
Ⅰ．背　　景

　臨床腫瘍学の分野では，遺伝子変異や遺伝子発
現の程度に応じて治療方針を決めることが当た
り前になりつつある。しかし，分子生物学に基
づく医学の進歩は極めて速く，常に知識を更新
していかなければ早晩理解が及ばなくなる。さ
らに，我々は既に事実に基づかない情報発信が
虚報 fakeではなく，「もう一つの事実alternative 
truth」などと正当化されてしまう時代に生きて
いる［1］。従って，医師は基礎医学を含めた医学

情報の真偽を批判的に評価できる力を維持してい
かなければならない。
　他方で，このような医学についてのリテラシー
literacyを維持するというのは強制されるもので
はなく，むしろ自由人としての学びartes liberals
の一環であるから，学ぶべき内容を定めるのは本
質的に無理がある。しかし，新しい医学情報は何
らかの実験や観察などの研究結果に基づいている
はずで，その方法を学ぶということ－我々臨床医
が最も苦手とすること－は意味があると思う。実
験手技は日進月歩でその条件まで含めて精通する
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要　　旨

　臨床腫瘍学の分野では，遺伝子変異や遺伝子発現の程度に応じて治療方針を決めることが当たり
前になりつつあるが，分子生物学に基づく医学の進歩は極めて速く，臨床医にとって遅れずについ
て行くのは容易なことではない。新規の分子標的治療薬を使いこなすには，がん細胞の発生，増殖，
生存を司っているドライバーがん遺伝子についての理解が不可欠である。そこでそれらの基礎研究
論文を読んで，実験方法を理解することを試みた。
　比較的最近に発見された非小細胞肺癌のドライバーがん遺伝子にALK融合遺伝子，ROS1融合
遺伝子，RET融合遺伝子がある。これらのがん遺伝子を見つけるに至った実験を理解するにはア
メリカの分子生物学教科書がきれいな図が豊富で大変役に立ったが，縦列質量分析や次世代シーク
エンサーなどの網羅的解析技術は理解が困難であった。そして壁になっていたのは，in vitroや in 
vivoの実験手技よりも，得られた大量の実験データを in silicoでどのように処理するかというバイ
オインフォマティクスの領域であることに気がついた。
　がんゲノム医療の時代を控えて，腫瘍内科医には次世代シークエンサーで得られた膨大な情報を
取捨選択し，担当医や患者が理解できるように上手くまとめることが早晩求められるようになるで
あろう。これをキュレーションと呼ぶが，そこには数多のハードルが横たわっていることが予想さ
れる。

　Key words:  質量分析，ショットガンシークエンス，バイオインフォマティクス，
プレシジョン・メディシン，キュレーション
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のは無理があるし意味もないが，実験の原理はそ
れほど大きく変わるわけではないので，それを理
解していればその研究全体を把握するのが遙かに
容易になると思われる。
　がんに対する分子標的治療薬を使いこなすに
は，がん細胞の発生，増殖，生存を司っているド
ライバーがん遺伝子driver oncogeneについての
理解が不可欠である。そこでそれらの発見を報告
した論文を読んで，実験方法を理解することを試
みた。「理解する」とはどういうことかという考
察も必要だが，とりあえず「絵を描いて医学生に
説明できる」というレベルを目標にした。さらに
網羅的解析技術を理解するのに必要となったバ
イオインフォマティクスbioinformaticsとの格闘
と，がんゲノム医療を目前に控えた腫瘍内科医の
戸惑いについて述べてみた。

