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研究成果の概要（和文）：腫瘍のゲノム解析は、原因遺伝子探索をはじめ腫瘍診断に重要な検査である。本研究では、
包括的なゲノム構造解析を高精度に可能とする新規システムを開発し腫瘍解析へ応用した。本システムは環状化DNAの
結合両末端（メイトペア）解析を基本とし、ゲノム・ライブラリーの各DNA断片へ固有塩基配列を導入し、シンプルな
２段階DNA環状化を行うことで、「単分子DNA環状化」由来の正確なメイトペア配列のみをコンピューター（in silico
）解析で選別可能とした新規法である。本システムは、腫瘍ゲノムの転座・逆位の解析も可能であり、経済性にも優れ
た方法であることから、腫瘍の診断・研究に役立つと期待される。

研究成果の概要（英文）：We developed a novel method for comprehensive analysis of structural changes of 
cancer genome. Our method is based on a mate-pair analysis, which enables us to collect information of 
both ends of DNA fragments from genome. In conventional mate-pair analysis, there must contain 
circularized DNAs derived from multiple DNA fragments and those mate-pair can be a cause of false 
positive data. To solve this problem we developed a novel method, which allows us to extract “right” 
information of mate-pairs derived exclusively from circularized DNAs of single DNA origin. By this 
method, we can make a comprehensive analysis of cancer genome in a highly precise manner, and we could 
obtain several candidate mate-pair information in ATL(adult T-cell leukemia/lymphoma) samples. This 
method is useful for analysis of structural changes of cancer genome and will provide us information for 
diagnosis and treatment of cancer.

研究分野：腫瘍学

キーワード： ゲノム解析
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１．研究開始当初の背景 
腫瘍診断における遺伝子解析の必要性は高
くなってきており、特に腫瘍ゲノムを網羅的
に解析することは予後•治療法を含め腫瘍の
診断に重要な役割を果たしていくと考えら
れる。腫瘍ゲノム解析においては、現在 CGH
（comparative genomic hybridization）法が
導入されたことで、腫瘍ゲノム解析、特に構
造解析が飛躍的に進歩してきている。しかし、
CGH 法は、ゲノムのコピー数異常（増幅・
欠失）の構造解析に優れているのに対し、転
座・逆位等の構造異常の検出は困難であると
いう欠点がある。そのため、転座・逆位を含
む包括的なゲノム構造解析を高精度・高感度
に解析できる方法が求められている。 
	
 ゲノム構造解析法の候補としては、遺伝子
塩基解析からゲノム構造解析までを含むト
ータルな遺伝子解析法としての全ゲノム解
析（WGA:  whole genome analysis）がある。
しかし、次世代シークエンサーは経済的にな
ってきているものの、多数症例を対象とする
にはWGAは経済的負担がかかる解析法であ
る。また、データ解析の負荷も大きく、short 
read の解析のため使用プログラムやデータ
解析条件によりゲノム構造解析結果に曖昧
さが生じるという報告もあり、WGA の一般
検査への応用にはまだ時間がかかると考え
られており現実的ではない。 
	
 本研究では、メイトペア解析法の応用によ
り、転座・逆位を含むゲノム構造異常を検出
可能とする新規システムを開発し、腫瘍解析
へ導入する。 
 
２．研究の目的 
(1)ゲノム構造解析を可能とする新規法開発 
本研究では、転座・逆位を含むゲノム構造異
常を検出する新規方法を開発し、新たな腫瘍
診断法を確立することを目的としている。本
システムは、メイトペア解析を基本としてお
り、ゲノム DNA の環状化から得られる結合

両末端（メイトペア）の配列解析（図１a. b）
を行う。このメイトペア配列情報をゲノム情
報にマッピングすることにより、ゲノム構造
を解析する（図１c. d）。具体的には、メイト
ペア情報のマッピング位置とパターンから
ゲノムの量的変化を含め様々な構造変化を
検出することができるであろう（図２）。 
	
