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研究成果の概要（和文）：The Cancer Genome Atlas (TCGA)を用いて“Hypermutated-type”結腸がんを３つの
subgroupに細分類して解析したところ、それぞれのsubgroupにおいて認められた遺伝子変異のうち一塩基置換や
挿入・欠失の占める割合が異なるなど特徴的な遺伝子変異のパターンを示した。
“Hypermutated-type”大腸がんの代表例としてミスマッチ修復蛋白の発現消失を示した病変を用いて次世代シ
ークエンサーにより遺伝子パネル検査を行ったところ、“Hypermutated-type”大腸がんが分子変化の面から多
様な特徴を示す集団であることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：We analyzed whole exome sequencing data obtained from the Cancer Genome 
Atlas (TCGA) dataset. Based on microsatellite instability status and mutations in BRAF, POLE and 
POLD1 genes, we could divide hypermutated-type colon cancer into three subtypes. In addition, these 
three subtypes had distinct mutational patterns characterized by difference in proportion of single 
nucleotide substitutions, insertions and deletions.
 We next performed immunohistochemical staining for mismatch repair proteins, and found 7.6% of 
colorectal cancer tissues showed loss of expression of mismatch repair proteins which represent 
majority of hypermutated-type colorectal cancer. We then analyzed mutational profile by targeted 
gene sequencing panel, and showed the heterogeneous molecular characteristics among 
hypermutated-type colorectal cancer stratified by mismatch repair and BRAF V600E mutational status.

研究分野：消化器内科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
 新しいがん治療薬である免疫チェックポイント阻害剤の効果が期待されるタイプのがんとして、“
Hypermutated-type”と呼ばれる遺伝子変異が非常に多いタイプのがんが注目されている。今回の研究では“
Hypermutated-type”大腸がんを細分類して特徴を検討することにより、それぞれのsubtypeにおける遺伝子変異
のパターンが異なるなどの特徴が明らかとなった。この研究成果は大腸がんの病態に対する理解を深める一助と
なり、さらには個別化医療の確立に役立つことが期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
(1) 大腸がんは BRAF や KRAS など特定の遺伝子変異の有無、マイクロサテライト不安定性
（microsatellite instability; MSI）やプロモータ領域における DNA メチル化の多発（CpG 
island methylator phenotype, CIMP）などの分子変化や、前駆病変であるポリープの種類など
に基づいて内因性の subtype に分類される。このような subtype 分類は大腸がんの発がん経路
や病態の理解に役立つのみでなく、薬剤の治療効果や患者の予後と相関することが報告されて
おり、臨床的にも重要と考えられる。 
 
(2) 近年の次世代シークエンス技術の進歩によりがん組織における全ゲノム解析や全エクソー
ム解析などが可能になり、その結果多くのがん種においてゲノムワイドな遺伝子変異の頻度が
非常に高い一群が存在することが明らかになってきた。大腸がんにおいては 100 万塩基につき
12 個を超える遺伝子変異を認める病変が“Hypermutated-type”と定義され、全体の約 15%を占
める新たな subtype と考えられている。 
 
(3) 大腸がんにおける“Hypermutated-type”は、ミスマッチ修復蛋白や DNA ポリメラーゼをエ
ンコードする POLE および POLD1 遺伝子の異常などに起因する。前者は DNA 複製の際に生じる塩
基のミスマッチを修復する蛋白の異常によってミスマッチ修復機能異常をきたし、マイクロサ
テライトと呼ばれる塩基の繰り返し配列に高頻度に遺伝子変異を生じてマイクロサテライト不
安定性（MSI）を示す。一方、POLE および POLD1 遺伝子は多発ポリープを併発する遺伝性大腸
がんに関与することが報告されており、エキソヌクレアーゼドメインの変異により校正機能の
異常をきたしてゲノムワイドな変異を誘導する。 
大腸がん組織において、ミスマッチ修復機能の異常は MSI 検査やミスマッチ修復蛋白の免疫染
色検査によって診断されるが、POLE/POLD1 遺伝子変異による“Hypermutated-type” 大腸がん
の診断には次世代シークエンサーを用いた POLE/POLD1 遺伝子変異の検索や腫瘍におけるゲノ
ムワイドな変異頻度を計測することが必要であり、日常臨床において頻用されうる簡便な方法
は確立されていない。 
 
