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研究成果の概要（和文）：食道癌手術症例48検体について、Truseq　Custum　Trial　kit（Cancer Gene）の400
遺伝子についてシークエンスをし、T1からT2、T2からT3へと進行するにしたがって増える遺伝子変異を統計解析
し、現在までに7種類（AKAP9、ATM、CYTSB、DDX10、MYH7、MYST4、PRDM16）同定した。またN0とN1の比較におい
て8種類の変異遺伝子（BCR、CARD11、FANCA、JAZF1、NIN、NSD1、RAMBP17、REQL4）を同定した。
この400遺伝子での解析が、他施設の3万遺伝子の全ゲノム解析とほぼ同様の結果が得られることに気づいた。

研究成果の概要（英文）：Next generataion Sequence was done about 400 genes using Truseq Custum Trial
 kit (Cancer Gene) for 48 samples of esophageal cancer. We found the mutaion of 7 genes involved T 
factor (AKAP9, ATM, CYTSB, DDX10, MYH7, MYST4 and PRDM16)  Moreover, we found 8 gene mutaion 
involved N factor (BCR, CARD11, FANCA, JAZF1, NIN, NSD1, RAMBP17 and REQL4).
This result of analysis for these 400 genes were similar to 30,000 genes of whole genomic analysis 
in other facilities.

研究分野：医歯薬学

キーワード： 次世代シークエンス　食道癌
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１． 研究開始当初の背景 
 
食道癌は、消化器癌のなかでも特に予後の
悪い疾患であり、進行癌として発見された場
合、外科的治療には限界がある。現在、放射
線治療、化学療法などの組み合わせにより、
予後改善のための努力がなされてはいるが、
満足できるものではない。食道癌の治療成績
向上、予後改善のためには、現状の診断、治
療法ではなく、新しい診断法の開発、および
治療法の見直しが必要である。癌は遺伝子変
異の蓄積によって悪性度を獲得するものと
いう観点からも、食道癌発癌メカニズムの詳
細を解明することにおいて遺伝子変異解析
が重要な役割を果たすことに関して異論は
ない。特に、多段階発癌のメカニズムは大腸
癌、肝癌などにおいて解明されているが、食
道癌において多段階の発癌メカニズムは提
唱すらされていなかった。 
一方、実験ツールとしての次世代シーク
エンサーの精度向上には目覚しいものが
あり、高速 DNA シーケンスによる 1ランあ
たり200Gbp(ヒトゲノム2人分)のデータを
産出する圧倒的なデータにより様々な解
析が可能になった。それら次世代シークエ
ンサーにて同定された遺伝子をターゲッ
トとした診断、治療法の開発は食道癌にお
いても、必須であると考えられる。この研
究成果の臨床応用が食道癌撲滅に大きな
ブレークスルーとなることと思われた。 
 
２．研究の目的 
 
特に食道癌においては、予後は未だ満足でき
るものではなく、メカニズムの解明が待たれ
る癌種のひとつである。最近の技術進歩によ
り、次世代シークエンサーを用い、ゲノムワ
イドに遺伝子変異検索ができるようになっ
た。我々もすでに蓄積している食道癌症例の
検体を用いて、遺伝子数をしぼったシークエ
ンスを行い、癌発生、さらに増殖転移の候補
となる変異遺伝子を複数見出した。本研究で
は、その遺伝子変異が癌に及ぼす影響につい
て機能解析を行い、治療の対象となりうるの
かを明らかにしていく。 
 
３． 研究の方法 
 

（１） 次世代シークエンスデータから得
られた候補遺伝子の再確認。化学療法、予後
に関わる遺伝子変異の同定。 
（２） 食道癌細胞株における遺伝子変

異解析 
（３） T因子に関与するとして同定され
た個々の遺伝子変異の機能解析 
（４） N因子に関与する遺伝子変異の機
能解析。診断、治療への応用 
を計画した。 
 
