Y c.67G>T TCGTGTTTTT Unclassified Class C15 PALB2 interaction domain
232 V211I c.631G>A TCATTTTGGG Unclassified Class C0 -
233 D23V c.68A>T TCTCATTTCC Unclassified Class C15 PALB2 interaction domain
234 R2336P c.7007G>C TGTTTTGTTT Unclassified Class C0 -
235 R2602T c.7805G>C ATTTTGTAAT Unclassified Class C0 DNA binding domain
236 R2659G c.7975A>G CCCGTCGTTT Class 5 Class C65 DNA binding domain
237 S2616F c.7847C>T TGCGAGCTGC Unclassified Class C0 DNA binding domain
238 G2508S c.7522G>A TCTGTTGCTA Class 4 Class C55 DNA binding domain
239 S2041P c.6121T>C CCTTGGGTCC Unclassified Class C0 -
240 Y232C c.695A>G GAGGTTTAAA Unclassified Class C0 -
241 V917A c.2750T>C TTCGTGACAC Unclassified Class C0 -
242 F2058L c.6172T>C CACGGGTAGG Unclassified Class C15 -
243 H2178R c.6533A>G TGTTTTTTAT Unclassified Class C0 -
244 V2109I c.6325G>A CTTTGCGTCC Unclassified Class C0 -
245 I1929V c.5785A>G CGCCTTTTGC Class 1 Class C0 -
1-2 Wild-type - TGTTGGAGTG Class 1 Class C0 -
1-3 Wild-type - TCTTCTTCTC Class 1 Class C0 -
82-2 D2723H c.8167G>C GAAAATGCGG Class 5 Class C65 DNA binding domain
82-3 D2723H c.8167G>C CCCTGGTGTG Class 5 Class C65 DNA binding domain
X: stop codon
Align-GVGD key domains: PALB2 interaction domain (amino acid residues 10-40), DNA binding domain (2481-3186), TR2 
RAD51 binding domain (3269-3305)

表４（続） 作成したBRCA2 バリアント244種類および空ベクター
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表５ デジタルドロップレットPCRおよびリアルタイムRT-PCRで使⽤したプライマ
ーおよびプローブの配列情報

Primer Sequense
qRT-PCR, BRCA2 exon 11, forward 5′-AGCCAGTGGTAAAATCGTTTGTG-3′
qRT-PCR, BRCA2 exon 11, reverse 5′-CCTCTGAATCATCCAATGCCTCGTA-3′
qRT-PCR, ACTB,  forward 5′-AGAGCTACGAGCTGCCTGAC-3′
qRT-PCR, ACTB,  reverse 5′-AGCACTGTGTTGGCGTACAG-3′
ddPCR, BRCA2 cDNA, forward 5′-CCACCCACCCTTAG-3′
ddPCR, BRCA2 cDNA, reverse 5′-CATGAGGAAATACAGTTTCA-3′
ddPCR, BRCA2 cDNA, probe 5′-FAM-ACTGTGCTCATAGTCAGAAATG-BHQ1-3′
ddPCR, BRCA2 intron forward 5′-GTGTGATACATGCTTTGAA-3′
ddPCR, BRCA2 intron reverse 5′-TGCCCATTACCTATATTCC-3′
ddPCR, BRCA2 intron, probe 5′-HEX-TTCATGGCTATAGGGAGTGCA-3′
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表６ バーコード領域の増幅およびライブラリー作成に⽤いたプライマー、MiSeqを⽤
いたシーケンスに⽤いたプライマー、および増幅されたバーコード領域の配列

Primer Sequense
MANO-B_501 AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTATAGCCTTCGCAGTGCATGTGCCTGAGTAAG
MANO-B_502 AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACATAGAGGCTCGCAGTGCATGTGCCTGAGTAAG
MANO-B_503 AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACCCTATCCTTCGCAGTGCATGTGCCTGAGTAAG
MANO-B_504 AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGGCTCTGATCGCAGTGCATGTGCCTGAGTAAG
MANO-B_505 AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACAGGCGAAGTCGCAGTGCATGTGCCTGAGTAAG
MANO-B_506 AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTAATCTTATCGCAGTGCATGTGCCTGAGTAAG
MANO-B_507 AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACCAGGACGTTCGCAGTGCATGTGCCTGAGTAAG
MANO-B_508 AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGTACTGACTCGCAGTGCATGTGCCTGAGTAAG
MANO-B_701 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCGAGTAATCTCGTTTAGTGAACCGTCAGATCG
MANO-B_702 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTCTCCGGACTCGTTTAGTGAACCGTCAGATCG
MANO-B_703 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATAATGAGCGCTCGTTTAGTGAACCGTCAGATCG
MANO-B_704 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGGAATCTCCTCGTTTAGTGAACCGTCAGATCG
MANO-B_705 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTTCTGAATCTCGTTTAGTGAACCGTCAGATCG
MANO-B_706 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATACGAATTCCTCGTTTAGTGAACCGTCAGATCG
MANO-B_707 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATAGCTTCAGCTCGTTTAGTGAACCGTCAGATCG
MANO-B_708 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGCGCATTACTCGTTTAGTGAACCGTCAGATCG
MANO-B_709 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCATAGCCGCTCGTTTAGTGAACCGTCAGATCG
MANO-B_710 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTTCGCGGACTCGTTTAGTGAACCGTCAGATCG
MANO-B_711 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGCGCGAGACTCGTTTAGTGAACCGTCAGATCG
MANO-B_712 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCTATCGCTCTCGTTTAGTGAACCGTCAGATCG
MANO-B_index-1 CAGGCGATCTGACGGTTCACTAAACGAG
MANO-B_index-2 AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACAC
MANO-B_read-1 CGATTCGCTTGCAGTGTTACACCTGAGTC
MANO-B_read-2 CATCCACGCTGTTTTGACCTCCATAGAAG

Amplified sequence
CTCGTTTAGTGAACCGTCAGATCGCCTGGAGACGCCATCCACGCTGTTTTGACCTCCATAGAAGATT
CTAGTTCCTAGGTTCCAGTCAGGAGAGGTANNNNNNNNNNTCAGCAGGTAGGACTCAGGTGTAACA
CTGCAAGCGAATCGATGAAGAGTCGCTTACTCAGGCACATGCACTGCGA

Index primers and custom read primers.
N stands for A, T, G, or C.
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図８ 階層ベイズモデリングのグラフィカルモデル
各バリアントｖが病的である確率をpv、良性である確率を1 ‒ pvとする。良性バリアン
ト、病的バリアントの機能はそれぞれ平均値ηnor/ηabn、標準偏差σ1/ σ 2に従って正
規分布する。各バリアントの真の機能を推定する値であるvariant-specific effect ηvは、
実験のバッチごとにbatch-specific effectであるβbとτbによって調整されて定まる正規
分布に従い、最終的な実験によって得られる⽣存率のデータであるfvとなる。βbとτb 
はそれぞれ平均値κ1/κ2、標準偏差λ1/λ2である正規分布に従う。全てのfvがモデル
に最も適合するように、ハミルトニアンモンテカルロ法を⽤いて各パラメータを最適
化する。
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第 3 章 結果 

3-1. BRCA2 バリアントの安定発現系の確⽴ 

 まず 107個の BRCA2 バリアントを BRCA Exchange から選択した。IARC の分類で、

32個は良性（Class 1/2）、10個は病的（Class 4/5）、そして 65個は病的意義不明なバ

リアント（Class 3）であった。これらの BRCA2 バリアントの cDNA を site-directed 

PCR mutagenesis の⼿法で作成し、バリアントに⼀対⼀対応する 10塩基の DNA バー

コード配列を付加した piggyBac ベクターにサブクローニングした。作成したベクタ

ーは hyPBase トランスポゼース発現ベクターとともに DLD1 BRCA2 (−/−) 細胞にト

ランスフェクションし、ピューロマイシンで導⼊細胞を選択した。 

 野⽣型を含む 20個のバリアントについて、BRCA2 バリアントの導⼊効率を定量的

リアルタイム逆転写 RT-PCR (qRT-PCR) およびデジタルドロップレット PCR で測定

した。ゲノムに導⼊された BRCA2 cDNA のコピー数は 10程度であった（図９A）。導

⼊したバリアントの mRNA 発現量は内因性の BRCA2 の⽣理的な発現レベルと同程

度であり、またバリアント間での発現量に有意な差はなかった (p = 0.37、図９B)。

Western ブロットでは、野⽣型以外の 19個のバリアントのタンパク発現レベルは野⽣

型のタンパク発現レベルと同程度であった（図１０）。 

 以上から、piggyBac ベクターを⽤いた BRCA2 バリアントの導⼊と⽣理的なレベル

での安定発現系の樹⽴に成功したと判断した。  
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図９ DLD1 BRCA2 (-/-) 細胞株へのBRCA2 バリアント導⼊と安定発現系の樹⽴(A) 
導⼊したBRCA2 cDNAのコピー数をデジタルドロップレットPCRで計測した。⼀回の
バッチの実験結果を⽰す。(B) DLD1親細胞株の内因性BRCA2 mRNA発現量を基準と
して、 DLD1 BRCA2 (-/-)細胞株に導⼊したBRCA2 バリアントのmRNA発現量をリア
ルタイムRT-PCRによって計測した。BRCA2の発現量は、同じ細胞の ACTB 発現量で
正規化した。実験はtechnical triplicatesで⾏った。結果はbiological triplicatesのそれぞ
れの結果を⿊点で、平均値を⻘い棒グラフで、標準偏差を⿊線で⽰した。各バリアン
ト間で発現量に有意差はなかった(p = 0.37)。
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図１０ BRCA2 バリアント導⼊DLD1 BRCA2 (−/−) 細胞株のWesternブロット
FLAGタグをN末端に付加したBRCA2 バリアントを安定導⼊したDLD1 BRCA2
(−/−)細胞株からセルライセートを採取し、抗FLAG抗体および抗ACTB抗体を⽤いて
Westernブロットを⾏った。19種類のBRCA2バリアントのタンパク発現レベルは野⽣
型のタンパク発現レベルと同程度であった。 サンプルは同⼀の実験で採取したものを
使⽤し、全てのゲルとブロットは平⾏して処理した。⼆つのbiological replicatesで同様
の結果が得られ、その代表例を⽰した。
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3-2. 細胞⽣存アッセイ 

 BRCA2変異体導⼊ DLD1 BRCA2 (-/-)細胞を⽤いて細胞⽣存アッセイを⾏い、薬

剤感受性が変化したかを確認した。細胞を様々な濃度の 3 種類の PARP 阻害薬

（olaparib, niraparib, and rucaparib）およびカルボプラチン(CBDCA)で 6 ⽇間処理した

のち、PrestoBlue reagent を⽤いて細胞⽣存率を計測した（図１１）。野⽣型および良

性変異体は病的変異体と⽐較して薬剤への抵抗性が⾼くなっていた。しかし、良性変

異体と病的変異体の間には明確な閾値は存在しなかった（図１２）。重要な事実とし

て、野⽣型 BRCA2 を導⼊した DLD1 BRCA2 (-/-)細胞は、DLD1親細胞株と⽐べて

薬剤への感受性が⾮常に⾼く、外的に BRCA2を導⼊しても必ずしも親細胞株と同程

度の相同組み換え修復能となるわけではないことがわかった。この原因として、導⼊

した BRCA2 バリアントのタンパク発現量が親細胞株の⽣理的発現量よりも少ない

可能性があること、親細胞株 BRCA2 (-/-)細胞株の間で細胞増殖速度が異なること、

親細胞株 BRCA2 (-/-)細胞株の間で BRCA1、PALB2、BRIP1、RAD51 といった

BRCA2と相互作⽤を⽣じるタンパク質の発現パターンが異なる可能性があることな

どが考えられる。よって、以後変異体間の⽐較を⾏う上で、基準として DLD1 親細

胞株を⽤いるのではなく、野⽣型 BRCA2を導⼊した細胞を⽤いることにした。これ

までの結果から、図５で⽰した BRCA2変異体の機能解析法の開発コンセプトが成⽴
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すると判断し、MANO 法の⼿法を応⽤した新たな BRCA2 変異体のハイスループッ