(4) Programmed cell death 1（PD-1）やそのリガンドである PD-L1 を阻害する免疫チェックポ
イント阻害剤が、固形がんに対する新しい免疫療法として大きな注目を集めている。
“Hypermutated-type”がんでは変異遺伝子から生成される多数の変異蛋白がネオ抗原として免
疫系を活性化するために、免疫チェックポイント阻害剤の効果が高いことが期待されている。
実際に抗 PD-1 抗体である pembrolizumab は、大腸がんや非小細胞性肺がんにおいて
“Hypermutated-type”で有効性が高いことが報告されている。このように大腸がんの subtype
分類は臨床現場において治療戦略を考える上でその重要性が増しており、とくに免疫チェック
ポイント阻害剤の登場にともなって“Hypermutated-type”が注目されている。 
 
２．研究の目的 
(1)本研究は“Hypermutated-type” 大腸がんの診断に有用なバイオマーカーを同定することを
目的として開始した。 
(2) 研究の進行に伴い、“Hypermutated-type” 大腸がんにおける分子変化の特徴を明らかにす
ることも目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)大腸がんの分子変化についての網羅的データベースを用いた解析 
①  公 開 デ ー タ ベ ー ス で あ る The Cancer Genome Atlas (TCGA, 
https://tcga-data.nci.nih.gov/tcga/)にアクセスし、結腸がん症例における Whole exome 
sequencing や MSI に関するデータ、臨床データなどを取得する。 
② TCGA データセットにおける Whole exome sequencing データから得られる個々の腫瘍組織に
おける遺伝子変異情報を用いて、結腸がんの中から“Hypermutated-type”を同定する。さらに
MSI や POLE、POLD1、BRAF 遺伝子変異などのキーとなる分子変化の有無に基づいて
“Hypermutated-type”結腸がんを細分類する。 
③ “Hypermutated-type”結腸がんを細分類した各 subgroup において、変異を認める遺伝子の
種類や塩基変化のパターンなど遺伝子変異の特徴を解析する。 
 
(2)大腸がん組織におけるミスマッチ修復機能の解析 
① ２０１６年から２０１８年の期間中に京都大学医学部附属病院において手術あるいは内視
鏡的切除による治療を受けた大腸がん患者を対象として、その切除組織を用いてミスマッチ修
復蛋白および BRAF V600E 蛋白の免疫染色を行う。なおミスマッチ修復蛋白の発現消失を示す病
変は、ミスマッチ修復機能異常を示すと考えられる。 
②“Hypermutated-type”大腸がんの主要な subgroup であるミスマッチ修復機能異常を示す大
腸がんを同定し、BRAF V600E 蛋白の免疫染色やミスマッチ修復蛋白の生殖細胞系列変異の有無
などのデータに基づいて細分類する。 
 



(3)“Hypermutated-type”大腸がんにおける遺伝子変異プロファイルの検討 
① 上記で同定したミスマッチ修復機能異常を示す大腸がん組織を用いて、FFPE 検体から DNA
を抽出する。 
 
② 次世代シークエンサーを用いて APC や AXIN2 などの Wnt シグナル系に関与する遺伝子、MSH2
や MLH1、POLE、POLD1 などの DNA 修復や校正に関与する遺伝子などを含む遺伝子など、大腸発
がんにおいて重要な役割を果たすことが知られている遺伝子パネルを作成して遺伝子変異解析
を行う。 
③ Bisulfite 処理を行い、real-time PCR 法により MLH1 や CACNAG1 など CIMP に関連する遺伝
子のプロモータメチル化解析を行う。 
 