Ⅱ．ドライバーがん遺伝子の発見論文

Ⅱ－ 1．ALK融合遺伝子の発見
　Sodaらは，相補的DNA （cDNA） ライブラリー
を用いた形質転換焦点形成分析法 transformed 
focus formation assayで新しいドライバーがん
遺伝子の一つであるEML4-ALK融合遺伝子を同
定した［2］。彼らはまず，62歳の男性肺腺癌患者
の切除標本検体から抽出した全RNAを鋳型に逆
転写酵素を用いて合成したcDNAをベクタープ
ラスミドに組み込み，パッケージングプラスミ
ドpackaging plasmid，ウイルスコートプラスミ
ドvirus coat plasmidと一緒にBOSC23細胞に導
入した。その培養上清から精製した組み換えレト
ロウイルスベクターをNIH3T3に感染させ，盛
んに増殖した形質転換細胞からmRNAを取り出
し，シークエンスしてEML4-ALK融合遺伝子
を同定した（図 1）。EML4遺伝子とALK遺伝
子の融合点を含むゲノムDNA断片のPCR産物
のシークエンスから，EML4遺伝子の第13エク
ソンとALK遺伝子の第21エクソンの間に欠損が
あり，そこにEML4遺伝子が逆向きに入り込ん
で融合していることが判明した。次にEML4遺
伝子，ALK遺伝子，EML4-ALK融合遺伝子を
発現ベクターに組み込んでマウス線維芽細胞に
導入し，EML4-ALK融合遺伝子にのみ形質転換

能 transforming potentialがあることを確認した。
さらにEML4-ALK融合遺伝子を導入したマウス
リンパ球細胞株BA/F3の自律性増殖をALK阻
害剤が抑制することを観察し，EML4-ALK融合
遺伝子が薬剤標的になる可能性を示した［2］。

Ⅱ－ 2．ROS1融合遺伝子の発見
　Rikovaらは，蛋白質活性化の指標であるチロ
シン残基リン酸化を持つ蛋白質を網羅的に検索し
て，ROS1融合遺伝子を発見した［3］。まず，非
小細胞肺癌切除標本150検体と非小細胞肺癌細胞
株41株から尿素バッファー液を用いて作成した
細胞溶解産物cell lysatesを超音波破砕した後に
トリプシン消化をしてペプチドを得た。それを
プロテインG・アガロースビーズに連結したリ
ン酸化チロシン特異抗体と共に免疫沈降してリ
ン酸化ペプチド・ライブラリーを作成した。そ
のライブラリーを液体クロマトグラフィー－縦
列質量分析 liquid chromatography-tandem mass 
spectrometry （LC-MS/MS） でペプチド配列を
決定し，さらにプロテオームデータベース検索
を行って蛋白質を同定した（PMF蛋白質同定法
peptide mass fingerprinting）（図 2）。蛋白質の
うちで高度にチロシン残基がリン酸化されてい
たのは，チロシンキナーゼ，セリン･スレオニン
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図 1　形質転換焦点形成分析法による
がん遺伝子の同定　　　

　がん細胞からmRNAを抽出してcDNAライブラ
リーを作成し，それらを導入したレトロウイルス
ベクターを作成する （A）。それをNIH3T3に感染
させ，盛んに増殖した細胞（形質転換細胞）から
mRNAを取り出し，シークエンスしてがん遺伝子
を同定する。LTR: long terminal repeat 



123腫瘍内科医の in silicoの壁

キナーゼ，接着分子，細胞骨格蛋白質であった。
各リン酸化シグナルからリン酸化シグナルの平
均を差し引くとリン酸化が異常亢進しているチ
ロシンキナーゼが多数同定された。さらに，各
チロシンキナーゼの平均リン酸化シグナルの順
序付けを見て，非常に高いリン酸化シグナルを
持った受容体チロシンキナーゼとして，MET，
ALK，ROS1，PDGFRa，DDR1とEGFRが同定
された。さらにこれらの蛋白質の発現を細胞株で
調べ，ALK蛋白質は肺癌細胞株H2228で，ROS1
蛋白質はHCC78で高発現していることを突き止
めた。そこで，これらの細胞株で発現している
mRNAを抽出しcDNAを作成してシークエンス
し，EML4-ALK融合遺伝子とSLC34A2-ROS1
融合遺伝子を同定した。さらに，ALK遺伝子と
ROS1遺伝子に対するsiRNAsを作成してこれら
の遺伝子発現を抑制すると，H2228は増殖が維持
されたが，HCC78はアポトーシスに陥った。こ
の結果から，HCC78のドライバー遺伝子はROS1
融合遺伝子であることが確認された［3］。

