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研究成果の概要（和文）：生物内の全遺伝情報がひとまとめになったものがゲノムである。ヒトゲノム内にある
ヒト内在性レトロウイルス（HERV）はレトロトランスポゾンとして知られており、現在の外来性レトロウイルス
の遺伝情報に似ている。本研究では、腫瘍組織内のHERV挿入変異の存在を検証した。次世代シーケンサー
（NGS）の結果では、複数のHERV挿入変異の候補部位が同定されたが、長鎖PCRを用いた手法ではそれらを確認す
ることはできなかった。個人間でHERVの遺伝情報量には違いがあり、それは挿入多型として知られているが、本
研究の解析の過程で際立った特徴を持つHERV挿入多型が同定された。

研究成果の概要（英文）：A genome is the complete set of genetic information in an organism. Human 
endogenous retrovirus (HERV) within our genome is known as a retrotransposon and similar to present 
day exogenous retroviruses. In this study, the HERV insertional mutations in tumor were 
investigated. Next-generation sequencing analysis revealed some HERV insertional mutations in tumor,
 but they could not be validated using a long range PCR method. The number of HERVs is different 
between individuals, and it is known as an insertional polymorphism. In this study, some HERV 
insertional polymorphisms with prominent feature were found.

研究分野：がんゲノム
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
腫瘍化やその悪性化に至る過程に染色体異
常や遺伝子変異といったゲノム不安定性が
関与することが長らく指摘されてきた。
我々の研究グループは、前者の染色体異常
に関して、細胞分裂期に遺伝子の発現異常
により染色体数の増減を伴うゲノム不安定
性が起こること、及び細胞分裂異常を引き
起こし得る細胞間現象について報告した
（T. Kahyo et al. Oncogene 30:4453-63, 
2011）。また、後者の遺伝子変異に関して
は、FISH 解析によりリン酸化酵素遺伝子
が胃癌組織で遺伝子増幅していることを報
告した（SI. Kiyose et al. Pathol Int. 
62:477-84, 2012）。しかし、自身の研究グ
ループによる報告も含めこれまでの疾患遺
伝学研究では、遺伝子コード領域内で起こ
る染色体構造変化や一塩基変異、数塩基の
挿入・欠損に重点が置かれ、検出技術の未
発達もありそれ以外の配列変化が着目され
ることはほとんどなかった。 
ヒトゲノムの約 45%が繰返し配列である
レトロトランスポゾン領域によって占めら
れていること、それらトランスポゾン領域
にはプロモーターやエンハンサーといった
転写調節領域が高度に保存されていること、
及び他部位にコピー配列を挿入するレトロ
トランスポジション活性をレトロトランス
ポゾンが潜在的に有していることを考慮す
れば、レトロトランスポゾンにこそこれま
で未解明だった疾患との関連性が見出せる
のではないかと考えた。しかし、繰返し配
列のコピー数は数千～数百万箇所以上にも
のぼり、且つそれらの配列間で配列類似性
の高いものが存在していることから、繰返
し配列自体を調べてもそれがどの染色体の
どの位置に存在するのかを知ることは困難
であった。そこで、標的配列の隣接領域を
増幅することのできる inverse PCR法に着
目し、繰返し配列の一つであるヒト内在性
レトロウイルス配列（HERV）に隣接する
領域を増幅してクローニングすることで
HERV 部位の同定を試みた結果、新規の
HERV 挿入多型を同定することに成功し、
その挿入多型と肺腺がん感受性との関連性
を 見 出 し た （ T. Kahyo et al. 
Carcinogenesis 34:2531-8, 2013）。このよ
うな新規 HERV 挿入多型は既存の参照ゲ
ノム配列（hg19 など）には登録されてお
らず、ヒトゲノムの情報基盤の強化という
点で今後の症例対照研究をはじめとしたヒ
トゲノム多様性に関連する研究に貢献でき
ると考えている。一方、正常組織には見ら
れず腫瘍組織に特異的に検出される体細胞
HERV挿入変異については、今尚その同定
には至っていない。 

そもそも、HERVはヒトの祖先種の生殖系
列細胞に感染した外来性レトロウイルスの
RNA ゲノムが起源とされ、その後の進化
の過程で起きた水平伝播による増幅でヒト
ゲノムの 8%を占めるに至り、数十万～数
千万年といった長い年月の中で HERV 内
に変異が蓄積したためにレトロトランスポ
ジション活性を失ってしまったと推測され
ている。しかし、intact な配列を有してい
る HERVの存在に加え、上述したように今
も新規の挿入多型が同定され続けているこ
とからも、レトロトランスポジション活性
を有する HERV の存在を完全に否定する
ことはできない。そのため、解析対象とな
る症例の選択および実験手法に改良を加え、
腫瘍組織におけるHERV挿入変異（トラン
スポジショナル変異）の同定と解析に焦点
をあてた本研究計画を新たに立案するに至
った。 
 
