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研究成果の概要（和文）：上皮成長因子受容体（EGFR）遺伝子変異陽性肺癌は、その発癌機構に遺伝学的背景が示唆さ
れている。最近われわれは、2家系6名の家族内発癌症例を経験し、その遺伝学的背景を再認識させられた。そこで本研
究では、この遺伝学的背景を明らかにするために、患者末梢血DNAを用いて、家族例6名のエクソーム解析を行った。そ
の結果、肺癌患者に共通する原因候補遺伝子変異の中から、当該蛋白質の三次元構造に変化を及ぼす変異を見つけた。
さらに、この変異により当該蛋白質の機能は低下しており、この遺伝子変異が、EGFR遺伝子変異陽性肺癌の遺伝学的背
景になりうると考えられた。

研究成果の概要（英文）：Lung cancer is globally the leading cause of cancer death with the estimated 
number of the annual deaths as around 1.4 million. Cigarette smoking is a predominant etiological factor 
of lung carcinogenesis. Further attention has been paid to a growing number of lung carcinomas occurring 
in never-smokers, suggesting a biologically different disease with a genetic susceptibility. In this 
regard, the epidermal growth factor receptor (EGFR) gene mutation is more frequent in lung 
adenocarcinomas of never smokers. In this study, we acquired two 2-generational pedigrees containing more 
than 2 family members affected with lung adenocarcinoma with EGFR gene mutations, and performed exome 
capture and sequencing of whole-blood DNA. A de novo mutation was identified in lung cancer patients, but 
was not in two control subjects. The mutation alters the amino acid sequence, and confers 
dominant-negative activity that potentially underlies the pathogenesis of EGFR-mutated lung 
adenocarcinoma.

研究分野：呼吸器内科学

キーワード： 家族性癌
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１．研究開始当初の背景 
われわれの臨床試験（N Engl J Med. 
2010;362:2380-8）も一助となり、上皮成長
因子受容体（EGFR）遺伝子変異陽性肺癌は、
EGFR-チロシンキナーゼ阻害薬によって制御
可能な癌と捉えられるようになった。そして
治療の観点から、EGFR 遺伝子変異が疑われる
肺癌を効率的に見つけ出すことが望まれ、
「腺癌、アジア系人種、女性、非喫煙者」と
いう患者像が浮かび上がってきた。このこと
は EGFR 遺伝子変異陽性肺癌の発生母地とし
て、何らかの遺伝学的背景があることを示唆
している。 
 この遺伝学的背景を再認識させられる症
例を、最近われわれは相次いで経験した（J 
Thorac Oncol. 2008;3:311-3）。まずは、7人
の兄弟姉妹のうち、4人の姉妹に肺癌が発症
している家系で、うち 3人の肺癌細胞で EGFR
遺伝子変異を確認している（図 1）。点変異と
欠失変異の二種類の遺伝子変異が姉妹内で
混在していたことは、EGFR 遺伝子変異そのも
のが遺伝しているわけではなく、発癌を導く
遺伝学的背景が家系内に伝承されているこ
とを示唆している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
続いて経験したのは、母娘の家族内発症例
で、いずれも EGFR 遺伝子に点変異を有する
肺癌であった（図 2）。娘の発症年齢が 43 才
と若年性肺癌であったことからも、発癌の原
因に遺伝学的背景が推察された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
２．研究の目的 
EGFR遺伝子変異陽性肺癌患者の末梢血DNA
を用いて、家族例6名にはエクソーム解析（全
エクソンのシークエンシング）を、孤発例に
は全ゲノム関連解析（GWAS、 genome-wide 

association study）をそれぞれ行い、合わ
せて EGFR 遺伝子変異陽性肺癌の原因遺伝子
異常を明らかにする。 
原因遺伝子異常が判明すれば、末梢血 DNA
でその有無を調べることによって、肺癌疑い
患者の中から容易に EGFR 遺伝子変異陽性肺
癌をスクリーニングできるようになる。また、
その若年保因者には検診を徹底することに
よって、肺癌発症を早期診断できるようにな
ることが期待される。 
将来的には、「なぜ EGFR 遺伝子変異陽性肺
癌が腺癌、アジア系人種、女性、非喫煙者に
多いのか」といった分子病態の解明につなが
り、それに基づく革新的な治療の構築や、効
果的な発癌予防戦略の確立にもつながる。 
 