Ⅱ－ 3．RET融合遺伝子の発見
　Kohnoらは，トランスクリプトーム解析 tran-
scriptome sequencingを行って，KIF5B-RET

融合遺伝子を発見した［4］。まず肺腺がん切除標
本30検体より抽出した全RNAからpoly-A （＋） 
RNAを精製し，断片化してからcDNAを合成
した。ペアードエンドアダプター paired-end 
adapterを付けてから250-300 bp（cDNA挿入部
150-200 bp）の分画をゲルで精製しPCRで増幅し
た後，cDNAライブラリーの両端50 bpを次世代
シークエンサーで配列決定した（ペアードエン
ド配列決定法paired-end sequencing）。これらの
配列をヒトRNAリファレンス配列上にマッピン
グし，両端の配列が適切と思われる距離と向き
を持って同じRNA配列上にマッピングされた配
列，ゲノム上沢山の部位にマッピングされた配
列，およびどこにもマッピングされなかった配
列は除外し，残りのペア配列から融合遺伝子の
候補配列を 7つ選択した（図 3）。その中から既
知の融合遺伝子EML4-ALK配列および蛋白質に
翻訳される構造を持たない融合配列out of frame 
fusionを除外して，染色体10p11.2にコードされて
いるKIF5B遺伝子と10q11.2にコードされている
RET遺伝子の融合遺伝子配列を同定した。この
配列についてRT-PCRとサンガー法によるcDNA
シークエンスを肺腺がん切除標本319標本につ
いて施行したところ， 6標本（1.9%）において
KIF5B-RET融合RNAが検出され，さらにPCR
ゲノムDNA解析とFISH解析によってKIF5B-
RET融合遺伝子を確認した［4］。

Ⅲ．実験の原理を学ぶ

　上記論文を読むに当たり，まず本文，増補と引

図 2　質量分析によるペプチドのアミノ酸配列決定
　各共有結合が開裂して生成したイオン化ペプチ
ドは，ペプチドのN末端側を含むa系列，b系列，c
系列とC末端側を含むx系列，y系列，z系列の各
イオンに整理できる （A）。b系列，y系列毎にペプ
チドを分子量の順に並べ，隣り合わせのペプチドの
質量差からアミノ酸の種類を判別することによって
蛋白質のアミノ酸配列が分かる （B）。

図 3　ペアードエンド配列決定法による
がん融合遺伝子候補の探索
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列で占められており，シークエンス・カバレッ
ジsequencing coverage（読んだ塩基配列の総
延長／ゲノムの長さ）あるいはリード深度read 
depth（平均的にDNAの各塩基は何回読まれた
か）は 6程度でも信頼性の高い塩基配列が得られ
た［14］。真核細胞のゲノムはサイズが大きく，反
復配列，イントロン，偽遺伝子などに富んでいる
ため，ヒトゲノム国際コンソーシアムによるプ
ロジェクトでは階層化ショットガン法が用いら
れた。7,000の連鎖遺伝子マーカー（平均0.7 Mb
に 1つ），35,000の物理遺伝子マーカー（平均100 
kbに 1つ）によって30万のBACクローンライブ
ラリーの位置決めが為され，シークエンス・カバ
レッジ7.5で配列を解読した［15,16］。一方，全ゲ
ノムショットガン法も試され，シークエンス・カ
バレッジ5.1でヒト全ゲノムを解析した結果が同
じ年に報告された［17］。
　トランスクリプトーム解析には，DNAマイ
クロアレイmicroarrayなどのハイブリッド形成
hybridizationを用いる技術が発達してきたが，
感知できるmRNAの特異性の問題から，未知の
変異mRNAや融合遺伝子から転写されたmRNA
を検出するのには全く不向きである。現在このよ
うな目的には網羅的RNAシークエンスが行われ
る［18］。さらに未知の融合遺伝子を同定する手順
については原著論文を参照した［19,20］。
　このように，アメリカの分子生物学教科書はき
れいな図が豊富で読んでいて楽しいが，核酸や蛋
白質の網羅的解析技術は臨床医には分かりにく
い。しかしよくよく考えてみると，壁になって
いるのは in vitroや in vivoの実験手技よりも，寧
ろ得られた大量の実験データを in silicoでどのよ
うに処理するかということで，これはバイオイン
フォマティクスの領域であると気がついた。

