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研究成果の概要（和文）：多発大腸腺腫の臨床所見から家族性大腸腺腫症(FAP)と診断されながら、生殖細胞系列にAPC
遺伝子変異が同定されない症例（APC -）が30%程度あり、解析系を整備し病態解明に取り組んだ。生殖細胞系列APC (-
)14例（30個以上の腺腫）中３例にAPC体細胞モザイク変異が認められた。MUTYH遺伝子変異については、明白な病的変
異やゲノム再編成はなく、IVS10-2A>Gヘテロ接合体を3例認めた。70歳以上で癌罹患歴のない115人との比較でリスクを
検討し、オッズ比5.4 (95%信頼区間1.22-24.0)を得た。罹患リスクへの関与が示唆されたので、さらに症例を蓄積し、
今後検証する必要がある。

研究成果の概要（英文）：Some of colorectal polyposis patients without detectable germline APC mutations 
are considered to carry germline mutations in the MUTYH gene. Because limited information is available on 
MUTYH variants and their contribution to polyposis, we investigated whether 14 polyposis patients without 
detectable germline APC mutations carried germline MUTYH mutations. Somatic APC mosaic mutations were 
detected in three polyposis cases (21%) and no biallelic germline MUTYH mutations were detected. Three 
patients had an IVS10-2A>G MUTYH heterozygous mutation. We investigated the allele frequency with 115 
controls over 70 years of age without cancer history. The allele frequency was 0.022 (5 variants). The 
odds ratio of IVS10-2A>G was 5.4 (95% confidence interval: 1.22-24.0). Though our sample size is too 
small to make a definitive conclusion, the odds ratio was significantly higher in case group. Further 
analysis was required to assess the risk of variant for colorectal polyposis.

研究分野： 分子生物学, 臨床遺伝学, 放射線生物学

キーワード： MUTYH　家族性大腸腺腫症　FAP　MAP　大腸ポリポーシス　ミスマッチ修復　大腸癌　MYH
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１．研究開始当初の背景	 

	 家族性大腸腺腫症(familial	 adenomatous	 

polyposis:	 FAP)は(i)大腸にほぼ100個以上

の腺腫を有する、または(ii)腺腫の数は100

個に達しないがFAPの家族歴を有する場合に

臨床的診断がなされる。FAPは、多数の大腸腺

腫性ポリープの発生の他にも十二指腸腺腫性

ポリープ、デスモイド腫瘍など多彩な病像を

呈する。この症候群において、生殖細胞系列

に癌抑制遺伝子であるAPC	 遺伝子(Kinzler	 

et	 al.,	 1991;	 Nishisho	 et	 al.,	 1991;	 Groden	 

et	 al.,	 1991)に変異が見つかる場合には、遺

伝学的にFAPと定義され、優性遺伝形式をとる。

しかしながら、約3割の症例	 (2から5割とする

報告もある;	 Heinimann	 et	 al.,	 2001)	 では、

APC	 遺伝子の生殖系列変異が発見できない

（以下germline	 APC(-)と表記）。	 

	 近年、新たにDNA塩基除去修復遺伝子の一つ

であるMUTYH	 遺伝子がポリポーシスの原因遺

伝子として注目されている（MUTYH	 関連ポリ

ポーシス,	 MAP）。APC	 遺伝子変異が同定され

た家族性大腸腺腫症(以下germline	 APC(+)と

表記)において、大腸腺腫が癌に進行する生涯

罹患リスクは、ほぼ100%であるのと同様に、

予備的な知見ではあるがMUTYH	 関連ポリポー

シスにおいても、それに近い生涯罹患リスク

が示唆されている(Farrington,2005;	 Tenesa,	 

2006)。さらに欧米人に対する調査では、MUTYH	 

遺伝子の両アレル変異保持者17人中、8人が一

つ以上の過形成ポリープがあり、3人が過形成

ポリープ症候群の診断基準を満たし、生殖系

列MUTYH	 変異が過形成ポリープ症候群(HPS)

