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研究成果の概要（和文）：家族性が疑われる肺癌、胃癌、肉腫症例を収集し、エキソーム解析を行った。肺癌症例で検
出したCHEK2変異は肺以外の臓器にも癌を発症した多発性肺癌症例の原因異常であると結論付けた。他の症例では原因
となる異常は見つかっていない。一方、血液中に微量に存在する癌由来遺伝子変異をdeep sequencingで高感度に検出
する方法を開発した。また、分子バーコード技術を用いて、高精度に塩基配列を決定し、DNA分子を絶対定量する方法
を開発した。

研究成果の概要（英文）：We collected family members developed lung cancer, gastric cancer or sarcoma, and 
performed whole-exome sequencing on DNA from their blood. A CHEK2 mutation detected in lung cancer 
siblings was concluded to be the cause of multiple primary lung cancer with accompanying cancers in other 
organs. In other cases, mutations that caused cancers were not detected.
We developed a high sensitive method to detect rare mutations in blood from cancer patients using deep 
sequencing. Further, by using molecular barcode technology, we developed a method to determine the 
nucleotide sequence with high accuracy, and to absolutely quantify DNA molecules.

研究分野： ゲノム科学

キーワード： 疾患関連遺伝子　癌
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１．研究開始当初の背景 
多くの癌症例ではいわゆる”癌関連遺伝子”
に体細胞突然変異が起こっていることが分
かってきている。例えば、肺癌の中で最も患
者数が多い肺腺癌の場合、6 割以上で癌関連
遺伝子に突然変異が起こっており、日本人患
者集団に限ると約5割に上皮成長因子受容体
EGFR 遺伝子に体細胞突然変異がある。この突
然変異を持つ患者では、EGFR 阻害剤（ゲフィ
ニチブ、エルロチニブ）による著しい腫瘍縮
小効果が観察されるが、他の遺伝子変異を持
つ患者には強い副作用が生じることもある。
よって、遺伝子診断後に EGFR 阻害剤を投与
する治療は癌個別化医療の典型になってい
る。このような遺伝子異常（またはゲノム構
造異常）による癌疾患の細分化が個別化医療
実現への一方向である。あるカテゴリーに分
類される患者数の割合が数%であっても、癌
を含めた common disease における該当患者
数は数百～数千人規模であり、患者の細分化
は絶対的に必要である。 
孤発癌症例組織中のゲノム構造異常の探索
は、国際癌ゲノムコンソーシウムにより国ご
とに解析対象癌種を割り当て、大規模なシー
ケンスにより進められていた。癌疾患の孤発
症例を収集し、それらでの共通の異常を同定
することが試みられていたが、解析領域の広
さや集団の偏り（人種の違い等）に起因する
偽陽性が多く、別コホートで再現されにくい
という問題があった。 
一方、古典的な方法であるが、ヒト疾患原因
遺伝子探索には臨床医の所見や家系情報な
どにもとづき、解析対象を絞り込んだ研究
（家族性疾患や顕著な形質を示す稀な症例
の解析）がある。例えば、癌研究での網膜芽
細胞腫における RB1 や家族性大腸腺腫症の
APC の発見などは、連鎖解析により同定され
た原因遺伝子の異常が一般的な孤発症例の
ものと共通しており、癌の理解や診断法の開
発に大きく貢献してきた。次世代（超並列）
シーケンサーの登場で、ヒト全ゲノム配列解
析のコスト面での問題が解決されつつあり、
小規模家系の稀少疾患の全ゲノム/エキソー
ム解析を行うことによりそれらの原因遺伝
子が特定されるようになっていた。 
このように遺伝性疾患症例の全エキソーム
解析を行う技術環境が整いつつあったが、症
例の収集、ゲノムワイドなデータの処理、そ
こからヒトゲノム多様性に関する知識に基
づいた結果の抽出が必要であり、特に遺伝性
の癌疾患についてこれを実行でき且つ推進
しつつある国内の研究グループは研究代表
者ら以外になかった。 
これまでに研究代表者は日本人集団のゲノ
ム構造多様性研究に適したユニークなデー
タベース（dbQSNP: SNP アレル頻度データベ
ース 2;D-HaploDB:ハプロタイプデータベー
ス）を構築してきた。これらの情報は、全ゲ
ノム/エキソーム解析時に、日本人集団特有
のゲノム構造多型を考慮した疾患原因遺伝

