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研究成果の概要（和文）：家系内の肺癌罹患者3名、非罹患者3名の血液からゲノムDNAを抽出し、Life Technologies社
のSOLiD5500を用いてpair-end read sequenceを行なった。Novoalign CSMPIにてmappingを行い、GATK(Genome Analysi
s ToolKit)を用いて塩基置換、及び塩基欠失挿入リストを作成し、変異候補遺伝子をリストアップした。①罹患者に共
通して認め、非罹患者に共通して認めない遺伝子と②現時点では未発症である、変異を有する非罹患者を考慮し、罹患
者と非罹患者に共通して認める遺伝子を選定した。

研究成果の概要（英文）：To identify the gene(s) that cause lung cancer in this pedigree, we extracted DNA 
from the peripheral blood of three individuals and from the blood of one cancer-free control family 
member and performed whole-exome sequencing. We identified 41 alterations in 40 genes in all affected 
family members but not in the unaffected member. These were considered candidate mutations for familial 
lung cancer. Next, to identify somatic mutations and/orinherited alterations in these 40 genes among 
sporadic lung cancers, we performed exon target enrichment sequencing using 192 samples from sporadic 
lung cancer patients. We detected somatic ‘candidate’ mutations in multiple sporadic lung cancer 
samples; MAST1, CENPE, CACNB2 and LCT were the most promising candidate genes. In addition, the MAST1 
gene was located in a putative cancer-linked locus in the pedigree. Our data suggest that several genes 
act as oncogenic drivers in this family, and that MAST1 is most likely to cause lung cancer.

研究分野：呼吸器外科

キーワード： 家族性肺癌
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
近年、肺癌症例の増加に伴って、肺癌に対
する予防的措置として禁煙、食生活の改善な
どが講じられている。それに加え早期診断の
ため検診を推進する努力が払われ治療成績
は向上してきている。しかしながら、我が国
における肺癌の死亡率は年々増加の一途で
あり、男性では癌死亡の第一位、女性でも大
腸癌に次ぎ第二位であるのが現状である。 
 
ヒト癌における細胞生物学的、分子生物学
的研究の発展、進歩により様々な臓器におけ
る癌の染色体異常、遺伝子異常が次々と解明
されてきた。なかでも RB(retinoblastoma)
遺伝子、APC(adenomatous polyposis coli)
遺伝子、BRCA1 遺伝子などをはじめとする
種々の癌抑制遺伝子の多くは、遺伝性あるい
は家族性腫瘍の研究によって同定され、それ
を足掛かりに一般にみられる散発性腫瘍に
おける研究が発展し今日に至っている。それ
故、癌研究における癌多発家系の解析は極め
て重要な研究テーマである。 
 
現在まで、膨大な遺伝情報から原因遺伝子
を拾い出す手段は限られており、近年まで、
人的、時間的な多大な労力が必要であった。
しかし近年、ヒトゲノムや一塩基多型(SNP)
のデータベースの充実に加えて、次世代型シ
ーケンサーを用いた高速かつ大規模なヒト
ゲノム解析も可能となった。 
 
肺癌は通常、遺伝性は知られていない。し
かし、我々は 3 世代に渡って 16 名に肺癌の
発生を認め、常染色体優性遺伝形式が強く疑
われる大家系を見出した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
本研究では、次世代型シーケンサーを利用
して、家族性肺癌家系構成員（発症および未
発症）の塩基配列を解読し、遺伝子変異およ
びゲノム構造異常を明らかにし、家族性肺癌

の原因を特定すること目的とする。変異解析
により得られた結果を用いて、散発性肺癌に
おける遺伝子変異の発生頻度を検討する。ま
た、未発症の家系構成員における遺伝子変異
があった場合、定期検査を行い早期発見、早
期治療に結びつけることができる。 
 
家族性肺癌家系は世界的に見ても稀で、こ
れまでの報告されている文献では連鎖解析
や Fine Mapping等の手法を用いて研究され
ている。Baileyらは 6q23-25におこる変異が
肺癌発生と関連があると報告している
(Am.J.Hum.Genet. 2004;75:460-474,)が、
Liu らは 15ｑ24-25.1 にあるとし(J Natl 
Cancer Inst 2008;100:1326-1330)、その後
5p15.33 、 6p21.33 、 6q23-25/RGS17 、
15q24-25 にある SNP(Single Nucleotide 
Polymorphisms)が発癌と関連する(Cancer 
Epidemiol Biomarkers Prev 
2010;19:517-524)と報告しており原因遺伝子
の特定には至っていない。 
 
２．研究の目的 
 
次世代型シーケンサーを利用して、家族性肺
癌家系構成員（発症および未発症）の塩基配
列を解読し、遺伝子変異およびゲノム構造異
常を明らかにし、家族性肺癌の原因を特定す
ることを第一の目的とする 
 
本研究では、肺癌罹患家系員と非罹患家系
員より採取した血液サンプル、または既に
当科にて手術にて切除、採取された凍結標
本、FFPE 薄切標本から抽出し得られた
DNAを用いて変異解析を行う。 
 
1. 次世代型シーケンサーを用い、患者特異
的な遺伝子変異、ゲノム構造異常の発見 
 
2 見出された変異や構造異常が散発性肺
癌においても同様に認めるのかどうかを検
討する。散発性肺癌症例は既に当院当科に
おいて手術時に切除、採取された FFPE薄
切標本、またはこれから切除される対象症
例に関しては凍結標本を使用して解析を行
う。 
散発性肺癌においても同様の変異や構造
異常を認める場合はその出現頻度がどの程
度であるのか、予後との関連があるのか検
討する。 
 
