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研究成果の概要（和文）：本研究の基礎的データとなる各民族での多型頻度の取得，及び発現解析の基礎となる
発現ベクターの作成とも順調に進行している.サザンハイブリダイゼーションは200例を終了．次世代シークエン
サーで具体的な塩基配列を決定可能にするための遺伝子工学的反応手順，条件を決定し，さらに決定した分子配
列をアセンブルするためのソフトウエアをプログラミング言語Rubyにて開発した. MUC4発現ベクター作成に関し
ては，4種の発現ベクターをBAC中に作成した.これをpUC系plasmidに移し，大量精製を可能にした.COS7細胞へ導
入したところ，20%程度の細胞で発現を確認できた.今後シグナル伝達系の解析に入る.

研究成果の概要（英文）：The determination of the frequency of MUC4 polymorphic alleles in multiple 
ethnic groups, and the construction of the expression vectors are steadily in progress. The 
procedures that are required for assembling the nucleotide sequences from the output of the next 
generation sequencers are determined, and the assembler is made using the Ruby programming language.
 As for the MUC4 expression vectors, 4 different polymorphic sequences were used and the FLAG tag 
has been added to the C-terminus. Introduction of the vector into COS7 cells successfully expressed 
the gene in about 20% of the cells. The detailed investigation of the signaling pathway is underway.

研究分野：呼吸器内科学
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１．研究開始当初の背景 
日本人は他民族より、分子標的薬投与、殺細
胞性抗癌剤投与、胸部手術、肺への放射線照
射後に、びまん性肺胞障害を特徴とする致死
的 な 間 質 性 肺 疾 患 ・ 間 質 性 肺 炎
(InterstitialLungDisease:ILD)を起こしやす
い。分子標的薬である上皮成長因子受容体チ
ロシンキナーゼ阻害剤(EGFR-TKI)ゲフィチ
ニブ(イレッサ)による薬剤性肺障害・間質性肺
炎は代表例で、社会的な耳目を集める訴訟と
なった。世界的な発症調査が行われたが、他
国での発症はほとんどなく、現在、ゲフィチ
ニブによる薬剤性肺障害・間質性肺炎は日本
に限定して見られる病態と考えられている。
そ の 後 、 未 分 化 リ ン パ 腫 キ ナ ー ゼ
(anaplasticlymphomakinase:ALK)阻害薬ク
リゾチニブ、第三世代 EGFR-TKIAZ9291、免
疫チェックポイント阻害薬 PD-1 でも日本人
に高率な肺障害・間質性肺炎がみられること
が示されている。日本では、殺細胞性抗癌剤
投与時にもびまん性肺胞障害が高率に起こり、
特に肺線維化のある患者はリスクが高い 
(平成 23 年度厚生労働省びまん性肺疾患に関
する研究班報告書)。イリノテカン、ゲムシタ
ビンの肺障害・間質性肺炎はその典型例であ
る。胸部手術、特に肺線維化のある患者では、
術後約 10%の患者で肺障害・間質性肺炎が起
こり、半数が死亡する。術後肺障害・間質性肺
炎の外国での頻度は低く、日本人で問題とな
る。肺への放射線照射でも日本人にはびまん
性肺胞障害が起こりやすく劇症化しやすいと
されている。上記より、肺線維化のある患者
への癌治療はハイリスクとされ、多くの患者
が積極的治療を受けることなく緩和医療へと
移行する。さらに肺線維化がなくても、癌治
療によるびまん性肺胞障害・間質性肺炎で亡
くなる患者が多数存在する。これらは癌治療
上の大きな問題である。 
 
２．研究の目的 
 日本人に高率に発症する肺障害・間質性肺
炎の原因となる遺伝因子を同定し，肺障害・
間質性肺炎を起こしやすい個人を同定可能に
する．その結果を肺障害・間質性肺炎に対す
る予防法，治療法の開発へと結びつける． 
 