子候補領域を絞り込むのに非常に有用であ
る。そこでこれらを活用して全エキソーム解
析により稀少な遺伝性癌症例の原因遺伝子
を探索することを計画した。 
研究代表者の所属機関は癌専門医療施設で
あるため、これまでに遺伝性が強く疑われる
日本人稀少癌症例（多発性肺癌、肉腫など）
を複数収集していた。経験豊富な臨床医師に
より遺伝様式と明確な臨床所見を基に絞り
込まれた症例で、原因遺伝子異常が不明なこ
とから、新規癌関連遺伝子上に germline 突
然変異が存在することが強く示唆されてい
た。これら発癌原因遺伝子及びそれらが関わ
る反応経路は孤発癌症例とも共通すること
が予想されるので、原因究明は一般的な体細
胞癌の理解、診断法の開発につながると考え、
既に収集してあった遺伝性多発肺癌症例（同
胞罹患例）については検体 DNA を収集し、解
析を始めていた。アレイ CGH 解析と全エキソ
ーム解析を行った後、既知多型変異の除去や
同胞間に発見したゲノム構造的特徴を考慮
した解析（ホモ接合マッピング）により、DNA
修復関連遺伝子CHEK2上に同遺伝子産物の安
定性に強い影響を与える突然変異（ホモの非
同義置換変異）を同定した。 
本研究では、上記症例を引き続き解析すると
ともに、新しい症例の解析と新しい癌診断方
法の開発研究を行った。 
 
２．研究の目的 
様々な疾患に対する個別化医療の実現と普
及には病因の特定とそれに続く発症・進行機
序の理解や診断・治療法の開発が必須である。
そこで本研究では、臨床医の所見により絞り
込まれた癌症例検体（非常に稀な症状を呈す
る家族性及び同胞癌症例）の全エキソーム解
析（全遺伝子配列解析）を行い、新規癌原因
遺伝子の同定を起点とした、癌の個別化医療
に役立つ新規癌バイオマーカーの開発、癌発
症・進行機序の解明、創薬への応用を目指す。
また、癌患者への身体的負担を抑えるために、
非侵襲的に得られる患者検体（血液）から癌
の診断ができる新しい方法を開発すること
も目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）超並列シーケンサーによる家族性癌症
例の全エキソーム解析 
所属施設病院及び共同研究施設の医師研究
協力者とともに、特徴ある症状を呈する癌患
者及びその近縁者から生体試料の研究利用
に関する承諾を得て、血液検体の収集を行っ
た。また、癌組織の手術摘出検体を得ること
が可能な場合はそれも収集した。収集は期間
を通して行った。 
対象症例検体収集後、全エキソン抽出試薬
（アジレント社 SureSelect）にて全エキソン
を回収し、超並列シーケンサーにて配列決定
を行った。エキソン回収、シーケンスライブ
ラリー作成、塩基配列決定はシーケンス受託



会社にて行った。シーケンス解析関連ソフト
ウェア、bwa, samtools, GATK を使って得ら
れた塩基配列データをヒトゲノム参照配列
（hg19）へマッピングし、配列変異検出を行
った。変異部位のアノテーションには、
RefSeq データベースの配列及び塩基位置情
報を利用して独自に考案したアノテーショ
ン付加システムと ANNOVAR を使った。また、
マッピングからアノテーションまでの一連
の操作を半自動的に行う解析システムを構
築した。 
 