 本法はシンプルな方法であるが、単なるメ
イトペア法では精度・感度ともに不十分で、
研究目的を遂行することはできない。つまり、
後述のように従来のメイトペア法では原理
的な問題があり、本研究目的には不適である。
そのため、本システムではこの問題を新しい
方法論の導入で解決することにより、高い精
度でゲノム構造変化を検出すること新規方
法を開発する。 
(2)本法の実証と腫瘍ゲノム解析への応用 
本システムの構築後、システム条件設定を行
うとともに、造血器悪性腫瘍の臨床検体への
応用を実施する。具体的には、成人 T細胞性
白血病（ATL）のゲノム解析に応用し、本新
規システムの有用性を実証する。 
 
３．研究の方法 
(1)メイトペア法を基本とする新規ゲノム構
造解析法の開発 
本システムでは、現在の遺伝子配列解析の技
術を最大限に生かし、ゲノム構造異常の包括
的な解析を高い精度でかつ経済的に可能に
する。特に腫瘍ゲノムのコピー数のみならず
CGH 法では困難とされる転座・逆位の解析
を可能とすることで、腫瘍の診断および研究
への応用を行う。 
	
 研究方法のポイントは、ゲノム DNA から
作成されるメイトペア・ライブラリーにおい
て単分子 DNA による自己環状化分子に由来
する正確なメイトペア配列を、データ解析時
にコンピューター上(in silico)で選別するこ
とである。 
	
 本システムは、図１、図２に示したように
メイトペア法を基本としており、ゲノムDNA
環状化から得られるメイトペア配列情報を
ヒトゲノム・データベース上にマッピングし、
このゲノム上の位置とパターンを解析する
ことでゲノム構造変化を明らかにする。 
	
 しかし、従来のメイトペア法には、重大な
問題点があり、原理上、単分子 DNA 断片の



環状分子に由来する正確なメイトペアのみ
を選択することが不可能であり、多数の偽メ
イトペアが必然的に混入してしまうことに
なる。 
	
 例えば、３種類の DNA 断片を例として、
これらを環状化する場合を想定してみると、 
DNA 断片の末端の形状は同じであるため互
いに区別できない。そのため ligationを行っ
た際には、目的の通りに（i） 単分子 DNA
による環状化分子が形成される場合、（ii） ２
種以上の複数 DNAが互いに ligationされて
結果として環状化分子を形成する場合、（iii）
環状化されずに線状分子のコンカテマーに
とどまる場合、の各々が起こりうる。線状分
子については酵素的に分解除去することが
可能であるが、環状化分子はスーパーコイル
を形成するためサイズ分離も難しく、このよ
うな一定の頻度で形成される複数分子によ
る環状化 DNA を排除することができないこ
ととなる。その結果として、偽メイトペアが
生じることとなり、この配列情報は複数の
DNA 断片に由来するためゲノム構造異常と
誤って解析されることになり、解析精度を大
幅に低下させ、ゲノム構造変化検出の大きな
障壁となる。 
	
 従来は、単分子 DNA による環状化の効率
化を期待して、ポリエチレングリコール
（PEG）添加等による反応溶液の工夫や核酸
濃度の最適化等が試行されており、その結果
として複数分子による環状化 DNA（偽メイ
トペア）の頻度をある程度までは下げること
ができているが、完全に排除することは不可
能であった。そのため、環状化の実験過程に
これ以上の改良を加えても、得られるメイト
ペア情報の精度には限界があることになる。
そのため、従来のメイトペア解析では大量デ
ータの取得および統計処理等の対応がなさ
れており、仮にゲノム構造異常に対応するメ
イトペア配列が解析データとして得られた
としても、それらは偽メイトペアによるノイ
ズとして棄却されることになる。 
	
 本システムではこの問題を新しい方法論
で解決し、メイトペア解析を次世代シークエ
ンサーへ応用することにより、CGH 法に欠
けている転座・逆位の解析を含むゲノム構造
解析を可能とする包括的なゲノム解析法を
開発する。 
(2)本法のシステム条件設定と腫瘍ゲノム解
析への応用	
 
本システム開発過程において、ゲノム構造解
析の効率化を図るため、DNA 環状化を含めた
実験過程の各ステップにつきシステムの条
件最適化を行う。さらに、造血器悪性腫瘍を
対象として臨床検体による実証研究を行う。	
 