ト機能解析⼿法であるMANO-B法の開発に着⼿した。 
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図１１ DLD1細胞株のPARP阻害薬およびCBDCAを⽤いた細胞⽣存試験
DLD1親細胞株、 DLD1 BRCA2 (-/-)細胞、および20種類のBRCA2バリアントあるい
は空ベクターを導⼊したDLD1 BRCA2 (-/-)細胞に対し、各薬剤を種々の濃度で144時
間処理した。 PrestoBlue cell viability reagent を⽤いて⽣存細胞数を推定した。薬剤処
理を⾏わなかった群と⽐較して細胞⽣存率を算出した。各バリアント導⼊細胞の薬剤
感受性はIARC分類による病原性と良い相関を⽰した。2回のbiological replicatesで実験
を⾏い、同様の結果を得た。代表的な結果を⽰す。IARC class 1/2 (benign), blue; 
unclassified (VUS), black; class 4/5 (pathogenic), red.
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図１２ 臨床的病原性と薬剤感受性の関係
DLD1 BRCA2 (-/-)細胞、および20種類のBRCA2バリアント あるいは空ベクターを導
⼊したDLD1 BRCA2 (-/-)細胞に対し、各薬剤を記載したの濃度で144時間処理した。
PrestoBlue cell viability reagent を⽤いて⽣存細胞数を推定した。薬剤処理を⾏わなか
った群と⽐較して細胞⽣存率を算出した。各変異体導⼊細胞の薬剤感受性はIARC分類
による病原性と良い相関を⽰した。5つのtechnical replicates、2回のbiological 
replicatesで実験を⾏い、同様の結果を得た。代表的な結果を⽰す。 マークは technical 
replicatesの平均値を⽰し、⾊はIARC分類に対応する。IARC分類による良性バリアン
トと悪性バリアントの間で、薬剤感受性に明確な閾値はなかった。IARC class 1/2 
(benign), blue; unclassified (VUS), yellow; class 4/5 (pathogenic), red.
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3-3. MANO-B 法による 107 バリアントの機能解析 

 MANO-B法においては、DLD1 BRCA2 (-/-)細胞に piggyBacトランスポゾンを⽤

いて BRCA2 バリアントの cDNA をバリアント特異的なバーコードとなる DNA 配

列とともに導⼊したうえで、多数の導⼊細胞を均等に混合し薬剤を投与して培養した。

回収した細胞からゲノム DNA を抽出し、PCR でバーコード配列を増幅し、ディー

プシーケンスを⾏った。各バリアントに対応するバーコード配列のリード数はバリア

ントを導⼊した細胞の細胞数に⽐例すると考えた[25]。薬剤で処理した細胞における

各バーコード配列のリード数をDMSOで処理した細胞におけるリード数で正規化し

た。得られた数値に基づいて、そのバリアントが良性であるのか病的であるのかを判

定した。	 	

 まず 107 個の変異体を作成し、4 つの薬剤を様々な濃度で使⽤して MANO-B 法を

⾏った。各薬剤で処理した各バリアント導⼊細胞の相対⽣存率は DMSO 処理群での

相対⽣存率と⽐較して補正し、さらに野⽣型 BRCA2 導⼊細胞の相対⽣存率との⽐を

取って正規化した。バリアント間で薬剤感受性に明らかな差が観察されるのは、いず

れの薬剤でも⾼い濃度での実験条件下であった。バリアントの機能解析を⾏う上で最

適な薬剤濃度は olaparib 2.0 μM、niraparib 0.5 μM、rucaparib 2.0 μM、CBDCA 2.0 μM と

判断した。DMSO 処理群での培養前後のバーコード配列のリード⽐率を⽐較し、

BRCA2 バリアントが細胞増殖速度に与える影響は⼤きくないことを確認した（図１
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３）。全てのバリアントを最適な濃度における相対⽣存率でソートし、薬剤感受性を

ヒートマップとして図１４にまとめた。107 バリアントおよび空ベクターの全 108 種

類のうち、P2329L, P2639L, D2913H, S3291C バリアントは全ての薬剤で 83番⽬から

87 番⽬の⽣存率を⽰しており、良性と病的の中間的な機能を有するバリアントと考

えられた。そこで、各薬剤において 1番⽬から 82番⽬の⽣存率を⽰したバリアント

を normal function、83 番⽬から 87 番⽬の⽣存率を⽰したバリアントを intermediate、

88 番⽬から 108 番⽬の⽣存率を⽰したバリアントを abnormal function と暫定的に推

定した。MANO-B 法での病原性の推定と、Align-GVGD分類、IARC分類、ClinVar が

判定した病的意義とは強い関連性がみられた。 

 異なる薬剤間での結果を⽐較するため、各薬剤への薬剤感受性が低い順にバリアン

トを順位付けした上で、olaparib の順位に対する各薬剤の順位の散布図を作成した（図

１５）。各バリアントの薬剤感受性は薬剤によらず⼀定の傾向を⽰し、中間的な感受

性を⽰す P2329L, P2639L, D2913H, S3291C を除き、⾼感受性群と低感受性群の 2 群

に分類された。既知の良性バリアントは R2842H と V2908G を除いて低感受性群に属

していた。この R2842H と V2908G の⼆つのバリアントは既報でも DR-GFP レポータ

ーアッセイで機能の低下がみられていた[22]。また、既知の病的バリアントは N3187K

を除き全て⾼感受性群に属していた。N3187K は ClinVar データベースで病的バリア

ントとされていたが、MANO-B 法では正常な機能を⽰しており、また 2020年 3⽉に



 

 58 

ClinVar は N3187K を病的バリアントから VUS にアノーテーションを変更している。

これらの臨床的データベースと MANO-B 法での機能解析の結果との相違は、発⽣頻

度の⾮常に低いバリアントについての臨床的意義づけに誤りがある可能性を⽰唆し

ていると考えた。 

 IARC分類によって良性バリアントとされている R2842H および V2908G バリアン

トが MANO-B 法によって機能が低下していると評価された相違は、IARC 分類が基

づいている臨床的エビデンスの信頼性が低いことが原因と考えられた。IARC分類は

家族性の発がんなどの疫学情報を基にして⾏なわれる[11]。⼀塩基多型などデータベ

ースである Genome Aggregation Database によれば、R2842H (minor allele frequency = 

6.34×10−5)および V2908G (minor allele frequency = 1.69× 10−5)ともに⾮常に頻度の低い

バリアントであり、統計学的な評価による病原性の推定に⼗分な情報が得られないと

考えた。ClinVar も R2842H および V2908G を良性バリアントと判定しており、根拠

として疫学データと機能解析実験の結果を採⽤していた。R2842H は短縮型バリアン

トであり病的バリアントとして知られている Q3066X とともに同⼀患者から検出さ

れた報告があるが、ACMG ガイドラインによれば、あるバリアントが病的バリアン

トと同⼀患者の別対⽴遺伝⼦から検出され、そして病的バリアントの浸透率が 100％

である場合は、そのバリアントが良性である supporting evidence として扱うことにな

っている。しかし、BRCA2 の病的変異体の浸透率は 100％ではなく、単⼀遺伝⼦の
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変異で発がんリスクの全てを説明することはできない。環境要因や SNP などの遺伝

的背景によっても発がんリスクは変動する。そのため病的変異体とともに検出される

変異は必ずしも良性ではなく、良性と病的の中間的な機能を有する機能低下型変異体

である可能性は除外できないと考えた。⼀例として、機能低下型バリアントとして知

られている R2784Q は、BRCA1 および BRCA2 の病的バリアントと同⼀患者から検

出されている[13]。V2908G は同⼀グループから複数の機能解析の報告がなされてお

り、ClinVar は Wu らの 2005年の報告と Farrugia らの 2008年の報告を基にして、こ

のバリアントの機能が正常と判断している[35, 36]。しかし、ClinVar は同じグループ

が 2008 年以降に報告した 2 つの論⽂を検討していない。同⼀グループが報告した

2013年と 2018年の論⽂では V2908G の機能が徐々に低下してきており正常下限とな

っていた[22, 37]。これは、直近に⾏なわれた実験では病的な機能を⽰していたことを

⽰唆している。また、彼らの 2005年および 2008年の結果を再現した他の研究室はな

い。よって、彼らの報告と MANO-B 法の結果をあわせると V2908G は機能低下型バ

リアントと考えられた。 

 良性バリアントと病的バリアントの中間的な機能を持つバリアントが存在するこ

とを踏まえた上で各バリアントの病原性を正確に評価するためには、疫学的データだ

けではなく種々のエビデンスを⽤いた分類法で各バリアントを評価する必要があっ

た。そこで、MANO-B 法で評価したバリアントのうち IARC 分類で良性あるいは病
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的と判定された 59個のバリアント（37個が良性、22個が病的）について、ACMG の

ガイドラインに従って再評価を⾏った[14, 38]。結果として、R2842H と V2908G を含

む 18 バリアント(31%) はエビデンスが不⼗分なため VUS と判定された（表７）。ま

た、ClinVar で病的とされており MANO-B 法では正常な機能を⽰した N3187K は、

IARC分類および ACMG分類で VUS と判定された。ACMG分類は多数のエビデンス

の組み合わせで病原性を判定しており、他の判定法と⽐べて保守的かつ厳格であるこ

とから、VUS と判定される割合が多くなっている[8]。IARC 分類、ClinVar の判定、

ACMG 分類といういずれも信頼されている分類の間でも相違があることは、これら

の分類⼿法では確実な病原性の判定ができていないことを⽰唆している。さらに、

IARC および ACMG の分類法は、バリアントが全て病的と良性の⼆つの群に分かれ

ることを前提として作成された⼿法であり、機能が中等度に低下し、疾患発症リスク

が中等度に上昇するような機能低下型バリアントの評価には不適切であることには

注意が必要である[13]。以上から、MANO-B 法の結果と臨床的データベースの判定と

の間に⾒られた相違は妥当であると判断した。 
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図１３ BRCA2 バリアントの細胞増殖に与える影響
BRCA2 バリアント107種および空ベクターをDLD1 BRCA2 (-/-)細胞に導⼊し、均⼀
に混合し、DMSOを12⽇間投与して培養した。培養前と培養後でそれぞれ細胞を回収、
ゲノムDNAを回収し、PCRおよびディープシーケンスによって各バーコード配列の⽐
率の変化を計測した。108種類のバーコードのうち97種類 (90%)は培養前後で0.5‒2倍
の変化にとどまっており、導⼊したBRCA2 バリアントの細胞増殖に与える影響は⼤き
くないと判断した。
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Supplementary Figure 4: Histograms of variant distribution in a batch of the MANO-B method. A, The distribution of 
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図１４ BRCA2 バリアント107種類に対するMANO-B法の結果
MANO-B法での機能解析と臨床データベースでの病的意義をカラーコードで⽰す。
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図１５ BRCA2 バリアント107種を導⼊した細胞の薬剤感受性
BRCA2 バリアント107種および空ベクターをDLD1 BRCA2 (-/-)細胞に導⼊しMANO-
B法でolaparib, niraparib, rucaparib, CBDCAを⽤いて薬剤感受性を評価した。細胞⽣存
率の⾼い順にバリアントに順位をつけ、olaparibでの順位を横軸として、残りの3薬剤
の順位をプロットした。P2329L, P2639L, D2913H, S3291C バリアントは全ての薬剤
で83位から87位の細胞⽣存率であり中間的な感受性を⽰していた。細胞⽣存率が1位か
ら82位のバリアントを低感受性、88位から108位のバリアントを⾼感受性とすると、そ
の他のバリアントはいずれの薬剤でも⾼感受性あるいは低感受性の群に属していた。
緑破線は83位を、⾚破線は87位を⽰す。
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表７ BRCA2 バリアントのIARC分類、ClinVarの判定、およびACMG分類