3. in vivo(細胞実験、動物実験)における肺
癌発生機序の解明と、その抑制 
 
次世代シーケンサーの開発により遺伝学
的解析は breakthrough を迎え、近年これ
まで明らかとなっていなかった遺伝子異常



が続々と解明されつつある。家族性肺癌に
おいて、これまでの研究では臨床病理学的
な検討が多く、明らかな原因遺伝子は特定
されていなかったが、この技術を応用可能
である。 

 
 本研究のような3世代に渡り16人も肺癌
を発症しているような家族性肺癌大家系は
世界的にも極めて希である。我々は、以前
よりこの家系に着目し、家族の同意のもと、
データを蓄積していた。近年までは、膨大
な遺伝情報から原因遺伝子を拾い出す手段
は限られており、これまでフローサイトメ
トリー、FISH法、CGH法、マイクロサテ
ライト解析等が行われ、本家系に特異的な
異常をいく原因遺伝子の特定には至ってい
ないのが現状であった。しかし、次世代シ
ーケンサーが登場したことによって、よう
やく同家系の肺癌原因遺伝子の解析が可能
となり、患者家族もその遺伝子の同定と、
治療の可能性を含めた研究成果に期待して
いる。また、現在も、肺癌発症家系の構成
員は増加し、癌発症年齢を迎えつつあり、
原因遺伝子の解明が急務である。 
 
３．研究の方法 
 
1.インフォームド・コンセントおよび血液サ
ンプルからの DNA 抽出 
本研究の目的・解析法等を事前に十分に説
明を行う。同意を得られた研究対象者から、
血液サンプルを採取し、フェノール抽出法に
より DNA の抽出を行う。 
 
2. Life technology 社の Solid®5500（人類
遺伝学教室で所有する次世代型シーケンサ
ー）を用いて、全エクソンまたは全ゲノムを
対象とした塩基配列の決定を行う。 
 
3. データ解析・原因遺伝子の解明 
公開されているデータベースとの比較を行
い、本家系の塩基配列、ゲノム構造異常、遺
伝子多型を明らかにする。 
 
４．研究成果 
 
①常染色体優性遺伝形式にて発症する肺癌
家系において肺癌罹患者（N=3）と家系内非
罹患者（N=1）を対象に血液からゲノム DNA
を抽出し、Life Technologies 社の SOLiD5500
を用いて pair-end read sequence を行なっ
た。Novoalign CSMPI にて mapping を行い、
GATK(Genome Analysis ToolKit)を用いて塩
基置換(SNVs:Single Nucleotide Variants)、
及 び 塩 基 欠 失 挿 入 (INDELs:insertions 
and/or deletions)リストを作成し、変異候
補遺伝子をリストアップした。 

[結果] 
 罹患者に共通して認め、非罹患者には認
めない遺伝子変異：69 遺伝子、71 箇所を抽
出した。うち 67 遺伝子、69 箇所は SNV であ
り、2 遺伝子、2 箇所が indel であった。こ
れらはダイレクトシーケンスを行い、全ての
箇所で真の変異であることを確認した。 
変異は全て heterozygous change であった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
②罹患者③(Ⅳ-12)の腫瘍部凍結標本から
ゲノム DNA を抽出し、実験１と同様の手順を
用いて塩基置換、及び塩基欠失挿入リストを
作成し、実験１の結果と比較検討した。 
 
[結果] 
罹患者の血液、腫瘍部 DNA に共通し、非罹
患者血液 DNA には認めない遺伝子変異：64 遺
伝子、65 箇所を抽出した。 
腫瘍部において新たに homozygous change
は認めなかった。 
 
③実験１,２にて認めた遺伝子変異が、非罹
患者②,③(Ⅳ-12,14)においても認められる
か、ダイレクトシーケンスにて確認した。 
 
[結果] 
罹患者のみに共通して認めた遺伝子変異は
29 遺伝子、29 箇所に絞られた。 
 
考察 
 
・本家系の肺癌発症年齢は、30 代～70 代ま
でと幅がある。そのため、非罹患者の中に、
原因遺伝子の変異を持っているが、現在は未
発症であるという可能性を考慮する必要が
ある。 
 
・ある家族性肺癌家系の解析により、
Surfactant Protein A2(SFTPA2)遺伝子の変
異が肺癌の原因遺伝子であると報告されて
いる（１）。しかし、本家系の罹患者では



SFTPA2 に変異を認めないものもあった。 
少なくとも本家系においては別のドライバ
ー遺伝子変異が肺癌発症に関与していると
考えられる。 
 
これらの候補遺伝子変異と散発性肺癌１９
２例の腫瘍部における遺伝子変異（体細胞変
異）を比較した。そのうち、さらに一般健常
人の胚細胞変異の頻度が少ないものを抽出
すると４つの遺伝子（MAST1, CENPE, CACNB2 
and LCT）が挙げられた。家系内の連鎖解析
の結果と併せると、MAST1 が最も肺癌発症と
関係していると考えられた。（J Hum Genet. 
2015 Oct;60(10):597-603.） 
 
そこで MAST1 の 1st. exon start site をタ
ーゲットとした CRISPR/Cas9 vector を作成
した。ベクターはシングルガイド RNA を
pCas-Guide-EF1a-GFP ベクター（ Origene 
Rockville,MD）へ挿入し作成した。このベク
ターを Lipofectamine 3000（Thermo Fisher 
Scientific, Waltham, MA）を用いて線維芽
細胞へ transfect させ、GPF 陽性細胞を FACS 
sorting にて回収した。現時点ではこれらの
GFP 陽性細胞を培養中で、今後 qPCR,Western 
blotting にて RNA,protein の発現レベルや、
細胞増殖、足場依存性の増殖能の評価を
migration assay や colony formation assay
を用いて行う予定である。 
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