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研究成果の概要（和文）：　がんは多くの体細胞変異を保持し、また増殖にしたがって新規な変異を蓄積してゆ
く。これらはがん化に関わったドライバー変異とは異なり、細胞の生存とは関わらないパッセンジャー変異と呼
ばれ区別される。がんの予防や治療には前者を同定することが重要であるが、診断、予後予測などにおいては後
者の検出も軽視できない。本研究ではDNA修復関連遺伝子に変異を持つ患者の細胞からiPS細胞を樹立、全エクソ
ーム解析を行い、親株との塩配列比較を行い変異を検出した。その結果、パッセンジャー変異の種類、多寡、周
辺配列、内在性遺伝子のレトロトランスポジション頻度に、病因変異遺伝子それぞれの機能に依存した特徴的な
違いが観察された。

研究成果の概要（英文）：Somatic mutations in cancers are either driver or passenger mutations. While
 a driver is within a gene that promotes cancer development, passengers are caused by its 
malignancy. It is important to identify a driver from an enormous number of mutations to understand 
the carcinogenesis. Because knowing patterns of passengers is also helpful in diagnose, prognosis, 
and treatment, methods to distinguish them are required. Unlike hereditary mutations, somatic 
mutations are usually buried in bulk and hard to be detected. Here, we established iPS cell lines 
from patients with DNA repair-deficient diseases, in which the causative germline mutation was 
employed as the driver, and performed whole-exome analyses. Making use of the clonality, we 
demonstrated a way to descrimnate the two types of mutations and found discrete features of 
mutations in ATM-, XPA-, and ERCC2-deficient cells, respectively, in terms of number, size, sequence
 context, and retrotransposition.

研究分野：分子遺伝学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　ドライバー変異とパッセンジャー変異の識別は困難で、多くの手法が提案されているがどれも予測にとどま
る。また、低頻度の体細胞変異の検出にはかなりのシークエンシング量が要求されるという問題がある。本研究
は、モザイク性とクローン性に着目し、上記2問題を解決するユニークでかつ強力な手法となった。がんは部位
によって分類されていたが、関与する遺伝子で分類すべきである。またがんは変異群のプロファイリングによっ
ても分類され、真のパッセンジャー変異を区別することで、いずれはドライバー変異との関係も明確になると期
待され、これらの成果はがんの発生機序の理解から撲滅へと発展しうる、社会的にも意義深いものである。



１．研究開始当初の背景 
 がん細胞は塩基置換に限らず規模の大きな構造変異も含め、多くの体細胞変異を保持してお

り、また増殖に従って新規な変異を蓄積してゆく。これらは、がん化に関わるドライバー変異と

は異なり、細胞の増殖や生存とは関わりがないものがほとんどでパッセンジャー変異と呼ばれ

区別される。がんの発生機序を理解し、予防や治療、創薬に役立てるために多数の体細胞変異か

らドライバー変異を同定することが重要となるが、診断、変異パターンのプロファイリングから

のがんの識別、免疫療法、予後予測などにおいてはパッセンジャー変異の検出も軽視できない。

つまり両者を区別して検出することががん研究の一つの課題となっている。 
 次世代シークエンサの登場以来、ゲノムまたは転写産物の塩基配列に関しては、これまでとは

比較にならないほど大規模なデータが得られるようになり、変異の検出効率も格段に上がった。

ドライバー変異とパッセンジャー変異を区別する新しい手法が数多く試され、例えば、遺伝子の

機能を比較 (Reva et al. Nucleic Acids Res. 39, e118, 2011)、既知変異データを利用した機械学

習 (Tan et al. Bioinformatics 28, 2948, 2012)、アミノ酸置換による効果や遺伝病に見られる変

異との比較 (Gonzalez-Perez et al. Nat. Methods 10, 723, 2013)、転写産物の発現量の比較 (Lee 
et al. PNAS 109, 929, 2012)、各変異の頻度を比較 (Lawrence et al. Nature 499, 214, 2013) な
どの方法が報告されている。しかし、これらの手法は検出された個々の変異に対して予測するに

