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研究成果の概要（和文）：癌のゲノム解析において、タンパク質コード領域のシークエンシングを行うExome解
析は世界的に大規模解析が行われ新規がん関連遺伝子の発見が相次いだが、非コード制御領域の変異解析は進ん
でいなかった。本研究では、プロモーターやエンハンサーなどのゲノム制御領域が特異的なヒストン修飾を受け
ていることを利用し、クロマチン免疫沈降（ChIP）シークエンシングを行うことで、制御領域のゲノム変異解析
を行った。少数症例の解析で見つかった変異をより多くの検体のアンプリコン・シークエンシングで確認し、非
コード制御領域の体細胞変異およびSNPを多数同定するとともに、複数症例で体細胞変異を持つ制御領域を見い
だした。

研究成果の概要（英文）：Unlike coding mutations, extent of somatic mutations in non-coding 
regulatory regions remains largely unknown. In this study, we performed ChIP-sequencing analysis of 
lung cancer clinical tissue samples. Discovery of large number of somatic mutations in promoters and
 other regulatory regions indicates potential impact of non-coding mutations in cancer. 
ChIP-sequencing also identified allele-specific regulation of cancer-associated regulatory regions. 
Such information is highly useful to filter potential functional variants, and similar strategy 
could be applied to other clinical research including rare diseases. It is also important to develop
 method to utilize functional variants as diagnostic markers and as drug targets. Functional SNPs 
could be developed as a predictive marker for disease susceptibility, and somatic mutations could 
predict effect of drugs targeting certain transcriptional regulatory network.

研究分野： ゲノム生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
既知の癌関連遺伝子の近傍のゲノム制御領域に多数の体細胞変異が見つかったことは、癌のゲノム変異解析にお
いて未知の領域があることを示しており、それらの機能的意義の確立や多数症例での研究など、今後の研究の基
礎となる結果が得られた。全ゲノム解析の情報に加え、癌特異的に変化する制御領域の位置情報とアレル特異的
制御の情報を加えることで、多数の変異から機能的に重要なものを効果的にフィルタリングできることは今後の
癌研究にも有用である。制御領域の変異をどのように臨床応用するかは今後の課題ではあるが、SNPによる疾患
感受性の予測やクリプティック・プロモーターからの転写産物に対する創薬などが期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
本研究が計画された 2014 年当初には、すでに多種の癌でタンパク質コード領域の変異を網羅的
に調べる Exome 解析の結果が発表されていた。しかし、コード領域は全ゲノムの 2％程度とさ
れ、その他のゲノム領域の体細胞変異と疾患関連 SNP がどのように癌に関わるのかは詳しく解
析されていなかった。ゲノム上には、エンハンサーやプロモーター領域を含むゲノムの非コー
ド制御領域があり、これらの領域にも機能的に重要な体細胞変異や SNP が存在することが期待
されていた。全ゲノムシークエンシングではシークエンシングコストが高く、また、変異の意
味付け（アノテーション）に必要な臨床検体解析によるエピゲノム情報が欠けており、新しい
研究アプローチの必要性が認識されていた。 
 
２．研究の目的 
プロモーターやエンハンサー領域は、特異的なヒストン修飾を受けていることが知られており、
本研究ではこれらの修飾を指標にゲノム制御領域 DNA を濃縮、シークエンシングすることで
（ChIP シークエンシング解析）、非コード制御領域のゲノム・エピゲノム統合解析を行うこと
を目的とした。ゲノム情報としては、ヒストン修飾を受けているゲノム領域の塩基配列を ChIP
シークエンシングのリードを用いて解析し、SNP および体細胞変異を検出すること。エピゲノ
ム情報としては、ChIP シークエンシングによるプロモーター及びエンハンサー領域の活性化状
態を癌部と正常組織で比較することにより、癌特異的な変化を受ける領域を発見すること。ま
た、リードのアレル頻度のバイアスを解析することにより、バリアントを含むアレルがアレル
特異的ヒストン修飾を受けているか、すなわち塩基置換変異により DNA 領域の機能に差が生じ
ているかを検討することを目的とした。これらのゲノム・エピゲノム統合解析を最初に少数の
症例で行うことで、体細胞変異による癌特異的な非コード制御領域の機能変化があるかを予測
し、さらに、多数症例のターゲット・シークエンシング解析により、非コード制御領域の体細
胞変異に複数症例で Recurrent に起きるものがあるかを検討した。このパイロット研究をもと
に、多数症例で ChIP シークエンシング解析を行えば癌の予防や治療に有用な情報が得られるの
かどうかを検討し、大規模プロジェクトへの発展性や問題点を判断することを本研究の目標と
した。 
 
３．研究の方法 
本研究では、筑波大学診断病理学研究室、およびつくばヒト組織バイオバンクセンターに保管
されていた肺癌とマッチング正常組織検体から、腺癌と扁平上皮癌、合わせて 250 症例以上を
対象とした。癌臨床検体のエピゲノム解析では、組織検体に含まれる癌細胞以外の細胞種から
も RNA およびヒストン修飾のシークエンシングリードが混ざるため、癌細胞部分の切り出しが
必要である。そのため、本研究ではレーザーマイクロダイセクションによる検体採取を組み合
わせ、RNA シークエンシングも同一組織の連続切片を用いて行うことで、RNA 発現変化とゲノム
制御領域の変化を関連付けて検討できるよう計画した。 
 
