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「ゲノム情報で規定される超高リスク群の診断と、層別化・個別化予防のための 
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研究要旨 本年度の主な研究成果は以下の通り：①多施設共同研究体のプロトコールによる次
世代シークエンサー（NGS）を用いた遺伝性腫瘍家系の探索的解析を開始した。②NGSによる
ターゲットシークエンス法では、94種類の遺伝性腫瘍の原因遺伝子のシークエンスが可能であ
り、高いスループットが可能である。特にMultiplex Ligation-dependent Probe Amplification
（MLPA）法でのみ異常が検出されていた症例について、従来法との相関の検証を進めたとこ
ろ、ゲノム大領域欠失等の異常の検出も可能であることが示され、最初のスクリーニング検査
から NGSによる解析を実施する方法が期待された。③家族集積性のある胃がん症例の生殖細
胞系列 DNA試料について CDH1全 exonを挟む PCRを行い、Sanger法で塩基配列を解析した。
次にMLPA法にて CDH1の全エクソンのコピー数の変化を解析した。本研究により家族集積性
の胃がんの生殖細胞系列の変化を発見し、血縁者のキャリアーの早期発見・治療につながった。
④MEN1遺伝学的検査 14例、RET遺伝学的検査 13例の解析を行った。このうち RET遺伝子
について、これまで単独では病原性はないとされていた Y806C変異が恐らく浸透率の低い甲
状腺髄様がん原因変異となり得ることを明らかにした。⑤遺伝子型-表現型に関する情報の集
積・分析と未知の原因遺伝子の探索を多施設間で行うため、国立がん研究センターにおいて承
認された研究プロトコールを参考にして、各施設で登録体制を整備し、既知の原因遺伝子変異
の検索を行い、探索的な NGSによる解析の対象となりうる症例を蓄積した。他施設からの遺
伝子検査を受託する場合は、必要な必要な標準作業手順と検体と報告書の流れを構築した。 
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A.研究目的 

遺伝性腫瘍は個人の発がんの固定リスクで規定さ
れる超高危険度群である。小児・若年期から生涯
続く多発・重複がんリスクや血縁者への遺伝等、

多くの特徴的な問題を抱える。我が国では保険償
還される遺伝子検査はなく、個別化予防・治療の
エビデンス基盤となるべき遺伝子型-表現型関連の
知見の集積は未だ不十分である。また、20-30%の
症例では原因変異が同定できていない。多様な病
態は修飾遺伝子の関与を示唆している。 

そこで本研究では、遺伝性腫瘍の遺伝診療の現場
において多施設共同臨床観察研究を行い、１）拠
点を構築して既知の原因遺伝子変異の検索を行い、
我が国における遺伝子型-表現型関連に関する情報
の集積・分析と、２）未知の原因遺伝子・修飾遺
伝子の探索を行う。さらにこれらの知見に基づき、
３）遺伝性腫瘍あるいはそれが疑われる症例・家
系を的確に捕捉・診断・説明（遺伝カウンセリン
グ）する方法と、４）個別化された予防医療の確
立に貢献することを目的とする。 

 

B.研究方法 

今年度の主な研究項目について、以下のとおり： 

①本多施設共同研究の基本プロトコールに基づき、
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家族歴のある膵がんの症例に対して、元々は体細
胞遺伝子・ゲノム異常として 90遺伝子の変異と 10
種の遺伝子融合を検索する NCC oncopanel v2を適
用し、次世代シークエンサーIllumina MiSeqを用い
て解析した。また、同一症例について HiSeq2000
を用いて Agilent SureSelect V4+UTR+lincRNAによ
る全エクソームシークエンシングも実施し、両プ
ラットフォームの比較・相互検証を行い、原因遺
伝子の同定を試みた。 