平成 1 年から平成 20 年度の間に食道癌
手術症例で、切除標本の検体を患者の同意
を得て遺伝子解析用に保存してあるもの
は、約 150 例ある。それぞれの TNM 因子、
ｌy、v因子、手術データ、抗癌剤、放射線
治療の有無、および予後、生存期間につき
詳細に記録が残されている。それぞれの
genomicDNA を抽出し、精製する。 
48 検体については、Truseq Custum 
Trial kit（Cancer Gene）の 400 遺伝子
についてシークエンスを行う。48 症例の T
因子、N因子の内訳は表のごとくである。 

 T1 T2 T3 

N0 12 5 6 

N1 10 7 8 

この遺伝子抽出方法は、（１）得られたシー
クエンスを DNAnexus という専用ソフトにて
データ解析処理、（２）SNP データベースと比
較し、SNP を除く、（３）カバレッジは 100 以
上、（４）coding 領域の変異のみ、（５）Silent 
mutaion（タンパクが変異しないもの）を除
く、（６）変異が 4 症例以下のものを除く、
という Criteria にあてはまるもので処理を
する。 
もっとも注意が必要と思われるSNPの扱い
で、SNPデータベースにない日本人特有のSNP
や 1％以下の人にみられる rareSNP などは考
慮されていないため、それらの処理を特に丁
寧に行い、遺伝子抽出を行う。Normal との比
較では、癌周囲の正常粘膜のみしか保存して
いないため、Driver gene を見落とす懸念も
あり、あえて行わない（Whole Genome での解
析は得られる情報が膨大すぎて解析が非常
に難渋すると思われ、また SNP の問題が解決
できないのが最大の問題点であると考える）。
最終的に得られる候補遺伝子を先に上げた
遺伝子を含めて 15－20 程度に再度チェック
を行いたい。 
 
これらについても個々の遺伝子につき、
Wild type の発現ベクター（pcDNA3.1）およ
びhot spotの mutant発現ベクターを2種類
程度作成する。変異症例の cDNA から、RT PCR



をかけて遺伝子領域を増幅したのち、発現ベ
クター（pcDNA3.1）にクローニングする。そ
の上で、食道正常細胞株 HET1A に導入する。
もしくは発現レベルの低い、Wild type の食
道癌細胞株に導入し、細胞増殖をギムザ染色、
MTT アッセイ、および cell invasion assay
を行う。特に転移能を獲得するにいたった遊
走能に着目したい。 
 
４．研究成果 
 
食道癌手術症例のうち 48 検体について、
Truseq Custum Trial kit（Cancer Gene）
の 400遺伝子についてシークエンスを終了し、
T1 から T2、T2 から T3 へと進行するにしたが
って増える遺伝子変異を統計解析し、7 種類
（AKAP9、ATM、CYTSB、DDX10、MYH7、MYST4、
PRDM16）同定した。また N0 と N1 の比較にお
いて8種類の変異遺伝子（BCR、CARD11、FANCA、
JAZF1、NIN、NSD1、RAMBP17、REQL4）を同定
した。 
学会発表などで、この400遺伝子での解析が、
3 万遺伝子の全ゲノム解析とほぼ同様の結果
が得られることに気づいた。そのため、食道
癌で半数に変異が見られたｐ５３の status
を再度確認し、これまでの報告どおり、約半
数に変異がみられた。さらに１０％程度の頻
度の変異であるが、NOTCH１の詳細な検討を
行った。その結果、NOTCH1 については、免疫
組織染色で核に発現している症例は予後不
良であった。これらが変異とどう関与してい
るか、direct シークエンスを施行予定である
が、NOTCH1 の配列が非常に長いため、cDNA
の PCRによる増幅についてもうまくいかなか
った。 
またほかの T 因子、N 因子に関わるような遺
伝子の発現ベクターに関しても、クローニン
グを開始したが、うまくいかず、今後の課題
とした。NOTCH１の Wildtype の発現ベクター
は作成したため、これらを導入するために細
胞株におけるstatusを確認する予定である。 
変異解析については、現在までのデータをま
とめ、論文作成中である。 
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