過ぎず、そもそも体細胞変異は、遺伝病に見られる変異とは異なり、サンプルとして扱われる組

織中に存在する割合がきわめて低く、検出自体に困難な問題を抱えている。がん化した細胞は増

殖を繰り返し、その個々の細胞それぞれが全く独立して次々とパッセンジャー変異を生み出し

ており、遺伝学的にはモザイクであることを忘れてはならない。 
 
２．研究の目的 
 再生医療の実現を視野にヒト iPS 細胞の樹立および継代におけるゲノム塩基配列の変異を調

べている際、親株のモザイク性と iPS 細胞誘導におけるクローン性を利用することで、がんの

要因となるドライバー変異、そしてその後に生ずるパッセンジャー変異を区別して検出するこ

とが可能であることに気づいた。本研究ではそれら体細胞変異を識別するため、DNA 修復に関

わる遺伝子に損傷を持つ疾患をモデルにとし、患者の細胞から iPS 細胞株を樹立、全エクソー

ム解析を行うことでこの識別法を実証する。また、パッセンジャー変異群のプロファイリングを

行い、ドライバー変異が生じた遺伝子の機能との関連を考察することで遺伝子に基づいたがん

の分類を行い、発生機序の理解から予防、診断、治療、創薬へとつながる基盤研究を行う。 
 
３．研究の方法 
 JCRB 細胞バンクから毛細血管拡張性運動失調症および色素性乾皮症の患者線維芽細胞株

AT1OS, XP3OS, XPEMB-1, XP40OS を、およびコントロールサンプルとして健常者月経血か

らの細胞株 Edom22 を取得した。これらに対し、センダイウィルスによる OCT4, SOX2, KLF4, 
c-MYC の発現により iPS 細胞株を樹立した。親株、iPS 細胞株からゲノム DNA を抽出、非翻

訳領域や長鎖非翻訳 RNA 領域を含むおよそ 80 Mb をカバーする全エクソーム解析のライブラ

リを作成し、Illumina HiSeq プラットフォームによりペアエンドにてシークエンシングを行な

った。データは INSDC に DRP001084, SRP058607, SRP059858 として登録し、公開している。 
 FASTQ データはアダプタ配列や低品質塩基のトリミングを行なった上で、デコイ配列を含む

ヒトゲノム参照配列にマッピングを行なった。サンプルごとに BAM を作成し、PCR 重複リー

ドの除去、既知挿入欠失部位周辺のリアラインメントを行い、所属研究所が以前取得した健常者

データとともにヴァリアントコールを行なった。 
 各サンプルについて全エクソーム解析に加え、Illumina HumanCytoSNP-12 を用いた SNP
タイピングにより、構造変異、コピー数多型、片親性ダイソミーなども調べ、コールされたヴァ

リアントのうち、これら構造変異に依存して検出されたものは今回の解析対象から排除した。マ

イクロアレイのデータは NCBI GEO に GSE47498, GSE55520 として登録し、公開している。 
 ドライバー変異に相当する常染色体劣性遺伝の原因変異が親株と iPS 細胞株の両方に見られ

ることを確認し、パッセンジャー変異に相当する体細胞変異については、両細胞株の比較により

検出し、その特徴を調べる。体細胞変異は、塩基置換、挿入および欠失、構造変異、内在性遺伝

子のレトロトランスポジションを対象とした。 
 



図1. 各細胞株において検出された内在性遺伝子のレトロトランスポジション 

 

４．研究成果 
 毛細血管拡張性運動失調症サンプル AT1OS からは、既知の原因遺伝子 ATM においてスプラ

イシングのドナー部位にホモ変異が見つかった。色素性乾皮症サンプルXP3OSおよびXPEMB-
1 からは、既知の原因遺伝子 XPA においてスプライシングのアクセプター部位に同一のホモ変