②次世代シークエンサーを用いたターゲットシー
クエンス解析を実施する際、全エクソンシークエ
ンス解析（WES）と同時にゲノムの比較的広範な
領域に生じた欠失あるいは重複等の構造異常を検
出するための予備的検討を行った。これまでに
Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification
（MLPA）法による解析でMSH2遺伝子にゲノム欠
失を認めた 3例およびMLH1遺伝子にゲノム欠失
を認めた 4例とこれに正常対照 3例を加えた 10例
を Illumina社MiSeqを用いて遺伝性腫瘍の原因遺
伝子として報告されている 94遺伝子を対象にター
ゲットシークエンス解析を実施し、各 exonの read
数あるいは平均 coverage数の比較から、ゲノム欠
失の検出感度を検討した。 

③先行研究及び本研究により機動的に収集された
家族集積性・若年性の胃がんについて、生殖細胞
系列の変異を、普通の塩基配列決定の操作では見
逃してしまうコピー数異常を含めて検索した。そ
の際、全ゲノム領域をカバーする Affymetrix 
Cytoscanを用いて、CDH1以外の遺伝子領域も探索
した。コントロールには健康長寿者の DNAなどを
用いた。 

④MEN1遺伝学的検査においてMEN1遺伝子の
exon 2-10のシーケンス解析を実施し、症例によっ
てはMLPA法による大領域欠失の検索も行った。
RET遺伝学的検査では、RET遺伝子の exons 8、10、
11、13、14-16のシーケンス解析を実施した。遺伝
学的検査の結果、MEN1あるいはMEN2と確定し
た院内症例については定期検査や追跡調査に伴う
登録情報の更新を継続して行った。 

⑤本研究の研究分担者の施設における多施設共同
研究体の基本プロトコールの導入を進めた。その
際、施設による遺伝診療と研究の整理方針や体制
の違いを勘案した調整を行った。 

（倫理面への配慮） 

遺伝性腫瘍の疑いで各医療機関の遺伝相談外来を
受診した症例に対しては「遺伝学的検査に関する
ガイドライン」（遺伝医学関連 10学会）、「医療に
おける遺伝学的検査・診断に関するガイドライン」
（日本医学会）、「医療介護関係事業者における個

人情報の適切な取扱いのためのガイドライン」（厚
生労働省）に従い適切な診療を行なった。 

ヒトゲノム・遺伝子解析研究として実施される部
分は、「ヒトゲノム・遺伝子解析研究に関する倫理
指針」（文部科学省、厚生労働省、経済産業省）を
遵守し、施設研究倫理審査委員会の承認を得た研
究計画に基づき実施した。研究後半において、二
次予防に関する観察研究あるいは介入を伴う研究
については「疫学研究に関する倫理指針」あるい
は「臨床研究に関する倫理指針」等に従う。 

新規原因遺伝子を絞り込むための機能解析におい
て遺伝子組換え実験を行う場合は、「遺伝子組換え
生物等の使用等の規制による生物の多様性の確保
に関する法律」と施設の定める遺伝子組換え実験
安全管理規程を遵守して、動物実験を行う場合は
施設の動物実験倫理規程に従って実験を行う。 

 

C. 研究結果 

①NCC oncopanel v2の解析からは 21遺伝子に変異
が認められ、そのうち non-synonymous変異が 5遺
伝子、indelが 1遺伝子に認められた。ミスセンス
変異のうち 4遺伝子についてはWESでも検証でき
た。その一つが BRCA1の変異で、リード数 277の
うち、変異アレルが 47%認められ、アミノ酸を Glu
（GAA）から Lys（AAA）に変える。PolyPhen2の
評価では HumDivでも HumVarでもスコア 1で
Probably Damagingであった。しかしこの変異は膵
がんの家族歴がより少ない父に認められた。 

②各遺伝子の read数および coverage数の合計に対
する各 exonの read数あるいは平均 coverage数の比
率を比較したところ、１カ所あるいは２カ所の
exonが欠失した場合は、非欠失例に比べて有意に
減少していた（P<0.01）。しかし全 exonの過半以上
に及ぶ大領域欠失を認めた症例では、欠失部位の
exonの read数あるいは平均 coverage数の減少は非
欠失例に比べ軽度であり、逆に保持されている少
数の exonの read数あるいは平均 coverage数の増加
として検出されることがわかった（P<0.01）。 