 
４．研究成果	
 

	
 (1)ゲノム構造の高精度解析を可能とする

新規方法の開発	
 

①ゲノム断片へ付加する特異的配列を並置
したアダプターの作成 

本研究のゲノム構造解析では、ゲノム DNA
を制限酵素により 10Kbp～20Kbに部分消化
した DNA断片を使用した。DNA断片へ付加
するアダプターは、DNA 断片への結合サイ
トに加え、対側末端に制限酵素サイト（X: 
NotI）を布置し、アダプター内には２箇所の
相同的な特異的塩基配列（N）を設置してい
る。その特異配列間に２箇所の制限酵素サイ
ト（Y: EcoRI）を配置した。ここでの特異的
配列のランダム塩基（N）は同一アダプター
内では同じ配列（相同配列）が並ぶよう設計
している。この同一の特異的配列の並置には、
ランダム塩基配列を有する合成 DNA にルー
プ 構 造 を 付 加 し 、 strand replacement 
polymerase による塩基伸長を行うことで作
成した。また、ゲノムを対象とするため、次
に示す２段階目の制限酵素切断（EcoRI）に
よりゲノム断片が同時に切断される可能性
がある。そのため準備した DNA 断片は事前
に EcoRI メチラーゼによって修飾し EcoRI
での切断が起きないようにしておくように
している。 
②メイトペア選択のための２段階 DNA 環状
化 
当該アダプターを DNA 断片に付加した後、
制限酵素（X: NotI）での切断後に ligation
を行い１段階目の自己環状化を行う。この時、
環状化されていない DNA は酵素的に除去す
る。次に制限酵素（Y: EcoRI）によりアダプ
ター内に２箇所ある相同的特異配列の間で
切断し、再度 ligation反応を行うことで２段
階目の自己環状化を行う。手順としてはシン
プルなこの２段階 DNA 環状化を行うのみで
あるが、この結果、各環状化の過程により、
アダプター内の特異的配列の組み合わせパ
ターンが変化することになっている。 
	
 つまり、１段階目 DNA 環状化が目的通り
に単分子 DNA で形成され、さらに２段階目
DNA 環状化もやはり単分子 DNA であった
場合、この２段階目の環状化 DNA から得ら
れるメイトペア断片は、正しい配列情報を有
することとなり正確にゲノム構造を反映す
る。この時、アダプター内の特異的配列は必
ず同一配列の組み合わせとなり、環状化過程
が単分子 DNA により正しく進行したことの
指標となる。この特異的配列の組み合わせに
よるメイトペア配列を選別できることが本
法の最大の特徴である。一方、１段階目ある
いは２段階目のどちらかの環状化において
複数分子 DNA により不適切な環状化 DNA
が形成された場合、つまり目的から外れて偽
メイトペアが形成されてしまった場合、アダ
プター内の２箇所の特異的配列は互いに異
なる配列の組み合わせとなることなり合致
しないことになり、この特異的配列の組合せ
を指標に、メイトペア作成が予定通り進んだ
か、そうでないかを判定することとなる。 
	
 従って、これらメイトペア配列を次世代シ
ークエンサーによる配列解析を行うことで、
正しいメイトペア配列：特異的配列が同一組



み合わせである正確なメイトペア、エラーメ
イトペア配列：特異的配列の組み合わせが合
致しない環状化過程でエラーが生じた偽の
メイトペア、不完全配列：環状化過程そのも
のが正常に進行せず EcoRI 配列間が残存す
る不完全なメイトペア、と環状化過程の進行
具合を区別することができる。これらをコン
ピューター上で選別することで、正確なメイ
トペア配列情報のみを抽出することが可能
となっている（in silico  selection）。つまり、
従来のメイトペア解析では原理的に不可避
であった複数 DNA 分子による偽メイトペア
配列のノイズを完璧に排除することができ
ることとなる。これらの正確なメイトペア配
列をゲノム情報にマッピングし、ゲノム・ラ
イブラリー作成時の DNA 断片サイズを指標
として、互いのメイトペア配列の推定距離お
よび配列方向から増幅・欠失・転座・逆位を
判定した。 
	