Variant IARC
Classification ClinVar classification ACMG clasification MANO-B 

classification Type of evidence

R18H Class 2 Benign Benign fClass 3 BS3, BS4, BP4, BP6
R18C Class 2 VUS Likely benign fClass 1 PM2, BS4, BP2
Y42C Class 1 Benign Benign fClass 1 BS1, BS3, BS4, BP2, BP6
P168T Class 1 Benign Likely benign fClass 1 BS3, BP6
S326R Class 1 Benign Likely benign fClass 1 BP2, BP6
E462G Class 1 Benign Benign fClass 1 BS3, BS4, BP6
N588D Class 2 Likely benign Uncertain significance fClass 1 -
T598A Class 2 Benign/Likely benign Benign fClass 1 BS1, BS2, BS4, BP6
G602R Class 1 Benign Likely benign fClass 1 BS4, BP6
L1019V Class 1 Benign Likely benign fClass 2 BS4, BP4, BP6
S1172L Class 1 Benign Likely benign fClass 2 BS1, BP6
N1228D Class 1 Benign Likely benign fClass 2 BS4, BP6
D1420Y Class 1 Benign Likely benign fClass 1 BS1, BP2, BP6
F1524V Class 1 Benign Uncertain significance fClass 1 PP3, BP6
K1690N Class 1 Benign Uncertain significance fClass 1 BP6
N1878K Class 1 Conflicting Uncertain significance fClass 1 -
H1918R Class 1 Conflicting Uncertain significance fClass 3 BP2
I1929V Class 1 Benign Benign fClass 1 BS1, BS4, BP2, BP4, BP6
E2020K Class 2 VUS Uncertain significance fClass 2 PM2, BP4
H2074N Class 1 Benign Likely benign fClass 1 BP4, BP6
K2411T Class 1 Conflicting Uncertain significance fClass 1 BS3
R2418G Class 2 Conflicting Uncertain significance fClass 3 PM2, BP4
N2436I Class 1 Benign Likely benign fClass 3 BP2, BP4, BP6
G2508S Class 4 Conflicting Uncertain significance fClass 4 PP3, BS3
T2515I Class 1 Benign Likely benign fClass 2 BS3, BP2, BP6
T2607P Class 4 VUS Uncertain significance fClass 5 PM2
G2609D Class 4 Likely pathogenic Pathogenic fClass 5 PS3, PM2, PP3
W2626C Class 5 Pathogenic Pathogenic fClass 5 PS3, PM2, PP3, PP5
I2627F Class 5 Pathogenic Likely pathogenic fClass 5 PS3, PP3, PP5
L2647P Class 4 Conflicting Pathogenic fClass 5 PS3, PM2, PP3
L2653P Class 5 Pathogenic Pathogenic fClass 5 PS3, PM2, PP5
R2659G Class 5 Conflicting Likely pathogenic fClass 5 PS3, PM2, PP1, PP3
S2670L Class 4 Conflicting Likely pathogenic fClass 5 PS3, PM2, PP3
M2676T Class 2 Conflicting Uncertain significance fClass 1 BS3
L2688P Class 4 Conflicting Pathogenic fClass 5 PS3, PM2, PP3
S2697N Class 2 Conflicting Benign fClass 1 BS3, BS4, BP4
A2717S Class 1 Benign Benign fClass 1 BS1, BS3, BP2, BP6
T2722R Class 5 Pathogenic Pathogenic fClass 5 PS3, PM2, PP3, PP5
D2723H Class 5 Pathogenic Pathogenic fClass 5 PS3, PM2, PP1, PP3, PP5
K2729N Class 1 Benign Benign fClass 2 BS1, BS3, BS4, BP6
G2748D Class 5 Pathogenic Uncertain significance fClass 5 PS3, PP5
R2784Q Class 1 Conflicting Uncertain significance fClass 5 PS3, PP3, BS4, BP2
R2842H Class 1 Benign Uncertain significance fClass 3 BP2, BP6
V2908G Class 2 Likely benign Uncertain significance fClass 4 PP3, BS3
I2944F Class 1 Benign Benign fClass 1 BS1, BS3, BP6
Y3035S Class 2 Conflicting Uncertain significance fClass 1 -
R3052W Class 5 Pathogenic Likely pathogenic fClass 5 PS3, PP1, PP3, PP5
D3095E Class 5 Pathogenic Likely pathogenic fClass 5 PS3, PP3, PP5
E3096K Class 2 VUS Uncertain significance fClass 1 -
Y3098H Class 1 Benign Likely benign fClass 1 BS3, BP4, BP6
N3124I Class 5 Pathogenic/likely pathogenic Likely pathogenic fClass 5 PS3, PP1, PP3
P3292L Class 1 Conflicting Uncertain significance fClass 1 PP3
Wild-type Class 1 Benign Benign fClass 1 BA1, BS3, BP4, BP6
Empty-vector Class 5 Pathogenic Pathogenic fClass 5 PVS1, PS3, PP5
K485X Class 5 Pathogenic Pathogenic fClass 5 PVS1, PS3, PP5
L997X Class 5 Pathogenic Pathogenic fClass 5 PVS1, PS3, PP5
Q1502X Class 5 Pathogenic Pathogenic fClass 5 PVS1, PS3, PP5
K1984X Class 5 Pathogenic Pathogenic fClass 5 PVS1, PS3, PP5
C2535X Class 5 Pathogenic Pathogenic fClass 4 PVS1, PS3, PP5
N3187K Unclassified Likely pathogenic Uncertain significance fClass 1 PM2, PM6, BS3
PP3, BP4, deleterious threshold: PolyPhen-2 score > 0.15, Align-GVGD class > C15, SIFT score < 0.05, PROVEAN score < -2.5
BP2, neutral likelihood threshold:Co-occurrence <  0.053
BS4, neutral likelihood threshold: Segregation <  0.053
PP1, deleteriousl likelihood threshold: Segregation > 18.7
BS1, Maximal expected allele frequency for a non-common pathogenic BRCA2 variant: 0.075%
PS3, BS3: based on HDR assays
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⼩括 1 

 がん遺伝⼦の機能解析法である MANO 法を応⽤し、がん抑制遺伝⼦である BRCA2

のバリアントの機能解析法である MANO-B 法を確⽴した。まず⼿法のコンセプトを

発案した。コンセプトの実現可能性を判断するため、まず個々のバリアントに対し、

piggyBac トランスポゾンを⽤いた遺伝⼦導⼊、BRCA2 タンパクの安定発現、PARP阻

害薬への感受性の変化を確認した。その上で 107 バリアントについて MANO-B 法で

の機能解析を⾏い、臨床的データベースでの病原性の判定と相関した結果を得ること

ができた。 
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3-4. ベイズ推定を⽤いた 244 バリアントの機能解析 

 以上の結果から更に多数のバリアントの機能解析を⾏うこととし、PCR mutagenesis

によるバリアント作成によって解析するバリアント数を 244 に増やした。うち 186個

がこれまでに機能が知られていない VUS であった。以後の解析では、各薬剤の濃度

は最適濃度の 1 種類のみを⽤いた。各バリアント導⼊細胞の細胞⽣存率の数値は計

7,344 個得られ、これを⽤いて病的意義の判定を⾏った。まず各バリアント導⼊細胞

の⽣存率閾値を設け、これまでに病的意義が判明している 59 バリアントについて受

信者操作特性曲線を描き、感度と特異度を算出した。Niraparib を⽤いた場合、IARC

分類での病的バリアントに対する感度は 100％（95％信頼区間: 85–100%）、特異度は

95％（95％信頼区間: 82–99%）であった（図１６）。 

 しかし、ある閾値を境にしてバリアントを良性と病的とに分類する⼿法は機能低下

型変異には不適切である。そこで、単純な⼆分論ではなく確率論的にバリアントの病

的意義を推定する⼿法を採⽤することにした。各バリアント導⼊細胞の相対⽣存率を

対数値とし、さらに野⽣型と D2723H をそれぞれ良性バリアントと病的バリアントの

基準値として、これらが⼀定値を取るようにアフィン変換による正規化を⾏った。得

られたデータを expectation–maximization algorithm で解析すると、⼆つのコンポーネ

ントからなる混合正規分布モデルが最もデータにフィットした（図１７）。この⼆つ

のコンポーネントはそれぞれ良性バリアント群と病的バリアント群に対応していた。
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⼆群の間に明確な境界はなく、また機能低下型バリアントはバリアント数が少ないた

め明確な集簇を観察できなかった。 

 以下の解析では、ベイズ因⼦ (Bayes factor, BF)を、各バリアントの病原性を⽰唆す

るエビデンスの強さとして⽤いた。これまでの結果から各バリアント導⼊細胞の相対

⽣存率が、混合正規分布のどちらのコンポーネントに属しているかの確率を算出する

ことで、良性あるいは病的である確率を推定できると考えた。よって、DR-GFP レポ

ーターアッセイにおいて Guidugli らが⽤いた VarCall モデルを改変し、ベイズ階層混

合正規分布モデルを⽤いて推定したベイズ因⼦による病原性の推定法を構築した[22, 

39, 40]。ベイズ因⼦は、あるデータセットが得られたときに、各バリアントが良性で

ある時にそのデータセットが得られる可能性と、病的であるときにデータセットが得

られる可能性の⽐を取ったものである。このモデルでは事前分布を任意に設定でき、

疫学的情報、遺伝学的情報、アミノ酸配列に対するコンピュータシミュレーションな

どによる病原性予測を事前確率分布として⽤い、種々のエビデンスを組み合わせて最

終的な病原性予測を⾏うことが可能である。以下の解析ではこの⼿法⾃体の予測性能

を評価するため、無情報事前確率を⽤いた。 

 ベイズ因⼦に基づいた各バリアントに対する 5 段階の機能分類を、ACMG ガイド

ラインに則して設定された閾値に基づいて以下の通り⾏った[41]。fClass 1（正常機能、

BF ≤ 0.003）、fClass 2（おそらく正常機能、 0.003 < BF ≤ 0.053）、fClass 3（中間的機
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能、 0.053 < BF < 18.7）、fClass 4（おそらく機能喪失、18.7 ≤ BF < 350）、fClass 5（機

能喪失、350 ≤ BF）と定義した。 

 バリアントｖの機能は variant-specific effect である ηv として推定した。まず IARC

分類により臨床的に病的意義が判定している 22 個の病的バリアントと 37 個の良性

バリアントを training set として、これらに対して MANO 法の結果から ηv を推定し

た。結果として ηv の値は良性バリアントで⾼く病的バリアントで低い傾向があった

ものの、明確な閾値なく分布していた。MANO-B 法によって病的バリアント (fClass 

4/5) と予測した変異について、IARC分類による病的バリアントをゴールドスタンダ

ードとした感度は 95％（95％信⽤区間 77–100%）、特異度は 95％（95％信⽤区間 82–

99%）であった。無情報事前確率、すなわち事前確率として各バリアントが病的であ

る可能性を 50％に設定した条件下では、あるバリアントが MANO-B 法によって fClass 

4/5 と予測された場合、陽性オッズ⽐は 17.7 であり、病的バリアントの予測として確

定的な結果を得られるとは⾔えない数値であった。この原因は IARC分類の不正確性

に起因していると判断し、MANO-B 法での病原性予測と ACMG分類の相関性を改め

て評価した。ACMG 分類に基づく 19 個の病的バリアントと 22 個の良性バリアント

の ηv は明確に⼆群に分かれ、陽性オッズ⽐は無限⼤となった（表 7、図１７）。fClass 

1/2 のバリアントは全て ACMG分類で良性バリアント、fClass 4/5 のバリアントは全

て ACMG分類で病的バリアントであったことから、ベイズ推定に基づく機能推定法
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である MANO-B 法は ACMGガイドラインの枠組みにおいて strong evidence に相当す

る結果を提供できる検査法と考えた[17, 41]。 

 実験は 4薬剤を⽤いて⾏われ、それぞれの結果に基づく病的意義推定には⼀貫性が

⾒られた（図１９）。Niraparib を⽤いた実験系では良性バリアント群と病的バリアン

ト群の両⽅で ηv が広い範囲で分布しており、中間的な機能をもつバリアントに対し

てより正確な評価ができると判断した。薬剤間での ηv の分布に差異が⾒られた原因

としては、薬剤の効果に差があるのではなく、niraparib と⽐較して他の 3薬剤は実験

に⽤いた濃度が真の⾄適濃度よりも⾼く、病的バリアント導⼊細胞がほぼ完全に死滅

してしまったため、統計解析に⼗分なデータのばらつきを得ることができなかったか

らだと考えた。実際、各バリアント導⼊細胞を個別に実験した図１２の結果では、

olaparib、rucaparib、CBDCA の 3 薬剤は MANO-B 法の半分の濃度で実験を⾏ってお

り、niraparib と同様の分布のばらつきがみられていた。 

 機能解析を⾏った 186個の VUS の、niraparib を⽤いた解析による分類は、fClass 1

が 98個、fClass 2 が 28個、fClass 3 が 23個、fClass 4 が 6個、fClass 5 が 31個であっ

た（図２０、表８）。機能ドメイン外に⽣じたバリアントは全て良性 (fClass 1/2)と判

定された。最も多くの病的バリアントが検出されたのは DNA-binding domain (DBD) 

であった。その他の機能低下型あるいは病的バリアントとして、W31C/G/L が

transactivation domain に[42]、P2329L が MEILB2-binding domain に[43]、S3291C が C-
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terminal domain (CTD)に⽣じていた。CTD は BRCA2 と RAD51 の相互作⽤によって