３．研究の方法 
 びまん性肺胞障害が日本人に高率に見られ
ることは、日本人に肺脆弱性をもたらす遺伝
的素因が存在することを強く示唆する。この
仮定に基づき、平成 22〜24 年厚生労働科学研
究費難治性疾患等克服研究事業(H22-難治-一
般-005)「特発性肺線維症急性増悪及び薬剤性
肺障害に関与する日本人特異的遺伝素因に関
する研究」(研究代表者萩原弘一) 
を施行。日本人でさまざまな原因による肺障
害を起こした患者を対象に末梢血を収集した。
合計 524 症例のサンプルが収集できた。 
収集した検体のうち、EGFR-TKI による薬剤性
肺障害・間質性肺炎患者を対象にエクソーム

解析を施行、アミノ酸変化を起こす多型(non-
synonymous variant)を合計 180,215 か所同
定、その全てに関して一般日本人を対照とし
て関連解析を施行した。その結果、薬剤性肺
障害・間質性肺炎患者に集積し、さらに発症
頻度の民族差を説明できる唯一の遺伝子とし
て MUC4(Mucin4)を同定した 
 
図 エクソーム関連解析．横軸は染色体番号．
縦軸は-log10(P)．赤線は Bonferroni 補正後
の高度有意（P = 0.001/180215）境界．これ
より上の部分に存在する変異は高度有意と考
えられる. 
 
４．研究成果 

図 MUC4 の構造 
細胞膜内増殖因子の構造を有する．EGFR ファ
リミーである ERBB2，ERBB33 と会合し，細胞
内にシグナルを伝達する 
 
MUC4 遺伝子には、48 塩基対(16 アミノ酸)か
らなる反復配列が 354 回連続する領域があり、
その領域は高度に糖鎖修飾されている。肺障
害患者の 90%以上(正確な頻度は調査中)にお
いて、この領域に 3 塩基対(1 アミノ酸)の挿
入配列が見られた。挿入配列の一般日本人頻
度は 30%であり、挿入配列は EGFR-TKI 肺障害
と高度に関連していた。MUC4 遺伝子の挿入配
列が各被験者にホモで存在するかヘテロで存
在するかは、遺伝子が巨大で、反復配列内に
存在する、まだ確定できていない。この 3 塩
基対以外に、構造異常を引き起こす可能性の



高い配列変化は認められなかった。 
現在のでータは、日本人特異的肺障害・間質
性肺炎の原因がMUC4遺伝子反復配列内の3塩
基(1 アミノ酸)挿入配列であることを強く示
唆している。挿入配列の有無を検索すること
で、びまん性肺胞障害高リスク患者をあらか
じめ同定できると推定される。遺伝子構造、
EGFR-TKI が原因になることから考えると、挿
入配列により MUC4 のシグナル伝達機能が障
害された結果、びまん性肺胞障害が起こると
推定される。障害されている機能の補完によ
り、高リスク患者でも安全に分子標的薬投与、
殺細胞性抗癌剤投与、胸部手術、肺への放射
線照射が行える可能性がある。MUC4 は巨大分
子であり、長大な反復配列を有するため、mRNA
の RT-PCR で cDNA を採取することは不可能で
ある。また、反復配列の人工合成も不可能と
考えらえる。そのため、発現ベクターの作成
は以下のように行った 
(a)反復配列は、PCR を使用しない古典的クロ
ーニング技術でクローニングした MUC4exon2
から切り出して使用。(b)反復配列の 5’側の
codining sequence 、 3’ 側 の codining 
sequence は人工合成。 
(c)(a)(b)の3つのfragmentをfosmid vector
内に配列。大腸菌内のコピー数が 1 コピーの
fosmid vector では、反復配列は安定して保
持できた。 
 

 
図MUC4発現ベクター 
 
この手法により、3 塩基挿入のある発現ベク
ター、無い発現ベクターを、FLAG-tag を付加
して作成した。co-transfection する ERBB2、
ERBB3 発現ベクターを作成し、それぞれ HA-
tag、V5-tag をつけた。MUC4、ERBB2、ERBB3 を
培養細胞に co-transfection させ、生存シグ
ナル分子(AKT など)、増殖シグナル分子 
(ERK など)の変化を観察する。3塩基挿入配列
のある MUC4 発現ベクター、無い MUC4 発現ベ

クターでのシグナル伝達系変化を観察する。
また、3 塩基挿入配列によるシグナル異常の
補完を観察できるアッセイ系としても使用す
る予定である。 
 
 
 
図 初代培養細胞を用いたアッセイ 
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