異が見つかった。色素性乾皮症サンプル XP40OS については、相補性群 C の可能性が指摘され

ていたが、原因遺伝子として知られている XPC に病因変異は見られなかった一方、相補性群 D
の原因遺伝子とされる ERCC2 に複合ヘテロ変異があることが確認された。変異の一つは報告

のある一塩基置換 rs758439420 で、もう一方は翻訳領域の一部とスプライシングのドナー部位

に渡る 23 塩基欠失であった。これらの変異は全て、親株と iPS 細胞の両方に検出された。 
 一方、親株と iPS 細胞株との比較から多くのゲノム塩基配列の相違が検出された。当初、これ

らはリプログラミングや長期に渡る細胞培養によって生じた新規変異であると考えられたが、

親株にすでに存在し、バルクで観察するために隠されていた体細胞変異が、細胞クローニングの

過程を経て顕著に検出されるようになったものであることが明らかになってきた。つまり、サン

プリング前から患者の身体の中で発生し蓄積されていた体細胞変異が、単一細胞解析を行わな

くても、iPS 細胞のクローン性を利用することであたかも生殖細胞系列の変異検出のように観察

されていることになる。別々の細胞で生じた変異を網羅することはできないが、リプログラミン

グされたその細胞系列で生じた変異は全て漏らすことなく検出可能となる。 
 今回調べた 3 遺伝子 ATM, XPA, ERCC2 それぞれのサンプルにおいて、きわめて特徴的な違

いが観察された。DNA 二本鎖切断の認識に関わる ATM が機能しない場合、1 塩基置換ではな

く、挿入欠失が多く、また大規模な構造変異も多発していた。親株から 4 つの iPS 細胞株を樹

立させたが、ATM の変異を除き、株間で共通する体細胞変異は 1 つもなかった。一方、塩基除

去修復に関わる XPA が機能しない細胞では、規模の大きな構造変異は 1 つも見られず、短い挿

入欠失も有意に少なかったが、1 塩基置換の数が非常に多く、かつその大部分がジピリミジン配

列の中で生じていた。塩基除去修復のためのヘリカーゼ活性を持つ ERCC2 が機能しない細胞

では、内在性遺伝子のレトロトランスポジションが多く観察された。 
 遺伝子のレトロトランスポジションは、プロセシングを受けた通常の mRNA が、内在性トラ

ンスポゾンなどが持つ逆転写酵素により cDNA に変換され、ゲノム DNA 分子の中に組み込ま

れる現象である。多くの場合はイントロンを持つ遺伝子がスプライシングを受けるため、遺伝子

座の大部分を占めるイントロンが除去された状態での転移であり、セグメントによる遺伝子重

複とは明確に区別される。本研究は全エクソーム解析を検出手法とし、エクソーム配列のベイト

によりゲノム DNA 断片を回収するため、レトロトランスポジションの検出に有効な方法であっ

た。しかしゲノムのどこに挿入されたかについての情報は全エクソームデータから得るのは困

難で、全ゲノム解析、できれば長いリード出力が得られるシークエンシングが必要となる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 これまでがんのドライバー変異とパッセンジャー変異を区別する手法が提案されていたもの

の、情報解析を駆使したもので、それらを明確に分けることは困難であった。今回、DNA 修復

に関わる遺伝子に損傷を持つ細胞をモデルに iPS 細胞のクローン性を利用して調べた結果、ド

ライバー変異とパッセンジャー変異に対応する両変異を、どのサンプルにおいても明確に区別

することができた。さらにパッセンジャー変異、つまり体細胞変異は、その数、型、パターンに

おいて、ドライバー変異に依存した特徴を示すことが分かった。このことは、パッセンジャー変

異群のプロファイリングにより、ドライバー変異の同定や、その機能の推定ができる可能性を示

唆し、将来的ながんの診断、識別、治療、予後予測、予防などに応用しうる知見が得られたと考

えている。 
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