リン酸化を受ける残基として知られている[29]。 

 これまでの解析は、無情報事前分布を⽤いた MANO-B 法に基づくベイズ推定によ

る病原性予測であったが、このモデルは本実験系と独⽴した事前分布を併⽤すること

で、種々のエビデンスを組み合わせた病原性予測を⾏うことも可能である。そこで、

バリアントが⽣じたアミノ酸残基が進化的に保存されているかどうか、あるいはその

残基の⽣物物理学的性質を基にして病原性を推定するアルゴリズムである Align-

GVGD を事前確率に採⽤して同様の解析を⾏った（図２１）[44]。ほとんどのバリア

ントは Align-GVGD の病原性予測と MANO-B 法での機能予測が⼀致していたため、

事前確率の使⽤の有無で結果は変わらなかったが、MANO-B 法単独では fClass 5 の

病的バリアント群に分類され、Align-GVGD では C0 の良性バリアント群に分類され

た、両者で⼀貫性がなかった変異である S2616F は fClass 3 の病原性が判定困難なバ

リアント群に分類された。ただし、Align-GVGD は DBD 内のバリアントにしか妥当

性の検証がなされていないため、DBD 以外のバリアントの結果の解釈には注意が必

要である。	  
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図１６ BRCA2 バリアント59種に対する受信者操作特性曲線
IARC分類により病的意義が判定されているBRCA2 の37種の良性バリアント、22種の
病的バリアント、および空ベクターをDLD1細胞に導⼊し、MANO-B法でolaparib, 
niraparib, rucaparib, CBDCAを⽤いて薬剤感受性を評価し、受信者操作特性曲線を描画
した。機能低下型バリアントと考えられるR2784Q、R2842H、G2908VはIARC分類で
は良性であったがROC曲線の⾚丸で⽰した Youden index に基づく閾値では病的バリア
ントと判定される傾向があった。
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図１７ BRCA2バリアント244種の相対⽣存率のモデリング
A, Expectation‒maximization algorithmを⽤いてデータに最もフィットするモデルを推
定した。 Bayesian information criterion (BIC) から2つのコンポーネントからなる混合
正規分布モデルが最適と判定した。 B, 推定したモデルの分布密度曲線（⾚線）と実際
の分布。左側の群が病的バリアント群、右側の群が良性バリアント群に対応する。
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図１８ BRCA2バリアント41種のMANO-B法による機能解析
ACMG分類により病的意義が判定されているBRCA2 の22種の良性バリアント、19種
の病的バリアント、および空ベクターをDLD1細胞に導⼊し、MANO-B法でolaparib, 
niraparib, rucaparib, CBDCAを⽤いて薬剤感受性を評価し、機能を推定した。ACMG
分類での良性および病的バリアントとMANO-B法での機能は完全に⼀致した。マーク
が機能の点推定値、縦線が95％信⽤区間を⽰す。
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Supplementary Figure 8: Estimated function and classification for all the established benign and pathogenic 
BRCA2 variants defined by the ACMG guidelines criteria. The barplots show the functional variant-specific effect 
η. The classification of each variant is indicated by the color and shape of the lines and plots, as shown in the 
legend. The ηv values of the wild-type and the D2723H variant are anchored to log10(1.0) and log10(0.003), 
respectively. The dotted lines indicate the center of the neutral and deleterious distributions. Open error bars, 95% 
CIs.

Niraparib, 500 nMOlaparib, 2 µM

CBDCA, 2 µMRucaparib, 2 µM

fClass 1
fClass 2
fClass 3
fClass 4
fClass 5

Benign/likely benign
Pathogenic/likely pathogenic

−3

−2

−1

0

1

K1
69

0N
I1

92
9V

G
60

2R
H2

07
4N

W
ild
−t

yp
e

E4
62

G
I2

94
4F

M
26

76
T

L1
01

9V
P1

68
T

S3
26

R
N5

88
D

T2
51

5I
D1

42
0Y

Y3
09

8H
K2

41
1T

A2
71

7S
Y4

2C
K2

72
9N

N1
22

8D
S1

17
2L

R1
8H

N2
43

6I
R2

41
8G

F1
52

4V
R2

84
2H

L2
68

8P
Em

pt
y−

ve
ct

or
C2

53
5X

G
27

48
D

G
26

09
D

D2
72

3H
K1

98
4X

I2
62

7F
V2

90
8G

T2
72

2R
N3

12
4I

D3
09

5E
K4

85
X

Q
15

02
X

L2
65

3P
L2

64
7P

W
26

26
C

R3
05

2W
L9

97
X

M
od

el
−b

as
ed

 fu
nc

tin
al

 e
st

im
at

io
n;

 η IARC
Class 1/2

Class 4/5

MANO
fClass 1

fClass 2

fClass 3

fClass 4

fClass 5

Estimated variant specific effects and classification;  CBDCA

−3

−2

−1

0

1

K1
69

0N
I1

92
9V

G
60

2R
H2

07
4N

W
ild
−t

yp
e

E4
62

G
I2

94
4F

M
26

76
T

L1
01

9V
P1

68
T

S3
26

R
N5

88
D

T2
51

5I
D1

42
0Y

Y3
09

8H
K2

41
1T

A2
71

7S
Y4

2C
K2

72
9N

N1
22

8D
S1

17
2L

R1
8H

N2
43

6I
R2

41
8G

F1
52

4V
R2

84
2H

L2
68

8P
Em

pt
y−

ve
ct

or
C2

53
5X

G
27

48
D

G
26

09
D

D2
72

3H
K1

98
4X

I2
62

7F
V2

90
8G

T2
72

2R
N3

12
4I

D3
09

5E
K4

85
X

Q
15

02
X

L2
65

3P
L2

64
7P

W
26

26
C

R3
05

2W
L9

97
X

M
od

el
−b

as
ed

 fu
nc

tin
al

 e
st

im
at

io
n;

 η IARC
Class 1/2

Class 4/5

MANO
fClass 1

fClass 2

fClass 3

fClass 4

fClass 5

Estimated variant specific effects and classification;  CBDCA

MANO-B

ACMG

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●
●

●

●

●●

●

●

● ●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

● ●

●
●

●

●

●●

●

●

● ●
●

●

−3

−2

−1

0

1

I1
92

9V
G

60
2R

W
ild
−t

yp
e

R1
8C

S3
26

R
E4

62
G

I2
94

4F
T2

51
5I

T5
98

A
H2

07
4N

D1
42

0Y
Y3

09
8H

A2
71

7S
S2

69
7N

Y4
2C

K2
72

9N
P1

68
T

L1
01

9V
N1

22
8D

S1
17

2L
N2

43
6I

R1
8H

R2
65

9G
C2

53
5X

G
26

09
D

N3
12

4I
D2

72
3H

L2
68

8P
T2

72
2R

Em
pt

y−
ve

ct
or

L2
64

7P
K4

85
X

W
26

26
C

R3
05

2W
S2

67
0L

I2
62

7F
Q

15
02

X
L2

65
3P

D3
09

5E
L9

97
X

K1
98

4X

M
od

el
−b

as
ed

 fu
nc

tio
na

l e
st

im
at

io
n;

 h

IARC
●●

●●

Class 1/2

Class 4/5

MANO
●● fClass 1

fClass 4

fClass 5

Estimated variant−specific effects and classification;  olaparib

●

● ●

●
●

●

●

●

●●
●

●

●

●

●

●

●
●

●

● ●

●
●

●

●

●

●●
●

●

●

●

●

●

●
●

−4

−3

−2

−1

0

1

I1
92

9V
W

ild
−t

yp
e

G
60

2R
R1

8C
E4

62
G

H2
07

4N
T5

98
A

S3
26

R
Y4

2C
P1

68
T

I2
94

4F
A2

71
7S

D1
42

0Y
S2

69
7N

Y3
09

8H
T2

51
5I

L1
01

9V
K2

72
9N

S1
17

2L
N1

22
8D

N2
43

6I
R1

8H
C2

53
5X

Em
pt

y−
ve

ct
or

D2
72

3H
L2

64
7P

R2
65

9G
T2

72
2R

L2
65

3P
G

26
09

D
R3

05
2W

L2
68

8P
K1

98
4X

Q
15

02
X

W
26

26
C

D3
09

5E
K4

85
X

S2
67

0L
I2

62
7F

N3
12

4I
L9

97
X

M
od

el
−b

as
ed

 fu
nc

tio
na

l e
st

im
at

io
n;

 h

IARC
●●

●●

Class 1/2

Class 4/5

MANO
●● fClass 1

fClass 2

fClass 3

fClass 5

Estimated variant−specific effects and classification;  niraparib



 

 74 

｀

￥

   

図１９ BRCA2 バリアント244種のMANO-B法による機能解析
Olaparib, niraparib, rucaparib, CBDCAの4薬剤による各バリアントの分類。数値は各薬
剤が何個のバリアントをfClass 1/2  (A), fClass 3 (B), fClass 4/5 (C) に分類したかを⽰
す。ある薬剤がfClass1/2、別の薬剤がfClass 4/5という⼀貫性のない分類をしたバリア
ントはなかった。

A B
Variants classified as fClass 1/2

Olaparib Niraparib

CBDCA

Rucaparib

0 6 0 0

1 131 0 0

0 3 2 2

1 6 7

Variants classified as fClass 3

C
Variants classified as fClass 4/5

Other: 85

Olaparib Niraparib

CBDCA

Rucaparib

9 7 1 4

7 17 1 7

0 0 0 6

0 0 2

Other: 183

Olaparib Niraparib

CBDCA

Rucaparib

0 0 0 0

1 53 0 0

1 0 7 5

0 0 0

Other: 177
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図２０ BRCA2 バリアント244種のMANO-B法による機能解析と臨床的分類
無情報事前分布を⽤いたMANO-B法によるベイズ推定に基づく各バリアントのvariant-
specific effect (ηv )と機能分類をバープロットで⽰す。BRCA2の機能ドメインは
PALB2 interaction domain (a.a.10‒40)、transactivation domain (TAD) (a.a. 18‒105)、
BRC repeatを含むRAD51-binding domain (a.a. 1008‒2082)、MEILB2-binding domain 
(MBD, a.a. 2117‒2339)、DNA- binding domain (a.a. 2402‒3186)、helical domain (HD, 
a.a. 2402‒2669)、oligonucleotide/oligosaccharide-binding domains (OB, a.a. 2670‒
2803, 2809‒3048, 3056‒3102)、C-terminal RAD51-binding domain (CTD, a.a. 3270‒
3305)が知られている。Niraparibを⽤いた解析結果を代表例として⽰す。バリアントは
⼤きく2群に分かれ、 上側が良性バリアント、下側が病的バリアントに相当する。破線
は各群のηvの中央値を⽰す。各バリアントの機能分類はベイズ因⼦ (BF) に基づき判
定され、マークの⾊と形状で表されている。線の⾊はIARC分類による病的意義に対応
する。マークの位置は推定したηvの中央値を、線の延びている範囲はηvの95％信⽤区
間を⽰す。

fClass 1 (normal) (BF ≤ 0.003), fClass 2 (likely normal) (0.003 < BF ≤ 0.053), fClass
3 (intermediate) (0.053 < BF < 18.7), fClass 4 (likely abnormal) (18.7 ≤ BF < 350), and 
fClass 5 (abnormal) (350 ≤ BF). WT, wild-type; NS, nonsense variants; a.a., amino acid.
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表8 BRCA2 バリアントのIARC分類およびMANO-B法での分類

LL, lower limit; UL, upper limit; CI, Credible interval; BF, Bayes factor.