（２）癌診断マーカー検出方法の開発 
癌患者の血液中に微量に存在する癌細胞由
来の遺伝子変異を検出する方法の開発を行
った。 
①Deep sequencing による微量変異の検出 
癌患者血液検体は所属施設病院の医師研究
協力者とともに、生体試料の研究利用に関す
る承諾を得て収集された。血液は収集後数時
間の内に血漿分離を行い、血漿部分を凍結保
存した。解析する DNA は血漿から Qiagen 社
circulating nucleic acid kit を使って抽出
した。EGFR 遺伝子のエキソン 19, 20, 21 内
の体細胞変異ホットスポットを解析できる
ように PCR 反応系を設計し、その PCR 産物を
デスクトップ型の超並列シーケンサーIon 
Torrent社PGMを使って塩基配列を決定した。
変異部位の同定にはアノーマリ検出を使っ
た。 
②DNA 塩基配列の高精度決定と DNA 分子の絶
対定量を行う方法の開発 
12 塩基から成る分子バーコードを組み込ん
だアダプターを制限酵素切断したゲノム DNA
に付加し、各 DNA 分子を標識した。その後、
標的領域特異的なプライマーとアダプター
配列を用いて標的領域を増幅し、Ion Torrent
社 Proton を使って塩基配列を決定した。バ
ーコード配列情報を基にシーケンス読み取
りエラーの修正、分子数測定を行った。 
 
４．研究成果 
（１）超並列シーケンサーによる家族性癌症
例の全エキソーム解析 
①肺癌症例の解析 
本研究は、臨床的に特徴のある肺癌（多発性）
の同胞罹患例のエキソーム解析から癌関連
遺伝子CHEK2上に同遺伝子産物の安定性に強
い影響を与える突然変異を同定したことを
発端にして開始した。この同胞症例は肺癌以
外にも過去に大腸癌と前立腺癌（男性）、子
宮筋腫（女性）を発症していたので、CHEK2
以外にも疑わしい遺伝子異常が無いかどう
かを調べた。また、解析可能な領域が拡大し
たエキソン抽出キットが利用できるように
なったので、それを使い、上記検体を再度解
析した。最初の解析と同様に、CHEK2 の変異
が検出されたが、TP53, BRCA1/2, DNA ミスマ
ッチ修復遺伝子群等良く知られた癌遺伝子
上には common SNP（健常人集団で良く見られ

る多型）以外の変異は無かった。それで、
CHEK2 の変異がこの症例の原因であると結論
付け、学術雑誌に投稿していた（revise 中）。
②胃癌患者症例の解析 
2 家系のエキソーム解析を実施した。1 家系
は若年発症患者を有し、患者の両親の両家系
に胃癌患者が1人または複数人発症していた。
この家系からは患者本人とその両親を、もう
一方は家系内に複数のスキルス胃癌患者を
有していたが、患者本人のみをエキソーム解
析した。シーケンスリード数を使ったエキソ
ン領域の染色体数異常解析では両家系に異
常は検出されなかった。ヒト多型データベー
スに無いアミノ酸変化を伴う変異は各人約
300 個ずつ検出された。若年性胃癌の家系に
は常染色体劣性遺伝形式に従う変異が6遺伝
子上に検出されたが、癌関連遺伝子として知
られているものではなかった。スキルス胃癌
患者にも癌と強い関連のある異常は見つか
らなかった。 
③肉腫患者症例の解析 
家系内で複数人肉腫を有する症例を2家系収
集した。そのうち 1家系の母子症例のエキソ
ームを行った。シーケンスリード数を使った
エキソン領域のコピー数解析では疾患の原
因と疑われるような異常は検出されなかっ
た。母子で共通かつ、ヒト多型データベース
に無いアミノ酸変化を伴う変異は301個検出
された。そのうちの 18 個は体細胞変異デー
タベース COSMIC に登録されているものであ
ったが、原因と疑われるような異常ではなか
った。 
胃癌と肉腫症例のエキソーム解析では原因
を同定することが出来なかったので、タンパ
ク質コード領域外の探索の為に全ゲノムシ
ーケンス解析を予定していたが、施設内のシ
ーケンサー用の専用試薬の発売が大幅に遅
れており、実行できなかった。しかし、今後
も上記症例の原因探索を続けていく予定で
ある。 
（２）癌診断マーカー検出方法の開発 
癌患者の血液中に微量に含まれる癌細胞由
来の遺伝子変異を検出すれば、侵襲性の高い
針生検における合併症のリスクを回避して、
腫瘍における異常遺伝子の種類を知ること
ができる。また採血であれば、治療中に複数
回行うことが出来るので、癌細胞由来の遺伝
子変異の量を測定し、治療効果を詳細にモニ
タリングすることも可能である。そこで、血
中循環癌細胞由来 DNA（ctDNA）を解析する方
法の開発を行った。 
①Deep sequencing による EGFR遺伝子の微量
変異の検出 
超並列シーケンサー、Ion Torrent 社 PGM を
使って、肺腺癌患者の血漿中に存在する微量
の EGFR 体細胞変異を検出する方法を開発し
た。具体的には、複数の健常人ゲノム DNA を
用いて標的領域を 10 万以上の読み取り深度
でシーケンスを行い、塩基位置ごとの読み取
りエラー率情報を基に統計モデルを構築し、