４．研究成果 
（1）レーザーマイクロダイセクションを用いた検体採取とエピゲノム解析 
病理標本の観察において癌細胞の占める切片上の面積が大きい症例であっても、ChIP シークエ
ンシングのシグナルとなる核の数で癌細胞が占める割合が 5割を超えるような症例は稀であっ
た。一方で、組織の薄切と染色後にレーザーマイクロダイセクションを行う場合、ChIP 解析に
必要な検体の品質を保持し、さらにシークエンス解析に十分な DNA と RNA を得るには複雑な作
業が必要となり、ヒストン H3 リジン 4 トリメチル化（H3K4me3、プロンモーター）および H3
リジン 27アセチル化（H3K27ac、活性化制御領域）に特異的な抗体を用いた ChIP シークエンシ
ング解析と RNA シークエンシングを行った症例は 20症例程度にとどまった。このうち、検体の
品質が良好で、最も改良された微量 DNA の増幅法を用いた 6 症例（腺癌 3 症例、扁平上皮癌 3
例）について、正常組織と癌組織のロングリードのシークエンシングを行い、制御領域の SNP、
体細胞変異解析のデータを得た。 
 ロングリードに用いなかった ChIP シークエンシング解析症例を用いて、過去の胃癌組織の研
究（引用文献①）と同様の解析も行った。ポリコーム複合体の結合標的における癌特異的なプ
ロモーターの活性化、および、データベースに収録された標準的な遺伝子プロモーター以外の
「クリプティック・プロモーター」の活性化を見出すことができ、肺癌と胃癌で共通するエピ
ゲノム変化が見られることを確認した。 
 
（2）ChIP シークエンシングを用いたバリアントコール 
ChIP シークエンシングを用いたバリアントコールは胃癌組織のエピゲノム解析と同様の手法
を用いた。dbSNP データベースに見つからない生殖系列変異のうち、さらに大部分は東北メガ
バンクデータベースで公開されていないバリアントであったため、正常組織のリードを用いる
ことでさらに SNP をフィルタリングした。ここで残った ChIP シークエンシングの癌特異的変化
を受けるピーク領域に限って体細胞変異候補を絞り込み、55個所をアンプリコン・シークエン
シングでの確認サイトとした。 
 



（3）カスタムパネルの作成とアンプリコン・シークエンシング 
研究開始当初はカスタムキャプチャーパネルの利用を計画していたが、試薬が高価なことと多
数の検体の解析では前処理作業も複雑さが増すことから、アンプリコンプライマーのデザイン
を行った。55 個所の確認サイトの 92％でプライマーのデザインが可能で、そのうち 70％は ChIP
シークエンシング解析による一塩基置換のコールが正しいことが確認できた。さらに 77％が体
細胞変異であることが確認できた。アンプリコンのうち一か所については複数検体で体細胞変
異が検出された。 
 
（4）非コード制御領域の体細胞変異及び SNP 解析 
体細胞変異とコールされたが実際には SNP だったサイトについては、正常組織のリードが浅か
ったため、SNP を十分にフィルタリングできていなかったことで誤って体細胞変異と判定され
ていた。また、これらの SNP サイトは東北メガバンクのデータベースにもアレル頻度の情報が
無く、「Private SNPｓ」のようなサイトが非コード制御領域にも存在することを示唆している。
これらの希少な SNP が疾患の個人差に影響するかは興味深い。体細胞変異と異なり、発癌前に
疾患のリスクや性質が予測できれば有用であり、今後の大規模研究の対象として期待できる。 
 本研究では非コード制御領域の体細胞変異が見出されたが、アレル特異的ヒストン修飾によ
り機能的な変異であることが示唆されたものの、Exome 解析で見いだされるアミノ酸置換変異
に比べてそのメカニズムを確立することは難しく、転写因子結合サイトの変化によるものと推
定した。 
 
（5）本研究で確立された解析手法の有用性 
全ゲノムシークエンスを行うアプローチに比べ低コストで、エピゲノムプロファイルも加えた
ゲノム・エピゲノム統合解析が行える点は、ChIP シークエンシング解析を用いた統合解析は有
用と考えられる。今後も様々な臨床検体解析に応用できる十分な知見と、肺癌においては新規
の疾患関連 SNP および体細胞変異が発見できた。特に、1検体あたり数万個を超える SNP およ
び体細胞変異から、癌特異的に変化する ChIP シークエンシングピーク領域とのオーバーラップ、
アレル特異的ヒストン修飾、増幅・欠失候補領域の除外の複数段階のフィルタリングを用いる
ことで、各症例につき数十か所の SNP および体細胞変異候補まで機能的変異の候補が絞り込め
ることは、多数の症例を用いた統計的解析に依存せずに 1症例から得られる情報のみで、アレ
ル特異性を用いたゲノム変異のフィルタリングを可能にする。この手法は、特に研究対象とな
る症例数が少ない希少疾患の研究への応用が期待できる。 
バイオバンク検体の ChIP シークエンシング解析での利用は、検体の採取や処理条件の検討で

困難もあったが、普通にバンキングされる新鮮凍結検体を用いて高品質のデータが得られるよ
うなプロトコルを完成できた。H3K4me3 でマークされた遺伝子プロモーター領域や H3K27ac マ
ークのある非コード制御領域におけるアレル特異的制御と対応する SNP、および、体細胞変異、
また、ゲノム変異とは見かけ上関係なくエピゲノム制御によって癌特異的に発現している
non-canonical exon についても、引き続き機能解析やバイオマーカーとしての知財化と論文発
表、研究開発を行う。 
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