③家族集積性のある胃がん症例の生殖細胞系列
DNA試料について CDH1全 exonを挟む PCRを行
い、Sanger法で塩基配列を解析した。次にMLPA
法にて CDH1の全エクソンのコピー数の変化を解
析した。本研究により 1例家族集積性の胃がんの
生殖細胞系列の変化を発見した。本例は血縁者の
キャリアーの早期発見及び救命につながった。 

④今年度はMEN1遺伝学的検査 14例、RET遺伝学
的検査 13例の解析を行った。このうちMEN1遺伝
子変異は 9例、RET遺伝子変異は 6例に認められ、
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MENの診断が確定した。このうち RET遺伝子につ
いて、これまで良性多型と考えられている塩基置
換を持つ症例を認めた。Y806C変異は同一アレル
上に V804M変異と併存するとMEN2Bの原因とな
るが、単独では病原性はないとされていた。今回
解析した症例は甲状腺髄様がんを発症していたた
めに遺伝子解析を行ったが、Y806C変異はあるが
V804M変異は認められなかった。V804M以外の未
知の変異が併存するために髄様がんを発症する可
能性を否定するため、RET遺伝子の全領域をシー
クエンスしたが他に変異はなく、これにより
Y806C変異が恐らく浸透率の低い甲状腺髄様がん
原因変異となり得ることを明らかにした。 

⑤遺伝子型-表現型に関する情報の集積・分析と未
知の原因遺伝子の探索を多施設間で行うため、国
立がん研究センターにおいて承認された研究プロ
トコールを参考にして、施設内での登録体制整備
を進めた。既知の原因遺伝子変異の検索を行い、
探索的な次世代シークエンサーによる解析の対象
となりうる症例を蓄積した。他施設からの遺伝子
検査を受託する場合は、必要な必要な標準作業手
順と検体と報告書の流れを構築した。 

 

D.考察 

①次世代シークエンサーの普及とともに遺伝性腫
瘍においては診療と研究の融合領域が生まれつつ
あり、両者一体となった説明と同意が適切である。
そこで診断と研究の両方について同時に説明し、
それぞれ個別に意思表示（同意の有無）を得る「家
族性・若年性のがん及び遺伝性腫瘍に関する診断
と研究」を本多施設共同研究の基本プロトコール
とした。母を含めて母方に第 2度近親以内に 3名
の膵がん、父方に 1名の膵がんが発症している発
端者の末梢血由来ゲノムDNAに対して 2つのプラ
ットフォームでの次世代シークエンサー解析を行
い、がんの分子標的薬の標的になり得る（druggable）
な体細胞遺伝子変異を起こす遺伝子のうち 4個の
変異が検証できた。そのうち BRCA1のミスセンス
変異が最も有望と考えられたが、膵がんの家族歴
がより少ない父が変異保有者であった。母方の膵
がん罹患者 3名はいずれも死亡しているが、第 3
度近親に 50才以下の乳がん罹患者もおり、病的変
異の特定にはさらなる分離分析が必要と考えられ
た。多くの候補変異を検出する次世代シークエン
サーの時代になったからこそ、家系内の採血を積
極的に進める必要がある。 

②リンチ症候群の主要な原因遺伝子であるMSH2
およびMLH1の解析では、各 exon毎の PCR/direct 
sequencing法で異常が認められなかった症例の