に寄与する可能性も示唆されている(Boparai,	 

2008)。	 

	 しかしながら、欧米で見られるMUTYH	 変異

のホットスポットは、これまで日本人では認

められていないため、人種による変異の違い

が示唆されており、国内での調査が必要とさ

れていた。消化器癌患者に対する国内のMUTYH	 

変異の解析は、複数のグループから報告があ

り（Miyaki,2005;	 Tao	 H,2004,2008;Yanaru-	 

Fujisawa,2008;	 Goto,	 2010）、酵素活性の測

定や、転写産物の解析など、詳細な検討が加

えられてきた。しかしながら、欧米人に見ら

れるような、明らかな病的変異のホットスポ

ットは報告がなく、日本人における病態と病

的変異の全体像については未だ不明の点が多

い。	 
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２．研究の目的	 

	 日本人における APC遺伝子の生殖系列変異

が発見できない（germline	 APC-）FAP につい

て、ゲノム再編成の検出などの新しい手法を

取り入れた MUTYH 変異の解析手法を確立し、

大腸ポリポーシス臨床所見との対比から病

態を解明し、MUTYH 遺伝子変異のポリポーシ

ス形成リスクについて調査する。本申請課題

により、APC遺伝子変異(-)家族性大腸腺腫症

における MUTYH遺伝子変異の我が国の実態を

明らかにし、より効果的な遺伝的ハイリスク

者の同定と遺伝的保因者のマネジメントに

貢献することを目的とする。	 

	 

３．研究の方法	 

	 がん研究会有明病院における germline	 

APC(-)症例について、同病院遺伝子診療部に

おける遺伝カウンセリング下で同意の得ら

れた末梢血検体、および、同病院消化器グル

ープで採取された大腸ポリポーシス検体を

用いて、1)MUTYH 遺伝子変異のダイレクトシ

ーケンス解析系および、エクソン単位の欠失

や重複など染色体再編成の解析系を確立す

ること、2)germline	 APC(-)ポリポーシス症

例の MUTYH遺伝子変異を検出し、日本人にお

ける変異の実態を明らかにすること、また、

対照群として、高齢（70 歳以上）でがん既往

歴のない医療法人社団寿山会	 田島病院の

症例を解析すること、3)メチル化による遺伝

子発現抑制の可能性を検討すること、4）以

上を総合し、大腸腺腫症に対するリスクにつ

いて解析を行うこととした。	 

	 