エラー率を有意に超える頻度で現れる塩基
変化を変異とするような検出限界値（アノー
マリ検出による判定基準）を設定した。この
方法により正常アレルに対して 0.01%の割合
で含まれる微量変異 DNAの検出（p値 2x10-5）
を可能にした。性能は血漿 DNA を使った前向
き（22 検体）及び後ろ向き（155 検体）試験
により確認した。本法は統計学的有意差をも
って微量変異DNAを検出する信頼性の高い技
術である。 
②DNA 塩基配列の高精度決定と DNA 分子の絶
対定量を行う方法の開発 
Deep sequencing による微量変異検出法を開
発した一方、超並列シーケンサーの解析では
その高い読み取りエラー率による偽陽性が
微量変異検出の障害になり、解析遺伝子領域
を拡張しづらいという問題点があった。そこ
で研究代表者らは、超並列シーケンシングと
分子バーコード技術を組み合わせ、標的 DNA
配列を高精度に決定する方法を開発した。こ
の方法ではまず、標的領域近傍を制限酵素で
切断した DNA 断片分子に 12 塩基バーコード
配列を付加する。12 塩基の配列なら理論上
107種類のバーコード配列が存在するので、数
千分子のDNA断片を一分子ずつ識別して標識
することが出来る。その後、PCR／シーケン
シングにより得られた配列データをバーコ
ード配列情報を基にグループ化し、コンセン
サス配列を作る。それにより、実験中に挿入
されたエラーが除かれるので、標的配列を高
精度に決定することが出来る。さらに、検出
されたバーコード配列とシーケンス配列数
の関係を解析することにより、エラーを含ん
だバーコード配列を除去する方法を考案し
た。そして最終的に検出されたバーコード配
列の種類を数えることにより、解析に使われ
た DNA 分子の絶対定量ができる。この方法を
Non-Overlapping Integrated Reads 
Sequencing System (NOIR-SeqS)と名付けた。
ctDNA 検出の実例として、肺癌患者の血中遊
離 DNA を使用し、KRAS 遺伝子変異の検出に
NOIR-SeqS を応用した。高精度な配列決定が
できるが、読み取りエラーを完全に無くすこ
とはできない。それで変異検出については、
解析した DNA 分子数と塩基配列情報を使い、
エラーと真の変異を統計学的手法により区
別する変異判定法を考案して用いた。肺癌患
者では、EGFR 遺伝子変異と KRAS 遺伝子変異
は相互排他的にみられることが知られてい
るが、そのことと矛盾なく、以前の研究で
EGFR 遺伝子変異を持たないことがわかって
いる患者でのみアミノ酸を変える KRAS 変異
が検出された（EGFR 変異無患者 8/19、変異
有患者 0/11）。また、肺癌患者では通常突然
変異が検出されない CTNNB1 遺伝子の解析で
は、アミノ酸を変える変異は 1人でのみ検出
された（1/30）。これらの結果から、NOIR-SeqS
では、事前に癌組織中の変異の情報を知るこ
となく、癌患者の血中から癌組織の体細胞変
異を検出できることを確認した。今後は、高

精度塩基配列決定及び絶対定量の機能を保
持したまま、解析領域を拡大する方向に技術
を改良していく予定である。 
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