Variant
IARC

Classification

Niraparib
η

BF fClassMean 95% CI
LL UL

R18H Class 2 -1.38 -1.76 -1.03 1.76E-01fClass 3
R18C Class 2 -0.23 -0.62 0.16 1.31E-04fClass 1
K21R Unclassified 0.23 -0.10 0.57 2.03E-05fClass 1
D23Y Unclassified -0.80 -1.18 -0.41 4.47E-03fClass 2
D23V Unclassified -0.30 -0.67 0.09 1.83E-04fClass 1
G25R Unclassified -1.54 -2.06 -1.07 5.01E-01fClass 3
N30H Unclassified -0.95 -1.34 -0.57 1.20E-02fClass 2
W31C Unclassified -2.43 -2.81 -2.08 2.39E+02fClass 4
W31G Unclassified -2.66 -3.11 -2.25 1.06E+03fClass 5
W31L Unclassified -2.78 -3.23 -2.37 2.38E+03fClass 5
F32L Unclassified -0.75 -1.13 -0.36 2.71E-03fClass 1
P41L Unclassified -0.97 -1.30 -0.65 9.82E-03fClass 2
Y42C Class 1 -0.64 -0.97 -0.31 1.17E-03fClass 1
N55S Unclassified 0.04 -0.29 0.37 3.67E-05fClass 1
P59A Unclassified -1.23 -1.59 -0.89 6.78E-02fClass 3
T77I Unclassified -0.08 -0.47 0.31 4.77E-05fClass 1
N108S Unclassified -0.19 -0.51 0.14 1.14E-04fClass 1
Q147R Unclassified -0.87 -1.19 -0.54 5.19E-03fClass 2
D156G Unclassified 0.09 -0.24 0.43 3.64E-05fClass 1
V159E Unclassified -0.37 -0.69 -0.05 1.95E-04fClass 1
V159M Unclassified 0.13 -0.26 0.52 2.78E-05fClass 1
P168T Class 1 -0.66 -0.99 -0.34 1.26E-03fClass 1
G185V Unclassified -0.11 -0.49 0.29 7.20E-05fClass 1
D191V Unclassified 0.05 -0.33 0.45 3.70E-05fClass 1
T200I Unclassified 0.27 -0.12 0.68 1.51E-05fClass 1
T207I Unclassified -0.15 -0.53 0.23 7.48E-05fClass 1
V208G Unclassified -0.40 -0.72 -0.07 2.79E-04fClass 1
V211I Unclassified -0.54 -0.91 -0.16 6.67E-04fClass 1
Y232C Unclassified -0.07 -0.45 0.31 7.09E-05fClass 1
F266L Unclassified -0.09 -0.41 0.24 7.60E-05fClass 1
R324T Unclassified -0.55 -0.88 -0.23 5.80E-04fClass 1
S326R Class 1 -0.44 -0.75 -0.11 3.54E-04fClass 1
S445Y Unclassified -0.47 -0.73 -0.20 3.18E-04fClass 1
E462G Class 1 -0.28 -0.60 0.05 1.41E-04fClass 1
N588D Class 2 -0.62 -0.94 -0.30 8.92E-04fClass 1
F590C Unclassified -0.26 -0.64 0.12 1.50E-04fClass 1
Y592C Unclassified -0.30 -0.68 0.10 2.36E-04fClass 1
H595Y Unclassified -0.91 -1.23 -0.59 6.84E-03fClass 2
T598A Class 1 -0.38 -0.71 -0.05 2.79E-04fClass 1
Y600C Unclassified -0.97 -1.30 -0.64 1.08E-02fClass 2
G602R Class 1 -0.19 -0.52 0.14 7.87E-05fClass 1
G602V Unclassified -0.74 -1.06 -0.43 1.93E-03fClass 1
E747G Unclassified -0.67 -1.00 -0.34 1.33E-03fClass 1
S755C Unclassified -0.88 -1.20 -0.55 5.03E-03fClass 2
N854S Unclassified -0.20 -0.52 0.13 8.77E-05fClass 1
V917A Unclassified 0.61 0.21 1.02 1.08E-05fClass 1
L1019V Class 1 -0.81 -1.14 -0.50 3.30E-03fClass 2
S1074C Unclassified -1.02 -1.35 -0.69 1.39E-02fClass 2
T1128I Unclassified -0.31 -0.69 0.09 1.87E-04fClass 1
I1167V Unclassified -0.55 -0.87 -0.22 6.83E-04fClass 1
M1168I Unclassified -1.03 -1.37 -0.71 1.58E-02fClass 2
A1170V Unclassified -0.54 -0.86 -0.22 5.47E-04fClass 1
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Variant
IARC

Classification

Niraparib
η

BF fClassMean 95% CI
LL UL

S1172L Class 1 -1.04 -1.38 -0.71 1.83E-02fClass 2
G1224V Unclassified -0.24 -0.62 0.15 1.50E-04fClass 1
N1228D Class 1 -1.14 -1.48 -0.81 3.36E-02fClass 2
R1329S Unclassified -0.22 -0.54 0.11 9.38E-05fClass 1
D1420Y Class 1 -0.74 -1.07 -0.42 2.06E-03fClass 1
F1524V Class 1 -0.77 -1.09 -0.45 2.54E-03fClass 1
K1530N Unclassified -0.19 -0.51 0.15 8.18E-05fClass 1
V1532F Unclassified -0.92 -1.24 -0.60 6.41E-03fClass 2
K1690N Class 1 0.42 0.09 0.78 9.31E-06fClass 1
E1695V Unclassified -0.84 -1.16 -0.51 4.01E-03fClass 2
G1696V Unclassified -1.20 -1.56 -0.86 5.40E-02fClass 3
D1699N Unclassified -1.03 -1.36 -0.71 1.52E-02fClass 2
D1728N Unclassified -0.44 -0.76 -0.12 3.11E-04fClass 1
D1737V Unclassified -0.47 -0.79 -0.14 4.21E-04fClass 1
N1878K Class 1 -0.11 -0.43 0.23 6.45E-05fClass 1
H1918R Class 1 -1.48 -1.89 -1.12 3.40E-01fClass 3
I1929V Class 1 0.37 -0.02 0.79 1.05E-05fClass 1
S1970L Unclassified 0.12 -0.15 0.40 1.75E-05fClass 1
T1980I Unclassified -0.65 -1.04 -0.25 1.47E-03fClass 1
S2006R Unclassified 0.20 -0.19 0.61 2.47E-05fClass 1
E2020K Class 2 -0.82 -1.15 -0.50 3.23E-03fClass 2
S2041P Unclassified 0.00 -0.39 0.39 4.69E-05fClass 1
G2057E Unclassified 0.07 -0.32 0.46 3.45E-05fClass 1
F2058L Unclassified 0.34 -0.05 0.75 1.27E-05fClass 1
H2074N Class 1 -0.31 -0.62 0.02 1.45E-04fClass 1
K2075N Unclassified -0.35 -0.67 -0.03 1.85E-04fClass 1
V2109I Unclassified 0.30 -0.09 0.71 2.14E-05fClass 1
V2138D Unclassified -0.50 -0.81 -0.18 4.12E-04fClass 1
H2178R Unclassified -0.13 -0.51 0.27 7.41E-05fClass 1
H2324R Unclassified -1.05 -1.38 -0.72 1.71E-02fClass 2
P2329L Unclassified -1.77 -2.17 -1.38 1.64E+00fClass 3
R2336G Unclassified -0.55 -0.88 -0.22 6.51E-04fClass 1
R2336P Unclassified -0.27 -0.65 0.12 1.66E-04fClass 1
T2337A Unclassified -1.12 -1.46 -0.79 2.91E-02fClass 2
K2411T Class 1 -0.46 -0.78 -0.13 3.38E-04fClass 1
T2412A Unclassified -0.39 -0.72 -0.07 2.67E-04fClass 1
T2412I Unclassified -0.40 -0.72 -0.08 2.19E-04fClass 1
R2418G Class 2 -1.64 -2.05 -1.25 8.00E-01fClass 3
N2436I Class 1 -1.34 -1.72 -1.00 1.37E-01fClass 3
R2488G Unclassified -0.36 -0.74 0.03 2.24E-04fClass 1
Q2491R Unclassified -0.21 -0.59 0.18 1.14E-04fClass 1
V2503D Unclassified -0.20 -0.59 0.19 1.30E-04fClass 1
G2508S Class 4 -2.42 -2.85 -2.01 1.54E+02fClass 4
S2509R Unclassified -0.39 -0.77 -0.01 2.55E-04fClass 1
S2509N Unclassified -0.39 -0.78 0.00 2.80E-04fClass 1
L2510P Unclassified -2.65 -3.10 -2.24 9.36E+02fClass 5
K2514T Unclassified -0.72 -1.11 -0.34 2.29E-03fClass 1

表8（続） BRCA2 バリアントのIARC分類およびMANO-B法での分類

LL, lower limit; UL, upper limit; CI, Credible interval; BF, Bayes factor.
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Variant
IARC

Classification

Niraparib
η

BF fClassMean 95% CI
LL UL

T2515I Class 1 -0.87 -1.26 -0.48 6.45E-03fClass 2
S2516C Unclassified -0.37 -0.74 0.02 2.00E-04fClass 1
R2520Q Unclassified 0.72 0.32 1.15 6.64E-06fClass 1
R2520P Unclassified -1.10 -1.51 -0.71 3.43E-02fClass 2
V2527I Unclassified -0.45 -0.83 -0.07 3.61E-04fClass 1
P2532H Unclassified -0.74 -1.12 -0.35 2.64E-03fClass 1
G2544D Unclassified 0.32 -0.07 0.74 1.44E-05fClass 1
F2562V Unclassified -2.66 -3.10 -2.25 1.11E+03fClass 5
L2581W Unclassified -1.70 -2.20 -1.20 1.12E+00fClass 3
G2584C Unclassified -1.35 -1.84 -0.94 1.80E-01fClass 3
K2597N Unclassified 0.03 -0.37 0.43 3.42E-05fClass 1
Y2601C Unclassified -1.36 -1.74 -1.02 1.56E-01fClass 3
R2602T Unclassified -0.70 -1.08 -0.32 1.87E-03fClass 1
A2603T Unclassified 0.01 -0.38 0.41 5.20E-05fClass 1
L2604P Unclassified -2.77 -3.16 -2.40 3.21E+03fClass 5
T2607P Class 4 -2.70 -3.14 -2.30 1.54E+03fClass 5
G2609D Class 4 -2.80 -3.20 -2.43 4.22E+03fClass 5
D2611G Unclassified -2.54 -2.97 -2.14 4.29E+02fClass 5
S2616F Unclassified -2.53 -2.96 -2.13 4.13E+02fClass 5
W2619C Unclassified -2.85 -3.32 -2.43 3.81E+03fClass 5
N2622S Unclassified -2.65 -3.05 -2.29 1.17E+03fClass 5
H2623R Unclassified -2.83 -3.24 -2.46 4.58E+03fClass 5
W2626R Unclassified -2.48 -2.86 -2.12 3.62E+02fClass 5
W2626C Class 5 -2.97 -3.39 -2.60 1.14E+04fClass 5
I2627V Unclassified -1.00 -1.33 -0.68 1.28E-02fClass 2
I2627F Class 5 -3.16 -3.64 -2.73 2.71E+04fClass 5
P2639L Unclassified -1.66 -2.06 -1.26 8.93E-01fClass 3
F2642C Unclassified -1.12 -1.53 -0.73 3.82E-02fClass 2
A2643G Unclassified -0.07 -0.46 0.31 4.56E-05fClass 1
L2647P Class 4 -2.56 -3.01 -2.16 4.98E+02fClass 5
V2652G Unclassified -2.70 -3.15 -2.30 1.53E+03fClass 5
L2653P Class 5 -2.78 -3.22 -2.36 2.33E+03fClass 5
L2654P Unclassified -2.63 -3.07 -2.22 8.89E+02fClass 5
R2659G Class 5 -2.65 -3.09 -2.23 8.56E+02fClass 5
Y2660D Unclassified -2.87 -3.33 -2.46 5.12E+03fClass 5
E2663K Unclassified -2.54 -2.92 -2.18 5.42E+02fClass 5
I2664M Unclassified -1.23 -1.59 -0.91 6.46E-02fClass 3
S2670L Class 4 -3.08 -3.55 -2.65 1.74E+04fClass 5
S2670W Unclassified -2.71 -3.15 -2.30 1.61E+03fClass 5
K2673N Unclassified -0.50 -0.88 -0.12 5.77E-04fClass 1
M2676T Class 2 -0.49 -0.82 -0.16 3.70E-04fClass 1
R2678G Unclassified 0.01 -0.39 0.40 5.60E-05fClass 1
A2682V Unclassified 0.38 -0.01 0.79 1.20E-05fClass 1
L2686P Unclassified -3.08 -3.55 -2.65 1.75E+04fClass 5
L2688P Class 4 -2.91 -3.33 -2.54 8.29E+03fClass 5
S2697N Class 2 -0.75 -1.08 -0.42 2.49E-03fClass 1
A2717S Class 1 -0.67 -0.99 -0.35 1.21E-03fClass 1

表8（続） BRCA2 バリアントのIARC分類およびMANO-B法での分類

LL, lower limit; UL, upper limit; CI, Credible interval; BF, Bayes factor.
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Variant
IARC