４．研究成果	 

（１）MUTYH遺伝子変異解析系の確立	 

	 がん研究会有明病院遺伝子診療部にて遺

伝カウンセリングを実施して、多発性大腸ポ

リープを呈する症例で、生殖細胞系列におい

て APC遺伝子に病的変異が見つからない症例

を集積した。	 

①	 APC遺伝子転写制御領域の解析系の確立	 

	 Heinimann ら(Cancer	 Res	 2001;61:7616-	 



22)により、APC遺伝子転写制御領域に A290T	 

変異(Possibly	 pathogenic)が報告されてい

る（APC変異(-)31 症例中 1 症例）。通常の遺

伝子検査は、タンパク質コード領域のみであ

り、転写制御領域については検査されていな

い。そこで、プロモーター領域の変異の有無

を確認するために、解析系を作成した。APC

遺伝子プロモ	 

ーター領域は	 

増幅が困難で	 

あり、増幅に	 

用いる PCR 酵	 

素、添加物と	 

その濃度を検	 

討した。マグ	 

ネシウム濃度	 

を 4mM、dNTP	 

濃度を通常の	 

２倍にするこ	 

とで、安定し	 

た増幅産物が	 

得られるよう	 

になり、ダイ	 

レクトシーケンス法により配列解析を行っ

た。11 例について変異がない事が確認された。	 

②	 MUTYH遺伝子の配列解析法の確立	 

	 解析手順と、解析を行った MUTYH遺伝子の

エクソン構造、及びこれまでに報告された変

異と本解析で検出した変異の位置を図 3に示

した。	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

②−１プライマーの設計と解析症例	 

	 MUTYH タンパク質をコードするエクソンお

よびエクソン/イントロンの境界部分数十塩

基にわたり配列を確認できるプライマーを	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

設計した(表１)。プライマー1F と 1R,	 4F と

8R,	 9F と 15R,	 16F と 16R,	 17F と 17R,18F と

18R を用いて、MUTYH 遺伝子のタンパク質コ

ード領域全域を PCR により増幅し、ダイレク

トシーケンスを行った。このうち、後から

germline	 APC遺伝子変異が同定されたものや、

大腸・直腸のポリープが 30 個以上という基

準に満たない症例を除いた14例(2003年 4月

-2011年5月)を、統計解析等の症例数とした。	 

②-2	 アレル特異的解析	 

	 GK389 は、P18L と G25D の２つのミスセン

ス変異が同定された。これらが、別のアレル

にある場合、両アレルの MUTYH遺伝子が変異

を持つことになるため、解析を行った。図 4

に示す	 

P18L 変異	 

アレルを	 

特異的に	 

増幅でき	 

るプライ	 

マーを設	 

計し、変	 

異アレルのみを増幅したのちに、ダイレクト

シーケンスを行った結果、P18L 変異アレル上

に、もう一つの G25D 変異も同定された。	 

②-3	 MUTYH遺伝子領域のゲノム再編成の検出	 

	 GK389 の P18L と G25D の変異が、同じアレ

ル上であることが判明したため、残るアレル

がエクソンレベルの欠失等で失われて、両ア

レル MUTYH	 遺伝子欠損となっている可能性

を調べた。計画当初は、フラグメント解析を

応用した方法でエクソンレベルの欠失等を

解 析 す る 予 定 で あ っ た が 、 Multiplex	 

Ligation-dependent	 Probe	 Amplification	 

(MLPA)が利用可能になったため、これを利用

し、Human	 Female	 DNA	 (プロメガ G152A)と

Human	 Male	 DNA	 (プロメガ G147A)をコントロ

ールとして解析を行った（SALSA	 MLPA	 KIT	 

P378-A1	 MUTYH,	 MRC-Holland）。その結果、

GK389 を含め、MUTYH 遺伝子領域の欠失など

のゲノム再編成は検出されなかった（表 2）。	 

②-4	 APC遺伝子変異のモザイク状分布	 

	 ポリープが部分的に発生している検体に

ついて、複数のポリープに対して APC遺伝子

変異の検索を行ったところ、同一変異を持つ

症例が３例認められた（表２,	 APC	 mosaic 欄

参照）。	 

	 

(２）日本人における MUTYH 遺伝子変異の実

態と、比較解析	 

	 本解析で検出した遺伝子変異と臨床所見

を表２にまとめた。1 例で P18L と G25D のミ



スセンス変異が同定されたものの、同一アレ

ル上にあったことから(②-2)、両アレル変異

はなかった。	 

①	 IVS1+11G>A	 

	 大腸がんとの関連が指摘されている

IVS1+11G>A は、A がリスクアレルとされてい

るが(Tao,2008)、分子メカニズムは不明であ

る。本解析では、この多型が CpG サイトの集

積する付近にあることから、メチル化修飾と

の関連を調べた（後述）。しかし、メチル化

は認められなかったため、この多型とポリポ

ーシスや大腸癌との関連のメカニズムは依

然として不明である。	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

②	 T(ACG)477T(ACC)	 

	 エクソンの	 

中程の塩基置	 

換であり、か	 

つサイレント	 

変異であるた	 

め、多型と考	 

えられるが、	 

図 5 に示すプラ	 

イマーを作成し	 

転写産物を確認した。T(ACG)477T(ACC)変異

を持つ GK389 に特異的な 500bp ほどのバンド

が検出されたが、同じ変異を持つ他の検体が

入手できなかったため、意義は不明であり、

今後、複数の検体が入手できた際に解析を行

うこととした。	 

③	 IVS10-2A>G	 

	 本解析で 3 例検出された。IVS12-2A>G は、

培養細胞系では異常なスプライシングの結

果、核移行ドメインのあるカルボキシル末端

側を欠失した MUTYH タンパク質が産生される

ことは既に明らかになっている（Tao,	 2004）。

しかし、本課題で解析を行っている検体では、

この変異はヘテロ接合体であった。ゲノム再

編成による欠失や、シトシンのメチル化によ

る転写抑制が認められなかったため（後述）、

ポリポーシス形成および大腸癌への寄与は

不明であった。また、これまでの報告では、

健常コントロール群とのアリル頻度に有意

な差を認めていない。しかし、この結果は、

分子メカニズムと照合すると矛盾があると

考えた。大腸癌のコホート研究によると、

MUTYH関連ポリポーシスの浸透率は、50 歳で

19%、60 歳で 43%	 (Lubbe	 SJ,et	 al.,J	 Clin	 

Oncol	 2009;27:3975-80)等と報告されており、

比較的高齢で大腸癌を発症するとされる。そ

こで、本課題では、正常コントロール群とし

て、高齢（70 歳以上）で、かつ、がん罹患歴

のないボランテイア 115 例について解析を行

うこととした（2013 年 4 月-6 月）。コントロ

ール群は、疾患群と年齢や性別を合わせて比

較するのが常套であるが、MUTYH 関連ポリポ

ーシスの特徴を考慮し、特別な対照群を用い

て罹患リスクを検討した。ジェノタイピング

は、PCR-ダイレクトシーケンス法により行っ

た。その結果、対照群には IVS10-2A>G ヘテ

ロ接合体が 5人検出された。APC変異(-)ポリ

ポーシス群との比較から、罹患リスクはオッ

ズ比 5.4	 (95%信頼区間 1.22-24.0)となり、

このアレルはリスクを示唆する結果となっ

た。	 

	 さらに、APC 変異（＋）群とも、そのアレ

ル頻度を比較した（2003 年 4 月から 2013 年

8 月までの期間に生殖系列 APC 遺伝子変異検

査により変異が同定された同一家系を除く

検体 25 例）。その結果、APC 変異（＋）群に

は IVS10-2A>G を全く認めなかった。十分な

症例数がないものの、APC 変異の有無それぞ

れについて、ヘテロ接合体の出現率を比較す

ると、カイ二乗検定で APC 変異(+)群ではコ

ントロール群と有意差を認めないが、APC 変

異(-)では 5%の水準で有意差があり、APC 変

異(-)ポリポーシスにおいて、罹患リスクへ

の関与を疑う結果となった。	 

	 