３．研究の方法 
(1)家族内集積6症例のエクソーム解析<全エ
クソンのシークエンシング> 
EGFR 遺伝子変異陽性肺癌が集積している
二家系の患者 6人および健常者 2人のエクソ
ーム解析を行う。今回用いる高速シークエン
サー（SOLiD 4 システム、Applied Biosystems
社）では 1回のランニングで 8検体を解析可
能なため、肺癌患者 6検体と合わせて、解析
する健常者のコントロール数は2検体とする。 
 EGFR 遺伝子変異陽性肺癌 6人の末梢血は、
東北大学倫理委員会で承認されている研究
計画に基づいて採血し、そのDNAを抽出する。
続いて、SureSelect Human All Exon 50 Mb
キット（Agilent 社）を用いて、抽出した末
梢血DNAからエクソン部分のみを捕捉し濃縮
する。本キットを用いることによって、ヒト
全エクソンの 99.86%（総塩基長 50 Mb）を解
析することになる。 
 患者 6人健常者 2人、計 8人のエクソン検
体の調製後に、次世代型高速シークエンサー
SOLiD4 システムで塩基配列の決定を行う。塩
基配列の読取およびそのデータ整理は、東北
大学大学院医学系研究科（細胞増殖制御分
野）と共同で行う。 
 遺伝子機能に変化を与える変異（ミスセン
ス、ナンセンス、スプライス異常、挿入欠失）
の中から、dbSNP と 1000 Genomes Project で
既知の変異を除外し、それぞれの肺癌集積家
系内に共通するが健常者2例には認められな
い変異を探し出す。 
 
(2)孤発例における全ゲノム関連解析<SNP 解
析と CNV 解析による GWAS> 
EGFR 遺伝子変異陽性肺癌の孤発例の末梢
血 DNA を用いて、一塩基多型（SNP、 single 
nucleotide polymorphism）と構造多型（CNV、 
copy number variation）から全ゲノム関連
解析（GWAS、 genome-wide association 
study）を行う。末梢血 DNA を末端標識した
DNA 断片を、Genome-Wide Human SNP Array 6.0
（Affymetix 社）とハイブリダイズすること
により解析する。このアレイによって、90 万
ヶ所の SNP と 94 万ヶ所の CNV を解析する。
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図 1．EGFR 遺伝子変異陽性肺癌の家族例 1 
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図 2．EGFR 遺伝子変異陽性肺癌の家族例 2 



なお、当該研究機関には解析用の専用機器が
ないため、AROS Applied Biotechnology 社（デ
ンマーク）にて解析を行う。本解析に供する
ために、EGFR 遺伝子変異陽性肺癌症例を集積
し、225名の末梢血DNAを採取保存している。 
 
(3)同定遺伝子変異の機能評価<EGFR シグナ
ルへの影響評価> 
(1)と(2)から同定された変異遺伝子 cDNA
を CMVpr(サイトメガロウイルス プロモータ
ー)下に発現するベクターを構築し、ヒト肺
癌細胞株 NCI-H1299（EGFR 遺伝子変異なし）
へ遺伝子導入する。EGFR シグナルの活性化亢
進を、EGFR リン酸化 Tyr845（あるいはリン
酸化 Tyr992 またはリン酸化 Tyr1068）に対す
る抗体を用いたウエスタンブロットにより
確認する。 
 
４．研究成果 
患者 6人健常者 2人、計 8人の末梢血 DNA
から、エクソン部分のみを捕捉し、さらに濃
縮することによってエクソーム解析を行っ
た。塩基配列は SOLiD4 システムの超高速シ
ークエンサーを用いて決定した。その結果、
二つの肺癌集積家系に共通する175個の原因
候補遺伝子変異を同定した。 
そして、孤発例における全ゲノム関連解析
のデータなどを参考に、48個の候補遺伝子変
異を選定することができた。 
次に、当初の研究計画通り、候補遺伝子変
異の機能を調べるために、同定した変異遺伝
子を発現するレトロウイルスベクターを作
製した。これを用いて、変異遺伝子を発現す
る肺癌細胞株（H1299）を樹立した。この細
胞株を用いて解析を進めた結果、この遺伝子
変異によって、当該蛋白質のアミノ酸置換が
起こり、三次元構造に変化を来たすことがわ
かった。さらに、この三次元構造の変化によ
って、当該蛋白質の機能は低下していること
も明らかになった。以上より、今回のエクソ
ーム解析で同定した遺伝子変異が、EGFR 遺伝
子変異陽性肺癌の原因遺伝子異常になりう
ると考えられた。 
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