Classification

Niraparib
η

BF fClassMean 95% CI
LL UL

L2721H Unclassified -3.01 -3.43 -2.63 1.44E+04fClass 5
T2722K Unclassified -2.80 -3.19 -2.42 3.86E+03fClass 5
T2722R Class 5 -2.66 -3.05 -2.30 1.39E+03fClass 5
D2723H Class 5 -2.52 -2.52 -2.52 7.61E+02fClass 5
D2723E Unclassified -2.82 -3.23 -2.47 4.04E+03fClass 5
G2724W Unclassified -2.73 -3.13 -2.37 2.63E+03fClass 5
K2729N Class 1 -0.88 -1.21 -0.56 5.72E-03fClass 2
A2730V Unclassified -1.16 -1.60 -0.77 5.61E-02fClass 3
R2744G Unclassified -0.01 -0.39 0.37 3.83E-05fClass 1
L2745V Unclassified 0.18 -0.21 0.59 2.69E-05fClass 1
V2747I Unclassified -0.90 -1.23 -0.57 5.93E-03fClass 2
G2748D Class 5 -2.57 -2.95 -2.21 6.80E+02fClass 5
G2755V Unclassified -0.93 -1.32 -0.54 1.02E-02fClass 2
A2764V Unclassified -0.41 -0.79 -0.02 3.37E-04fClass 1
P2771L Unclassified -1.48 -1.99 -1.04 3.79E-01fClass 3
S2773C Unclassified 0.05 -0.33 0.45 3.58E-05fClass 1
K2777E Unclassified -0.37 -0.76 0.02 2.61E-04fClass 1
R2784W Unclassified -2.71 -3.15 -2.30 1.56E+03fClass 5
R2784Q Class 1 -2.74 -3.19 -2.33 2.09E+03fClass 5
W2788C Unclassified -2.26 -2.68 -1.85 4.03E+01fClass 4
L2792P Unclassified -2.92 -3.39 -2.51 6.42E+03fClass 5
G2793V Unclassified -3.14 -3.62 -2.70 2.38E+04fClass 5
P2800T Unclassified -0.99 -1.38 -0.61 1.56E-02fClass 2
P2800R Unclassified -2.22 -2.64 -1.79 2.88E+01fClass 4
G2813E Unclassified -1.11 -1.52 -0.74 3.70E-02fClass 2
Y2826C Unclassified -2.67 -3.11 -2.26 1.07E+03fClass 5
P2827A Unclassified 0.04 -0.35 0.44 4.35E-05fClass 1
K2833N Unclassified -0.95 -1.35 -0.57 1.13E-02fClass 2
R2842H Class 1 -2.02 -2.40 -1.63 8.18E+00fClass 3
R2842C Unclassified -2.58 -3.02 -2.17 5.39E+02fClass 5
R2842L Unclassified -2.38 -2.79 -1.98 1.15E+02fClass 4
E2847K Unclassified 0.05 -0.33 0.45 3.61E-05fClass 1
L2862Q Unclassified -0.64 -1.01 -0.27 1.36E-03fClass 1
L2865V Unclassified -0.38 -0.76 0.01 2.39E-04fClass 1
I2869N Unclassified -1.89 -2.36 -1.38 2.99E+00fClass 3
F2873C Unclassified -0.92 -1.31 -0.53 9.05E-03fClass 2
R2896C Unclassified 0.05 -0.28 0.40 2.93E-05fClass 1
D2900V Unclassified -1.05 -1.46 -0.66 2.46E-02fClass 2
G2901V Unclassified -0.78 -1.16 -0.40 3.04E-03fClass 2
Y2905H Unclassified -0.67 -1.05 -0.28 1.61E-03fClass 1
Y2905C Unclassified -1.92 -2.37 -1.42 3.45E+00fClass 3
V2908G Class 2 -2.29 -2.67 -1.95 7.64E+01fClass 4
A2911E Unclassified -0.66 -0.97 -0.34 1.35E-03fClass 1
A2911V Unclassified -0.75 -1.06 -0.43 2.33E-03fClass 1
D2913H Unclassified -1.97 -2.35 -1.58 6.02E+00fClass 3
D2913V Unclassified -1.78 -2.28 -1.28 1.64E+00fClass 3
S2922R Unclassified -1.20 -1.63 -0.80 6.87E-02fClass 3
Q2925R Unclassified -2.41 -2.84 -2.01 1.48E+02fClass 4
Q2925H Unclassified -2.12 -2.56 -1.66 1.37E+01fClass 3
R2933T Unclassified 0.09 -0.29 0.49 3.21E-05fClass 1
I2944F Class 1 -0.68 -1.00 -0.35 1.27E-03fClass 1

表8（続） BRCA2 バリアントのIARC分類およびMANO-B法での分類

LL, lower limit; UL, upper limit; CI, Credible interval; BF, Bayes factor.
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Variant
IARC

Classification

Niraparib
η

BF fClassMean 95% CI
LL UL

V2966A Unclassified -1.59 -2.11 -1.12 6.65E-01fClass 3
L2972W Unclassified -1.20 -1.63 -0.81 6.69E-02fClass 3
S2998Y Unclassified 0.41 0.02 0.83 1.23E-05fClass 1
E3002D Unclassified -0.30 -0.67 0.09 1.99E-04fClass 1
Y3006D Unclassified -2.53 -2.96 -2.12 3.41E+02fClass 4
R3007G Unclassified -2.09 -2.53 -1.63 1.10E+01fClass 3
L3011P Unclassified -0.90 -1.30 -0.51 8.10E-03fClass 2
T3030I Unclassified 0.25 -0.13 0.65 1.53E-05fClass 1
T3033I Unclassified -1.97 -2.42 -1.48 4.74E+00fClass 3
Y3035C Unclassified 0.22 -0.17 0.64 1.98E-05fClass 1
Y3035S Class 2 -0.63 -1.01 -0.25 1.11E-03fClass 1
I3044V Unclassified -0.78 -1.10 -0.47 2.71E-03fClass 1
R3052W Class 5 -2.90 -3.31 -2.53 7.64E+03fClass 5
P3054S Unclassified -0.85 -1.17 -0.53 4.19E-03fClass 2
F3060C Unclassified 0.07 -0.31 0.47 2.74E-05fClass 1
V3072E Unclassified -2.95 -3.42 -2.54 6.38E+03fClass 5
D3073G Unclassified -3.07 -3.54 -2.63 1.13E+04fClass 5
G3076E Unclassified -3.12 -3.61 -2.67 2.16E+04fClass 5
D3095E Class 5 -3.00 -3.41 -2.62 1.33E+04fClass 5
E3096K Class 2 0.00 -0.33 0.32 4.93E-05fClass 1
Y3098H Class 1 -0.76 -1.08 -0.43 2.43E-03fClass 1
L3101R Unclassified -2.87 -3.33 -2.44 4.28E+03fClass 5
L3101P Unclassified -2.87 -3.32 -2.45 4.67E+03fClass 5
S3123G Unclassified 0.10 -0.30 0.49 3.35E-05fClass 1
S3123R Unclassified 0.13 -0.26 0.54 3.09E-05fClass 1
N3124I Class 5 -3.17 -3.61 -2.79 3.70E+04fClass 5
Q3126P Unclassified -1.02 -1.42 -0.63 1.97E-02fClass 2
I3183V Unclassified -0.42 -0.74 -0.09 2.81E-04fClass 1
N3187K Unclassified -0.07 -0.40 0.25 5.07E-05fClass 1
R3269G Unclassified 0.55 0.16 0.96 1.43E-05fClass 1
R3269T Unclassified 0.17 -0.22 0.57 2.21E-05fClass 1
L3274W Unclassified 0.45 0.05 0.86 9.19E-06fClass 1
P3280R Unclassified 0.15 -0.23 0.56 2.68E-05fClass 1
I3286N Unclassified -0.15 -0.54 0.24 8.19E-05fClass 1
S3291C Unclassified -2.07 -2.43 -1.69 1.15E+01fClass 3
P3292L Class 1 -0.40 -0.72 -0.07 2.47E-04fClass 1
Q3295P Unclassified -1.75 -2.25 -1.26 1.46E+00fClass 3
P3301L Unclassified -0.65 -1.04 -0.27 1.40E-03fClass 1
S3319F Unclassified -0.25 -0.51 0.02 1.23E-04fClass 1
R3385H Unclassified -0.36 -0.68 -0.03 1.95E-04fClass 1
T3387A Unclassified -0.06 -0.39 0.28 4.97E-05fClass 1
Wild-type Class 1 0.00 0.00 0.00 2.35E-05fClass 1
Empty-vector Class 5 -2.53 -2.92 -2.17 5.34E+02fClass 5
K485X Class 5 -3.02 -3.50 -2.60 1.27E+04fClass 5
L997X Class 5 -3.49 -4.00 -3.02 1.04E+05fClass 5
Q1502X Class 5 -2.98 -3.44 -2.56 1.10E+04fClass 5
K1984X Class 5 -2.96 -3.42 -2.55 6.83E+03fClass 5
C2535X Class 5 -2.17 -2.59 -1.73 1.97E+01fClass 4
BF: Bayes factor
LL: lower limit, UL: upper limit

表8（続） BRCA2 バリアントのIARC分類およびMANO-B法での分類
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図２１ BRCA2 バリアント244種のMANO-B法による機能解析と臨床的分類
Align-GVGDによる事前確率を⽤いたMANO-B法によるベイズ推定に基づく各バリア
ントのvariant-specific effect (ηv )と機能分類をバープロットで⽰す。BRCA2の機能ド
メインはPALB2 interaction domain (a.a.10‒40)、transactivation domain (TAD) (a.a.
18‒105)、BRC repeatを含むRAD51-binding domain (a.a. 1008‒2082)、MEILB2-
binding domain (MBD, a.a. 2117‒2339)、DNA-binding domain (a.a. 2402‒3186)、
helical domain (HD, a.a. 2402‒2669)、oligonucleotide/oligosaccharide-binding domains 
(OB, a.a. 2670‒2803, 2809‒3048, 3056‒3102)、C-terminal RAD51-binding domain 
(CTD, a.a. 3270‒3305)が知られている。Niraparibを⽤いた解析結果を代表例として⽰
す。バリアントは⼤きく2群に分かれ、 上側が良性バリアント、下側が病的バリアント
に相当する。破線は各群のηvの中央値を⽰す。各バリアントの機能分類はベイズ因⼦
(BF) に基づき判定され、マークの⾊と形状で表されている。線の⾊はIARC分類による
病的意義に対応する。マークの位置は推定したηvの中央値を、線の延びている範囲は
ηvの95％信⽤区間を⽰す。⾚⽮印はS2616F バリアントを⽰す。

fClass 1 (normal) (BF ≤ 0.003), fClass 2 (likely normal) (0.003 < BF ≤ 0.053), fClass
3 (intermediate) (0.053 < BF < 18.7), fClass 4 (likely abnormal) (18.7 ≤ BF < 350), and 
fClass 5 (abnormal) (350 ≤ BF). WT, wild-type; NS, nonsense variants; a.a., amino acid.
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3-5. モデルの検証 

 モデルの妥当性の検証として、posterior predictive check を⾏った。ベイズ推定によ

る事後予測分布は、実際に観察されたデータの分布とマッチしていた（図２２）。

Quantile‒Quantile (Q‒Q) プロットは事後予測標準化残差が正規分布に従うことを⽰

した（図２３）。以上から、ベイズ推定による機能推定と実際の機能の間の相違はラ

ンダムなノイズによって⽣じており、モデルにはバイアスが⼩さいと判断した。 
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図２２ MANO-B法での機能予測と実際のデータの関係
MANO-B法によるベイズ推定で算出した対数化相対的⽣存率の事後予測密度曲線と実
際に得られたデータのヒストグラムを⽰す。ともに2峰性の混合正規分布に従っている。
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図２３ MANO-B法での機能予測と実際のデータの誤差
MANO-B法によるベイズ推定で算出した対数化相対的⽣存率の事後予測密度曲線と実
際に得られたデータとの誤差をQ-Qプロットで評価した。各バリアントの誤差は直線
上に分布しており、誤差が正規分布に従っていることを⽰す。
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3-6. HDR アッセイとの⽐較 