	 

	 

	 

	 

(３）ゲノムのメチル化修飾の有無	 

③−１MUTYH遺伝子のメチル化検出	 

	 生殖系列	 

の変異が片	 

アレルであ	 

っても、残	 

る正常アレ	 

ルにゲノム	 

の再編成等	 

が生じると結果として MUTYH遺伝子は機能し

ない。②-3 でゲノム再編成による両アレルの

MUTYH 遺伝子の不活性化がないことが分かっ

た。そこで、遺伝子のメチル化修飾による不



活性化の可能性を調べた。本解析では、MUTYH

遺伝子中で最も CpG が集中する IVS1+11G>A

近傍の解析を行った（図 6 参照）。凍結腫瘍

組織から抽出した DNA と末梢血から抽出した

DNAは、EpiTect	 Bisulfite	 kit	 (QIAGEN	 K.	 K.)

にてバイサルファイト変換し、EpiTect	 PCR	 

kit	 (QIAGEN	 K.	 K.)を用いてメチル化修飾を

検出する断片を増幅した。その際、メチル化

されたゲノムとメチル化されていないゲノ

ムの増幅効率を近づけるために PCR 条件と、

プライマーの検討を詳細に行った。反応条件

は 95℃15min,	 94℃30s-58℃30s-72℃30s	 

3cycle,	 94℃30s-56℃30s-72℃30s	 4cycle,	 

94℃30s-50℃30s-72℃30s	 47cycle,	 72℃の	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

10min	 

タッチダウン PCR が最も有効であった。プラ

イマーの位置と配列は図 7に示した。この条

件で、メチル化コントロール DNA の MUTYH遺

伝子領域のメチル化率を、パイロシーケンサ

ーを用いて測定した結果を図 8に示した。メ

チル化コントロール DNA を用いて条件検討し

たところ、ほぼ期待通りの結果を得る事がで

きたため、検体の測定を行った。その結果、

腫瘍部にも末梢血にもメチル化は認めなか

った（腫瘍部:GK277,384,389(Tumor,polyp),	 

494,508,	 604,525,	 末梢血 GK277,	 509）	 。	 

今後、エ	 

クソン１	 

の上流や	 

、エクソ	 

ン２の上	 

流につい	 

ても同様	 

の解析を	 

行い、メ	 

チル化による遺伝	 

子発現抑制の可能	 

性をさらに検討す	 

る必要がある。	 

③-2	 APC遺伝子の	 

メチル化検出	 

	 散発性消化器癌では、APC 遺伝子のメチル

化が報告されている	 (Esteller	 M.	 Cancer	 

Res	 2000;60:4366-	 )。APC遺伝子に変異が同

定される場合は、メチル化が見られないとさ

れる。APC(-)の本解析症例におけるメチル化

は不明のため、解析を行った。	 

	 バイサルファイト変換した後に、メチル化

特異的 PCR により検出を行ったところ、メチ

ル化特的なバンドが検出された検体があっ

た（図 10）ため、さらにパイロシーケンスに

よる解析をすすめた。4症例（GK494,277,508,	 

525）において、腫瘍組織での APC 遺伝子の

メチル化が検出された。一部の腫瘍で 50%程

度のメチル化が検出されたことと、ポリープ

すべてではないこと、生殖系列でのメチル化

による APC遺伝子抑制は見られなかったこと

から、病態への関与は今のところ不明である。

本課題で検出系は確立できたので、今後、症

例を増やして検討する必要がある。	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

（４）総括と大腸腺腫症に対するリスク	 

	 本課題で、APC 遺伝子のプロモーター領域

の変異解析とメチル化解析、MUTYH 遺伝子の

コード領域の配列解析とゲノム再編成の解

析、メチル化解析系を確立した。	 

	 日本人における生殖系列 APC(-)ポリポー

シスにおいて、MUTYH 遺伝子の明らかな両ア

レルの病的変異はなかった。また、

IVA10-2A>G へテロ接合体については、統計解

析の結果、罹患リスクはオッズ比 5.4	 (95%

信頼区間 1.22-24.0)となり、このアレルはポ

リポーシス症例において、リスクを示唆する

結果となった（投稿準備中）。	 
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