 従来行われている大量データの取得と統
計処理では、メイトペア情報のノイズ処理に
限界があり、また実際のゲノム構造異常もノ
イズとして処理されてしまうため腫瘍のク
ローン解析へ応用することができない。本シ
ステムでは、偽メイトペアを排除し、正確な
メイトペアのみを選択することが可能とな
っており、高い精度でのゲノム構造解析を遂
行できる基盤的技術を確立することができ
ている。 
(2)本法のシステム条件設定と腫瘍ゲノム解
析への応用 
①本法のシステム条件設定 
本システムの構築後、より効率よくゲノム構
造解析を行うため、DNA 環状化を含めた実験
過程の各ステップにつきシステムの条件最
適化を行った。	
 
	
 表１にメイトペア解析による配列結果の
一部を示すが、アダプター配列およびアダプ
ター内に相同の特異配列を有し、環状化過程
が正常に進行したと評価できるクローンか
らは、ゲノム断片長に相当したメイトペア情
報を得ることができている。下段の２配列は、
ひとつは異なる染色体にマップされ構造異
常が疑われるが、アダプター内の特異的配列
が合致せずエラークローンであることが分
かる。もうひとつは、メイトペア情報がリピ
ート配列にあたりゲノム上の多数の部位に
マッピングされ解析不能であるクローンで
ある。 

 

	
 一方、解析の過程でアダプター内の特異配
列が同一であったクローンに関わらず、複数
分子由来の環状化分子による偽配列のノイ
ズが一定頻度存在することが分かった。この
原因については、データ解析により２段階目
の制限酵素切断時に制限酵素サイト （EcoRI）
の 切断不十分によると判明した。アダプタ
ーは遺伝子合成によって作成したが、約 1%
の割合で合成エラーが生じ得る。そのため合
成エラーが EcoRI サイトに生じたアダプタ
ーは制限酵素では切断されず、ある一定の頻
度でノイズを形成してしまうことが明らか
となった。そのため、新規アダプターとして、
EcoRI 切断DNA 断片をあらためて ligation
することにより、特異配列および 4カ所の正
確な EcoRI サイトを有するアダプターに改
良した。この新規アダプターは、目標通り正
しい EcoRI サイトで構成されていることが
確認され、導入によりノイズを軽減すること
ができた。 
	
 対象としたK562細胞にはPh1染色体が存
在し、９番および２２番染色体間で転座が生
じている。従って、本システムが正常に動作
すれば、この転座したゲノム部分をカバーす
るメイトペア配列を得ることができること
となる。解析の結果、図３のように転座部に
該当するメイトペア群が検出されており、本
システムによるゲノム構造異常の検出が可
能であることが示された。 

 
②成人 T 細胞性白血病（ATL）のゲノム構造
解析への応用	
 
本システムの実証試験のため、５症例の ATL
検体のゲノム構造解析に応用した。明らかな
ゲノム構造異常として３症例で６番染色体
長腕の欠失領域を示す複数のメイトペアが
得られ、１例で１７番染色体短腕の欠失を示
すメイトペア群が得られている（図には代表
配列および２症例の欠失領域を示している）。	
 



実際には、転座を含むゲノム構造異常を示唆
するメイトペアが多数に認められているが、
情報クローンが少数であることから、さらに
シーケンスを深く読むことでそれらの中か
ら正しくゲノム構造異常を検出できる可能
性があり解析を継続している。新たな問題点
としては、複数のゲノム箇所にマッピングす
るメイトペア配列がリピート配列以外にも
多く観察されており、メイトペア配列の解析
塩基長をさらに伸ばすことによる精度の向
上を進めている。	
 
	
 本研究において、メイトペア法を基本とす
る新規ゲノム構造解析法を開発し、実際にゲ
ノム構造異常を検出できることを実証した。
さらにシステムの精度向上を図り一般化す
るとともに、臨床検体への応用によりゲノム
構造解析を進めていく。	
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