10-20%にゲノムの欠失あるいは重複等の構造異常
が認められる。RT-PCR法で exon skipとして検出さ
れるか、あるいはMLPA法によって診断されてい
るが、通常の遺伝子検査の盲点となっており、他
の遺伝性腫瘍症候群でも同様の問題が指摘されて
いる。今回の検討で NGSを最初のスクリーニング
検査として利用できる可能性が示されたことは有
意義な知見である。今回の検討では十分な read数
および coverage数を得るため 10症例を対象に解析
したが、本機種では最大 24症例の同時解析が可能
である。その場合、１症例あたりの解析コストの
低減が可能となるが、同時にコピー数の検出感度
の低下が危惧される。In silicoのシミュレーション
では、対象症例数が 2倍に増加した場合、サンプ
ル毎の read数あるいは coverage数は半分となる。
その場合の 95%信頼区間は 1.41倍程度に増加する
ものの、解析の精度には影響を与えないものと推
定された。 

③我が国での遺伝性胃がんの把握の遅れの大きな
一因は、現場の臨床医に、遺伝性症例の認識が少
ないことも一因であると言われてきたが、次第に
本研究組織のメンバーを通じて、症例の存在自体
の認識が広まってくると思われる。特に今回はじ
めて早期発見に役立つことを実証することができ
た。若年・壮年におけるがん死を防ぐ実例になる。
引き続き、CDH1の変異が認められない症例につい
てのコピー数異常の検索を続行する。 

④稀少疾患では、検査・解析拠点において集中的
にデータを集積することが、国内における疾患の
全体像を把握するのに最も有効な方法といえる。
MENに関しては本研究の研究分担者が遺伝子解析
及び臨床情報の収集を行うことにより、日本人患
者の臨床像や遺伝学的特徴を明らかにできると考
える。V804M+Y806C変異を有する RETタンパク
は強いキナーゼ活性を有することが知られている
が Y806Cの活性は相対的に弱く、これまでに
Y806C変異単独で甲状腺髄様がんやMEN2を発症
した症例は報告されていない。しかしながら Y806
アミノ酸は RETタンパク質の自己リン酸化部位で
あり、バンデタニブに対する RETキナーゼ活性の
感受性にも関与していることが知られている。今
回の結果は Y806Cの病原性を証明するものであり、
国内外の変異データベースにおける本塩基置換の
臨床的意義が更新されると考えられる。同じ変異
を有する患者に対して提供する情報を一変させる
とともに、血縁者への影響も及ぶことからきわめ
て重要な知見を得た。 

⑤本研究により、遺伝性腫瘍の症例を集積し、既
知の原因遺伝子の変異解析、その集積を開始する
ことができた。本研究は、発がん超高危険度群に
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対する個別化予防・治療のエビデンス構築に有用
である。しかしながら、医療機関により、診療体
制等が異なるため、遺伝性腫瘍の外来準備ならび
に倫理審査については施設ごとに適切に調査され
た対応が必要と考えられた。 

 

E.結論 

①多施設共同研究体のプロトコールによる次世代
シークエンサーを用いた遺伝性腫瘍家系の探索的
解析が始動した。異なるプラットフォームによる
次世代シークエンサー同士の検証が有用であった
が、家系内の分離分析等の基本的な解析の重要性
があらためて示された。 

②ターゲットシークエンス法では 94種類の遺伝性
腫瘍の原因遺伝子のシークエンスが可能であり、
高いスループットが可能である。今回の検討によ
りゲノム大領域欠失等の異常の検出も可能である
ことが示され、最初のスクリーニング検査から
NGS解析を実施する方法の実現が期待された。 

③コピー数異常の検索は、遺伝性胃がんの生殖細
胞系列の変異の同定の重要な要素であることを示
し、実際に胃がん集積家系の未発症例を早期発見
につながることを実証できた。 

④MEN患者およびMENが疑われる患者を対象に
遺伝子解析を進めた。これによりこれまで病原性
がないと考えられていたミスセンス塩基置換が病
原性変異であることを証明した。 

⑤多施設共同研究体で採択した複数の遺伝性腫瘍
の汎用型プロトコールにより、複数の医療機関に
おいてがん超高リスク群の診断と、層別化・個別
化予防を目指した研究を行う基盤を構築すること
ができた。 
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