４．研究成果 
(1) TCGA データベースの解析 
① 結腸がんの Whole exome sequencing データから各症例における遺伝子変異数を解析して、
“Hypermutated-type”結腸がんを同定した。さらに“Hypermutated-type”結腸がんを MSI や
POLE/POLD1 遺伝子変異の情報により層別化したところ (a) ミスマッチ修復機能の異常によ
り遺伝子変異が促進される MSI がん (b) POLE/POLD1 遺伝子変異陽性で DNA ポリメラーゼの校
正機能の異常により遺伝子変異が促進されるがん  (c) 上記以外 の３つの subgroup に細分
類された。 
② これらの結腸がんで認められた遺伝子変異のパターンについて解析したところ、上記の(a)
では約 80%が一塩基置換であり残りの約 20%が塩基の挿入や欠失であったのに対して、(b)およ
び(c)ではほとんどが一塩基置換で挿入や欠失はまれであった。また一塩基置換のうち(b)では
「A to C」や「G to T」が多かったのに対して、(c)では「A to G」や「G to C」が多い傾向で
あった。 
③このように“Hypermutated-type”結腸がんの中でもミスマッチ修復蛋白の異常に関連する病
変と DNA ポリメラーゼの異常に関連する病変とでは異なる遺伝子変異のパターンを示した。ま
た上記の(c)は(a)や(b)とは異なる遺伝子変異のパターンを示しており、ミスマッチ修復機能異
常や DNA ポリメラーゼの異常とは異なる未知の機序が“Hypermutated-type”がんの発生に寄与
している可能性も考えられた。 
 
(2) 大腸がんにおけるミスマッチ修復機能異常と“Hypermutated-type”大腸がんの細分類 
① 京都大学医学部附属病院において手術あるいは内視鏡切除を施行された大腸がんの連続症
例を対象とした免疫染色の検討により、7.6%でミスマッチ修復蛋白の発現消失を認め、ミスマ
ッチ修復機能異常を示す病変と考えられた。ミスマッチ修復蛋白の免疫染色結果の内訳は MLH1
の異常が疑われる病変が 5.5%で、MSH2・MSH6・PMS2 のいずれかの異常が疑われる病変が 2.1%
であった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
② MLH1 の異常を示す大腸がんの 38.5%が BRAF V600E 変異蛋白陰性であり、そのうちリンチ症
候群の診断に至ったのは１例のみであった。従来は MLH1 の異常を示す大腸がんの大多数は鋸歯
状ポリープに由来する BRAF V600E 変異陽性の病変であり、一部が MLH1 の生殖細胞系列変異に
よるリンチ症候群と考えられていたが、今回の我々の検討から“Hypermutated-type”大腸がん



のうち MLH1 の異常によりミスマッチ修復機能異常を示す subgroup の中でも、BRAF V600E 遺伝
子変異陽性の孤発性大腸がんとリンチ症候群に加えて、BRAF V600E 遺伝子変異陰性の孤発性大
腸がんも相当数存在すると考えられた。 
③ 以上より“Hypermutated-type”大腸がんが分子変化の面から不均一な集団であることが確
認され、分子変化に基づいて細分類したうえでそれぞれの特徴を検討することが重要と考えら
れた。 
  
(3) ミスマッチ修復機能異常を示す大腸がんにおける分子変化の特徴 
① 京都大学医学部附属病院において手術あるいは内視鏡切除を施行した大腸がんのうちミス
マッチ修復機能異常を示した病変を対象として次世代シークエンサーである Illumina MiSeq
を用いた遺伝子パネル解析を行ったところ、BRAF V600E 変異陽性と BRAF V600E 変異陰性、リ
ンチ症候群に関連する病変とで異なる遺伝子変異プロファイルを示した。 
②以上の結果から、“Hypermutated-type”大腸がんをミスマッチ修復機能異常や BRAF V600E
変異の有無により細分類することによって、それぞれの subgroup において異なる分子変化の特
徴が明らかとなった。 
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