 従来 BRCA2 機能解析法のゴールドスタンダードとされてきた DR-GFP レポーター

アッセイを 24個のバリアントに対して⾏い、MANO-B 法との⼀貫性を検討した（図

２４）。⼆つの実験結果は良く相関していたが、わずかに相違点があった。S3291C バ

リアントは MANO-B 法と⽐較して DR-GFP レポーターアッセイではやや⾼い相同組

み換え修復能を⽰していた。S3291 は CDK1/2 によるリン酸化を受ける残基であり、

他の病的バリアントとは違った機構で BRCA2 の機能が障害されると想定される[45]。

DR-GFP レポーターアッセイのような短期間で⾏う過剰発現系での実験では S3291C

バリアントの機能への影響を評価することが困難であったのではないかと考えた。	  
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図２４ DR-GFPレポーターアッセイとMANO-B法での機能予測の⽐較
24個のBRCA2 バリアントに対してDR-GFPレポーターアッセイによる機能推定を⾏っ
た。(A)  MANO-B法での分類とDR-GFPレポーターアッセイで求めた機能には⼀貫性
があった。BRCA2 バリアント発現ベクターとI-SceI発現ベクターを⼀過性に発現させ
た4⽇後、 GFP蛍光陽性細胞数をFACSでカウントした。 GFP蛍光陽性細胞率は野⽣型
導⼊細胞を5、D2723H導⼊細胞を1としてアフィン変換で正規化した。全てのバリアン
トはbiological duplicateおよびtechnical triplicateで評価した。⻘点が実際に得られた
triplicateの平均値を⽰す。棒グラフの⾊がMANO-B法での分類を⽰し，⾼さが正規化
したGFP蛍光陽性細胞率を⽰す。⾚線はMANO-B法で推定した各バリアントの機能
(ηv)を⽰す。(B) 実際の GFP蛍光陽性細胞のゲーティング。
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⼩括 2 

 MANO-B 法での機能分類は ACMG 分類による病的意義と完全に⼀致していた。

186個の BRCA2 VUS を評価し、新たな 37個の病的バリアントを予測した。予測モデ

ルは実際に観察されたデータとマッチしており、明らかなバイアスはみられなかった。

従来のゴールドスタンダードである DR-GFP レポーターアッセイとも結果の⼀貫性

が⾒られた。 
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3-7. 迅速な病的意義判定システムの構築 

 MANO-B 法により新たに 186個の VUS に対して機能解析を⾏ったが、表１で⽰し

たとおり BRCA2 には未だ数千種類の VUS が存在しており、また⽇々⾏なわれてい

る遺伝⼦検査によって新たな VUS が検出され続けている。そこで、MANO-B 法を継

続して⾏い網羅的に VUS の機能解析を⾏うだけではなく、新たに発⾒されたバリア

ントに対して、その病原性を迅速に判定する Accurate BRCA Companion Diagnostic 

(ABCD) テストを MANO-B 法の臨床応⽤例として考案した（図２５）。ABCD テスト

は具体的には担がん患者における PARP 阻害薬のコンパニオン診断として⽤いるこ

とができる。遺伝⼦検査での新規 VUS 検出から機能の報告までを 5週間以内に⾏う

ことができる。ただし、実際には ABCD テストの結果の解釈を各医療施設のエキス

パートパネルで検討してから患者に適⽤する必要があり、もう数週を要すると想定さ

れるが、これは⽣命予後の限られた担がん患者であっても現実的に許容できる時間で

ある。また、実験にかかる費⽤は主にシーケンス試薬代で、新規の 4 バリアントを解

析する場合は 1 バリアントあたり約 4万円程度であり、これに⼈件費が加わる。⼀度

に多くのバリアントを評価すると費⽤はより少なくなる。 

 ABCD テストは 12個のバリアントを⽤いて⾏われる。良性バリアントのコントロ

ールとして野⽣型と T2515I バリアントを、病的バリアントのコントロールとして

D2723H と Y2660D バリアントを⽤い、⼩スケールの MANO-B 法を⾏い、4個の新た
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に発⾒されたバリアントの機能解析を⾏うことができる。実験結果はこれまでに⾏な

われた MANO-B 法の結果とベイズ推定によって統合され、実験バッチ間でのバイア

スを補正した上で病的意義が判定される。ただし、MANO-B 法は塩基置換のスプラ

イスへの影響は評価できないため、スプライス異常による機能低下が疑われる場合は

患者の組織あるいは⾎液を⽤いて転写産物の解析を⾏う必要がある[46]。もしなんら

かの異常な転写産物が検出された場合は、発⾒された転写産物全てに対して ABCD

テストで機能評価が可能である。 

 ABCD テストの正確性を評価するために、仮に I1929V、D3095E、Y3035S、 S3291C

の 4 バリアントを新規に検出されたバリアントとして扱い、これらの ABCD テスト

での機能予測が⼤スケールで複数回⾏われた MANO-B 法の結果とどの程度⼀致して

いるかを評価した。ABCD テストの検証実験は biological replicate として 3回⾏われ、

病原性予測は D3095E の⼀つのバッチの結果を除いて⼀貫性があった（表９）。臨床

での実⽤化において予測の⼀貫性が得られないことは重⼤な問題となり得る。

MANO-B 法はトランスフェクションを⽤いた遺伝⼦導⼊法であり、実験の各バッチ

ごとに遺伝⼦導⼊効率にばらつきが⽣じることは原理的に不可避である。よって、⼀

回のバッチの結果だけで診断を⾏うことには危険性が伴う。独⽴したバッチで繰り返

しトランスフェクションを⾏うことが安定した正確な分類を⾏うためには必須であ

る。そこで、3回⾏なわれた ABCD テストのバッチの結果を統合して解析を⾏うと、
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MANO-B 法での機能予測と ABCD テストでの機能予測は⼀致した。今回の実験では

4 バリアントで再現性を確認しただけであり、臨床応⽤には更なる妥当性と再現性の

検証が必要である。 
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図２５ Accurate BRCA Companion Diagnostic (ABCD) テストの概略
遺伝⼦検査で新規に検出されたBRCA2 バリアントに対してRNAシーケンシングでスプ
ライス異常を確認の上、検出された産物に対してcDNAを作成する。コントロールとし
て2種類の良性バリアント（野⽣型とT2515I）、2種類の病的バリアント（Y2660Dと
D2723H）をおき、4種類の新規バリアントの機能を⼩スケールのMANO-B法で解析す
る。実験誤差の補正のために実験はbiological triplicateで⾏う。得られた結果を過去に
⾏ったMANO-B法の結果とベイズ推定によって統合し、最終的な結果を5週間で返却す
る。
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表９ Accurate BRCA Companion Diagnostic (ABCD) テストの結果
各バリアントの、複数回⼤スケールで⾏ったMANO-B法での機能予測（previous 
batches）と、3回⾏ったABCDテストでの機能予測（new batches）。D3095E変異はう
ち⼀回の実験で分類に不⼀致が⽣じている。実験バッチ間でのバイアスを軽減するた
め、3回の実験結果を統合して解析すると、全てのバリアントでMANO-B法の機能予測
とABCDテストでの機能予測は⼀致した。

Variant IARC classification ABCD test η Bayes factor fClass
I1929V Class 1 Previous batches 0.37 (-0.02–0.79) 1.05×10-5 fClass 1

New batch-1 0.19 (-0.33–0.73) 1.02×10-5 fClass 1
New batch-2 -0.23 (-0.73–0.28) 1.63×10-4 fClass 1

New batch-3 0.08 (-0.43–0.6) 3.71×10-5 fClass 1
3 batches combined 0.11 (-0.23–0.44) 1.40×10-5 fClass 1

Y3035S Class 2 Previous batches -0.63 (-1.01–-0.25) 1.11×10-3 fClass 1
New batch-1 -0.55 (-1.05–-0.04) 1.12×10-3 fClass 1

New batch-2 -0.53 (-1.04–-0.02) 9.57×10-4 fClass 1
New batch-3 -0.36 (-0.87–0.16) 3.01×10-4 fClass 1

3 batches combined -0.47 (-0.79–-0.15) 2.79×10-4 fClass 1
D3095E Class 5 Previous batches -3 (-3.41–-2.62) 1.33×104 fClass 5

New batch-1 -2.31 (-2.8–-1.78) 4.45×101 fClass 4

New batch-2 -2.63 (-3.12–-2.15) 5.75×102 fClass 5
New batch-3 -2.69 (-3.2–-2.19) 9.28×102 fClass 5

3 batches combined -2.52 (-2.85–-2.19) 7.85×102 fClass 5
S3291C Unclassified Previous batches -2.07 (-2.43–-1.69) 1.15×101 fClass 3

New batch-1 -1.06 (-1.7–-0.53) 6.15×10-2 fClass 3
New batch-2 -2.06 (-2.6–-1.34) 7.05×100 fClass 3

New batch-3 -1.35 (-2.12–-0.74) 3.17×10-1 fClass 3
3 batches combined -1.46 (-1.86–-1.11) 3.39×10-1 fClass 3

Data are presented as means (95% credible interval).
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⼩括 3 

 MANO-B 法の臨床応⽤の⼀例として、遺伝⼦検査で検出された新規 VUS の迅速な

機能解析システムである ABCD テストを考案した。⼩スケールの実験系であり実験

バッチ間のバイアスの影響を受けることから、複数回の独⽴した実験結果を統合して

病的意義を判定する必要があった。4 バリアントという限られた数ではあるが、⼤規

模な MANO-B 法での解析と⼀致する実験結果を得られた。 
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第 4 章 考察 

 これまでに BRCA2 バリアントの機能解析法は複数開発されてきている。しかし、

BRCA2 には複数の機能があり、ある機能が低下することが発がんしやすさに直接繋

がるわけではないことには注意が必要である。⼀例として、確実に病的バリアントと

考えられている R3052W はセントロソーム増殖アッセイでは病原性を⽰さない[36]。

また、良性バリアントとされている G2353R は⾃発的相同組み換えアッセイでは病的

な機能を⽰す[47]。これらの事実は、個々の機能解析の実験結果は臨床的なエビデン

スも踏まえて注意深く解釈する必要性を⽰唆している。 

 特記すべき点として、MANO-B 法での機能予測の分布は良性バリアントと病的バ

リアントの 2 群による 2峰性混合正規分布となるが、2 群は連続しており明確な閾値

が存在しないことを挙げたい。この現象は DR-GFP レポーターアッセイでの機能予

測でも同様に観察されており、良性バリアントと病的バリアントの中間的な機能を持

つ機能低下型バリアントの存在を⽀持している[22, 48]。機能低下型バリアントの保

持者は病的バリアント保持者よりも低い程度で発がんリスクを上昇させ、また環境要

因の影響を受けると想定される。よって、BRCA2 の機能解析においては、ある閾値を

境に病的と良性を⼆分する⽅法ではなく、機能低下型バリアントも考慮した分類⼿法

が必要であった。 

 MANO-B 法では、全てのバリアント導⼊細胞を均⼀に混合し⼀枚のディッシュで
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薬剤を投与しながら培養する。全ての細胞は完全に同⼀な環境で競合的に増殖するた

め、個別に実験をする場合と⽐べて培地の pH、温度、薬剤濃度、培養時間といった

実験誤差の原因となる要素を排除することができる。これにより、機能のわずかな変

化であっても検出しやすくなるため、これまでに開発された DR-GFP レポーターア

ッセイをはじめとした実験系よりも機能低下型バリアントの評価に優れていると考

える。 

 BRCA1 バリアントを⼀度に数千種類評価できる機能解析法として、Findlay らは

saturation genome editing 法を開発した[19]。これは、⼀倍体細胞株 HAP1 の BRCA1 遺

伝⼦に CRISPR/cas9 システムを⽤いて変異を導⼊すると、相同組み換え修復能が失わ

れた細胞が死滅していく現象を観察するものである。MANO-B 法よりも優れている

点として、saturation genome editing 法はスプライス異常による機能低下やプロモータ

ー領域の変異による発現量減少による影響を正確に評価できることが挙げられる。⼀

⽅で、MANO-B 法は⼆倍体細胞を⽤いており、より⽣理的な条件下で相同組み換え

修復能を評価できていることや、同⼀対⽴遺伝⼦内の compound 変異の評価が可能で

あることが有利な点である。さらに、MANO-B 法は直接的にバリアント導⼊細胞の

PARP阻害薬への反応性をみているため、発がんに関与することがはっきりしている

相同組み換え修復能の異常を検出できるが、saturation genome editing 法の結果は変異

導⼊後の細胞の⽣死であり、必ずしも相同組み換え修復能を評価しているとは限らな
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い。いまだ saturation genome editing 法は BRCA2 の機能解析を実現できてはいないも