２．研究の目的 
近年の高速 DNAシーケンサー（NGS）の
普及により、網羅的な体細胞変異解析から
腫瘍の原因遺伝子を同定しようとする研究
が盛んに行われてきている。しかし、対象
としている変異は遺伝子領域内における一
塩基変異や数塩基の挿入・欠損、染色体レ
ベルの構造変化が主であり、それ以外の変
異について検出する技術の開発および情報
は乏しいのが現状である。研究全体の構想
としては、これまでのゲノム解析を補完し
得る技術として長鎖配列の挿入変異解析を
遺伝子診断等へ応用できるよう研究基盤を
築き上げることを目指し、本研究課題では、
ヒト腫瘍組織から抽出されたゲノム DNA
を用いてヒト内在性レトロウイルス配列
（HERV）のトランスポジショナル変異を
検出し、腫瘍化および腫瘍の特性に関する
意義を明らかにすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) 罹患者数の多い肺がん、胃がん、大腸が
んを主な解析対象とした。若年性のものや病
理組織学上稀な表現系を示す症例を優先的
に選択していった。 
(2) 凍結腫瘍組織から DNA を抽出し、制限
酵素にて消化して self-ligation により環状
DNA を生成させた後、高度に保存された
LTR 領域内配列を標的にした inverse PCR
を行った。HERVの中でも挿入多型が複数確
認されている HML-2 の Long terminal 
repeat（LTR）領域を標的配列とした。シー
ケンス用アダプターを連結させたプライマ
ーを用い、MiSeqもしくはHiSeq（Illumina
社）にて 150bpx2ペアエンドシーケンスを行
った。 



(3) リード上には LTR 自身の配列が含まれ
ているため、その配列をトリミングしてから
残った LTR 隣接配列をレファレンスゲノム
（GRCh37/hg19）にマッピングした。マッ
ピング箇所が複数のもの及び繰返し配列上
にマッピングされその正確性が脆弱なもの
を除去し、データベース上から推定される既
知のもの（多型を含む）と新規候補部位とに
分類してリスト化した。その際、既知の LTR
情報を整理するために HERV の特徴である
target site duplicationの有無をゲノムワイ
ドに調査した。 
(4) 人工的に作成した“LTR+任意のゲノム配
列”と既存の“LTR+隣接ゲノム配列”を教師デ
ータとして機械学習を行い、新規候補部位の
中から信頼性の高いものを抽出した。 
(5) 挿入部位の両側に設計されたプライマー
を用いて長鎖 PCR を行い、高速シーケンサ
ーにて検出された新規 HERV 挿入が実際に
腫瘍ゲノム DNA で検出されるかを判定した。
HERV挿入が起きていれば、挿入のない増幅
産物よりも約 10kbp 程大きい産物が検出さ
れる。更に、特異性を上げるために NGS に
て解読された“LTR+ゲノム配列”の境界配
列をプライマーとして用いた長鎖 PCR も行
った。 
 
４．研究成果 
肺腺がん 10 例、胃がん 11 例、大腸癌 10
例に加え、喫煙歴がない肺扁平上皮がん、
HTLV陽性リンパ腫および肺にできた奇形
種を各一例ずつ解析した。診断時年齢の平
均は 57 歳（15~81 歳）であった。シーケ
ンス対象領域には反復配列である HML-2
配列が含まれているため、NGS実施当初、
単一のシーケンスプライマーで解読すると
単調なシーケンスシグナルを生み出してシ
ーケンスクオリティの低下を招いていた。
そこで、アダプター配列と HML-2 標的プ

ライマー配列と
の間に４種の長
さが異なるリン
カー配列を導入
して解読サイク
ルをずらしてシ
グナルの多様性
を確保したこと
で、シーケンス
クオリティの著
しい低下を防ぎ、
十分なクオリテ
ィを得ることに
成功した（図１）。 

リファレンスゲノムへのマッピングの結果、
多数の既存 HERV部位に加え、18症例から
新たな LTR挿入箇所を 21個所同定した。同
定された既存部位と新規挿入部位の代表例
を図 2に示す。新規挿入部位についてマッピ
ング後の隣接ゲノム領域には LTR 配列は存
在していないが（図 2B）、もともとのトリミ

ング前の forward リード側には LTR 配列が
存在している。つまり、トリミング前の配列
は“LTR+(リファレンスゲノム上では LTRと
は隣接していない)ゲノム領域”ということに
なり、該当ゲノム領域に HERV が新たに挿
入されたと推定される。しかしながら、長鎖
PCR による確認では何かしらの長鎖配列が
挿入されたという結果を得ることはできな
かった。特異性を高めることを目的に、解読
された“LTR+ゲノム領域”の境界配列をプ
ライマーとして用いたが、HERV挿入を示す
結果は得られなかった。NGS 解析は非常に
高感度であり、さらに NGS を施行する前
の段階で inverse-PCR による特異的増幅
を行っていることから、通常の PCR では
検出されない感度で極少数の細胞での挿入
変異を検出した可能性がある。最近、NGS
により高感度で検出された変異を別の手法
で検証するために digital PCR（dPCR）の
ような高感度測定法が用いられてきている。
実際、大腸ポリポーシスにおいて NGS で
同定された APC 遺伝子の一塩基変異（モ
ザイク）を dPCRで検出することに成功し
た（発表論文 2）。今後は dPCRのような高
感度測定法で HERV 挿入変異を検証する
ことができれば、少なくともこれまでに報
告がなかった体細胞における HERV 挿入
変異について検証することが可能になるの
ではないかと考える。 
一方で、体細胞における挿入変異を絞り込む
過程で挿入多型についてもデータ解析を行
ったが、挿入多型の特徴である target 
duplication site の長さがこれまでのものよ
りも際立って長いものが複数新たに見つか
った（発表論文 1）。このような挿入多型の新
たな知見は、今後の HERV 挿入変異の解析
にも役立つものになると期待できる。 
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