のの、将来的にも MANO-B 法と saturation genome editing 法は互いに補完し合うもの

になると考える。	

 ⽇々⾏なわれている遺伝⼦検査によって多数の BRCA2 バリアントが発⾒されてい

るが、ほとんどの VUS は⾮常にまれなものであり、疫学的データから頑健なエビデ

ンスを得ることが困難である。最近になって⾏なわれた⼤規模なケースコントロール

研究において、⽐較的まれなバリアントである G2508S (IARC Class 4) および Y3035S 

(IARC Class 2) が発がんリスクを⾼める可能性が⽰唆された[48]。このような⼗分と

は⾔えない疫学的エビデンスを MANO-B 法を⽤いて検証した。G2508S は fClass 4 (ηv 

= −2.42) であり疫学データと同じく機能低下型バリアントを⽰唆する結果であった。

⼀⽅、Y3035S は fClass 1 (ηv = −0.63) と正常な機能を呈した。ただし、Y3035S に対

応する塩基置換である c.9104A>C がスプライスに影響を来している可能性は否定で

きない。ACMG ガイドラインが提唱するように、複数の異なる種類のエビデンスが

⼀貫して同じ病的意義を⽀持しているときに限って信頼性があると考えれば、

G2508S は病的バリアントあるいは機能低下型バリアントとみなしてよく、⼀⽅で

Y3035S は判定を留保するのが妥当と⾔える。機能低下型バリアントを保持する患者

に対し、どのような治療が最適であるのかはいまだ不明であるが、MANO-B 法は

PARP阻害薬への感受性を直接評価する実験系であることから、MANO-B 法によって
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機能低下が⽰されたバリアントを保持する担がん患者は PARP 阻害薬を⽤いた治療

の適応になり得ると考える。 

 全体として、MANO-B 法は BRCA2 バリアントの機能解析法として頑健であり、機

能の定量的あるいは確率的評価が可能な⼿法であると⾔える。さらに、今回⾏った

244 バリアントでの解析は、ベイズ推定の⼿法を⽤いることで、今後追加で⾏う実験

のデータと統合し、実験のバッチ間でのバイアスを補正した上で正確な機能予測を⾏

う基礎となる。また、この⼿法は BRCA2以外のがん抑制遺伝⼦であっても、なんら

かの合成致死の関係にある⼆つの遺伝⼦であれば応⽤の余地があるため、BRCA1 を

はじめとした様々ながん抑制遺伝⼦のバリアント保持者の易発がん性を予測するた

めのエビデンス構築に⽤いることができる。 

 MANO-B 法の臨床応⽤例として考案した ABCD テストは、⼆つの使⽤⽅法が考え

られる。⼀つは担がん患者に対する PARP阻害薬による治療のコンパニオン診断であ

り、もう⼀つはがん未発症者に対する、今後の発がんリスクを軽減するための予防的

乳房切除術および卵巣・卵管切除術の適応の判断としてのコンパニオン診断である。

前者については、MANO-B 法が PARP 阻害薬への感受性を直接観察している実験系

であることから、腫瘍の増⼤抑制を⽬的とした PARP阻害薬のコンパニオン診断とし

て ABCD テストを⽤いることは妥当性があり、また PARP阻害薬の毒性が低いこと、

患者に残された時間が短いことから、確定的なエビデンスではないものの ABCD テ
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ストのみを根拠に治療適応を判断することに合理性はある。ただし、ABCD テストあ

るいは MANO-B 法での分類や variant-specific effect がどの程度であれば治療効果が⾒

込めるのかという閾値の設定は今後の課題である。後者については、患者はがんを未

発症であり、治療の緊急性は乏しい。実際、遺伝⼦検査で BRCA1 あるいは BRCA2 の

病的バリアントが検出されたがん未発症者の半分は予防的卵巣・卵管切除術を受ける

まで 1年以上待機している[49]。予防的⼿術は不可逆的かつ侵襲が⼤きい医療⾏為で

あるため、不確実なエビデンスを基に⼿術を⾏うことは避けなくてはいけない⼀⽅、

待機していても⼗分な疫学的エビデンスが得られる⾒込みも乏しい。発がんリスクが

⾼いと思われる fClass 5 と判定されたバリアントの保持者に対しては、⼗分な遺伝カ

ウンセリングを⾏った上で予防的⼿術を⾏うことは選択肢になると考えるが、部分的

に機能が残存していると思われる fClass 3/4 のバリアントの保持者においては、発が

んリスクはバリアントの機能低下の程度に依存していると考えられるため、⼗分なエ

ビデンスのない現時点では予防的⼿術よりは定期的なチェックアップを受ける⽅が

良いであろう。 

 腫瘍の PARP 阻害薬への反応性は BRCA1 あるいは BRCA2 の病的バリアント以外

にも、EMSY 遺伝⼦増幅、ファンコニ貧⾎パスウェイの不活化、その他の相同組み換

え修復遺伝⼦の機能喪失といった要因で⽣じる[50]。PARP 阻害薬のコンパニオン診

断としては、これらの個々の要因を評価する他に、腫瘍組織の whole-genome 
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sequencing における変異や遺伝⼦再構成のシグニチャー解析によって相同組み換え

修復能を評価する⼿法がある[51, 52]。この⼿法のメリットとして、どのバリアントが

機能喪失型であるのかという具体的な情報なしに相同組み換え修復能を評価できる

点が挙げられる。Nones らは 22 例の BRCA2 病的バリアント保持患者の乳がん組織に

対して whole-genome sequencing を⾏い、うち 21 例を相同組み換え修復能が低下して

いると判定し、残りの 1 例は正常な機能と判定していた[52]。この⼿法は BRCA1 あ

るいは BRCA2 以外の異常を含めた相同組み換え修復能全体を評価している点で

MANO-B 法よりも優れているが、⼀⽅で相同組み換え修復能の低下の程度と PARP

阻害薬の奏効性の関連性については評価がなされていない。また、この⼿法は腫瘍組

織を必要とするため、がん発症前のバリアント保持者に対する発がんリスク評価法と

はなり得ない。よって、ABCD テストと whole-genome sequencing による相同組み換

え修復能評価は並列して⾏うことでより多くの情報が得られるであろう。また、

MANO-B 法および ABCD テストを他の相同組み換え修復関連遺伝⼦に拡張していく

ことで、より薬剤奏効性を正確に評価できるようになると考える。 

 MANO-B 法をバリアントの臨床的意義づけとして活⽤するには幾つかの限界があ

る。MANO-B 法は原理的には BRCA2 バリアント導⼊細胞の PARP阻害薬への感受性

から相同組み換え修復能を評価する実験系であり、バリアントの発がん性を直接観察

しているわけではない。また、BRCA2 は G2期から M期への遷移の制御、転写伸⻑
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の制御などの相同組み換え修復能以外の機能も有しているが、MANO-B 法はこれら

の機能を評価できていない[53, 54]。確かに MANO-B 法の結果は IARC分類や ACMG

分類による病的意義と⾼い関連性があり、それは BRCA2 バリアントの病原性が主に

相同組み換え修復能異常に起因しているためであるが、相同組み換え修復能以外の要

因による発がん性はわかっていない。さらに、BRCA2 の病的バリアントは発がんの

浸透率が 100％ではないため、MANO-B 法が⾼いベイズ因⼦を持ってあるバリアン

トが相同組み換え修復能を喪失していると予測しても、MANO-B 法でのベイズ因⼦

の数値は発がんイベントの発⽣率を直接予測するわけではないことには注意が必要

である。このことは、明確に良性あるいは病的とは⾔えない機能低下型バリアントに

おいて特に重要である。例えば、MANO-B 法による機能予測と ClinVar による臨床的

病的意義が乖離している変異である R2842H と V2908G は機能低下型バリアントと考

えられるが、⼀般に機能低下型バリアントによる発がんへの影響の程度は疫学的には

明らかになっておらず、これらのバリアントに対する適切な臨床的対応は定まってい

ない。ゆえに、MANO-B 法による BRCA2 バリアントの機能解析の結果は ACMG ガ

イドラインの枠組みの中でその他のエビデンスと組み合わせて慎重に解釈されるべ

きものであると考える。 

 また、MANO-B 法が基づいている cDNA を⽤いた実験系に由来する限界もある。

この⼿法は塩基置換がもたらすスプライス異常による機能への影響を評価すること
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ができない。これまでにスプライス異常を予測する幾つかのコンピュータ予測モデル

が開発されているが、いずれも臨床的に仕様可能なほどの信頼性は獲得できておらず、

とくにコンセンサススプライス部位以外の領域での変異に対しては適切なモデルは

開発されていない[55]。ハイブリッドミニジーン法や saturation genome editing 法とい

った⼿法を⽤いた基礎実験に基づくエビデンスの構築が必要である[19, 56, 57]。個々

の患者から検出されたバリアントに対しては、患者の⾎液や腫瘍から抽出した mRNA

に対して RNA シーケンシングを⾏うことによってスプライス異常を検出することが

可能である[46]。 

 その他に MANO-B 法の限界として、単⼀の⼤腸がん細胞株で実施した実験の結果

に基づいている点が挙げられる。BRCA2 の病的バリアントが⼤腸がんの発がんリス

クを上昇させるかどうかに関するエビデンスはいまだ存在しない[58]。また、他のが

ん腫に由来する細胞株でも同様の結果が再現性をもって得られるかどうかは不明で

ある。MANO-B 法の結果の信頼性を⾼めるためには、BRCA2 病的バリアントによっ

て⾼い頻度で⽣じる乳がんや卵巣がんの細胞株を含む、様々な相同組み換え修復能の

状態の細胞株を⽤いた再現実験が⾏われることが望ましい。私も実際に 2 種類の乳が

ん細胞株（HCC1599 および HCC1428）での再現実験を試みたが、遺伝⼦の導⼊効率

が低く実験の再現は困難であった。 

 また、BRCA2 バリアント導⼊細胞において⽣理的なレベルの mRNA 発現量を得る
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ために、10コピー相当を導⼊する必要があったこと、CMV プロモーターによって⾮

⽣理的かつ恒常的に発現する BRCA2 タンパクが、細胞内でどの程度正常な機能を有

するのかは不明である点にも注意が必要である。さらに、Western ブロットでは抗

FLAG抗体を⽤いたため、親細胞株と BRCA2 バリアント導⼊ DLD1 BRCA2 (−/−)細胞

株でタンパク発現量が同程度かどうかは確認できていない。親細胞株と DLD1 BRCA2 

(−/−)細胞株で細胞増殖速度が異なることも、薬剤感受性へ影響を与えていると考え

られる。 

 なお、MANO-B 法は DLD1 BRCA2 (−/−)細胞株には培養しているだけで DNA⼆本

鎖切断損傷が加わっているという前提、DNA⼆本鎖切断損傷が BRCA2 ⽋損細胞では

相同組み換え修復によっては修復されず、⾮相同末端結合などの複製エラーが⽣じや

すい代替経路によって修復されるという前提、および⽣じた DNA⼆本鎖切断損傷が

導⼊した BRCA2 バリアントによって修復されるという前提に基づいて⾏ったが、こ

れらの前提は証明していない。DNA⼆本鎖切断損傷にともない H2AX の ATM によ

るリン酸化が⽣じるため、形成されたγH2AX を抗体で検出することで DNA⼆本鎖

切断損傷が細胞に⽣じているかどうか判定できる。また、正常な機能を持つ BRCA2

バリアントを導⼊した細胞では機能喪失型バリアントを導⼊した細胞と⽐較して

DNA 損傷が修復されやすいためγH2AX の染⾊性が低下すると考えられる。このγ

H2AX の評価を⾏うことで、MANO-B 法の理論的背景を強化することが今後の課題
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として挙げられる。 

 以上の通り、MANO-B 法は相同組み換え修復能異常に関するがん⽣物学への知⾒

を深め、がんの診断と治療を改善し個別化医療の実現に繋がる⾰新的な機能解析⼿法

である。なお、本研究内容については 2020年 5⽉に Nature Communications誌に公開

し た [59] 。 本 研 究 の 解 析 の 再 現 に 必 要 な ソ ー ス コ ー ド と デ ー タ は

https://github.com/MANO-B/Bayes からダウンロード可能である。 
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結語 

本研究により、BRCA2 バリアントに対する臨床的病的意義の確率論的推定⼿法を確

⽴し、新たに 186個の VUS の機能解析を⾏った結果、37個の新たな病的バリアント

が予測された。さらに臨床応⽤例として、遺伝⼦検査で新規に検出された VUS の迅

速な病的意義判定システムを構築した。 
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