Ⅳ．バイオインフォマティクスを囓る

　バイオインフォマティクスを「生物学と情報
学の両者にまたがる研究領域」というように大
きく捉えることが最近の動向であるが［21］，「ゲ
ノムの構造・機能などの生命現象を計算科学に
よる情報処理によって理解する学問分野」とい
う当初の定義くらいが臨床医には取っつきやす

用文献の孫引きを読んだが，「理解」のレベルに
はほど遠い気がした。最初に躓いたのは形質転換
焦点形成分析法である。良く引用される原著論文
［5］は手順の図も描かれていて実験を組み立てる
にはいいが，概念を掴むにはむしろ教科書［6］や
総説［7］の方が分かりやすいと思う。縦列質量分
析は，トリプシンで分解して生じたペプチドを液
体クロマトグラフィーで分画し，第一質量分析室
でアミノ酸配列を決定すべきシグナル強度が高い
ペプチドを選択し，第二質量分析室でペプチドを
イオン化して生じた分子の全ての質量を測定する
が，定評のある分子生物学の教科書［8,9］にある
多彩な図を眺めているうちに理解できた。さら
に，イオン化するときにペプチドは共有結合が開
裂し短い分子から長い分子に至る多数の分子が生
成するが，それらはペプチドのN末端側を含むa
系列，b系列，c系列とC末端側を含むx系列，y
系列，z系列の各イオンに整理できる（図 2 A）。
b系列，y系列毎にペプチドを分子量の順に並べ，
隣り合わせのペプチドの質量差からアミノ酸の種
類を判別することによって蛋白質のアミノ酸配
列が分かるという仕組みは，サンガー法による
DNAシークエンスと似ている（図 2 B）［10］。蛋
白質のリン酸化修飾については，原著論文［11］と
単行本の 1章が役に立った［12］。
　昨今の分子生物学の発展に次世代シークエン
サーは欠かせないので，まずその原理から学ぶ必
要がある。塩基配列を高速に読み取る方法は，分
子生物学の教科書の図を眺めていると何となく理
解出来た気になる［8,9,13］。決定された短いDNA
断片の塩基配列をヒト全ゲノムの配列に統合す
る方法としては，数百塩基対のDNA配列情報の
中から末端の重なる部分を探して直接統合する
全ゲノムショットガン法whole-genome shotgun 
sequencingと，まず1.5 MbのDNA断片から細
菌人工染色体 bacterial artificial chromosome 
（BAC） ライブラリーを作成し，各BACクロー
ンの遺伝子物理地図上の位置を確定してから
ショットガン法で配列決定する階層化ショット
ガン法hierarchical shotgun sequencingがある
［13］。インフルエンザ桿菌の塩基配列決定に全
ゲノムショットガン法が用いられたが，原核細
胞のゲノムは多くが蛋白質をコードしている配
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シジョン・メディシンprecision medicineが，ア
メリカ市民を代表するオバマ大統領（当時）に
よって打ち上げられた［26］。日本に於いてもがん
ゲノム医療を推進することになり［27］，医療の専
門家である医師にはゲノム医学についての深い理
解が求められることになった。実際のがんゲノム
医療は図 4のようなステップを踏むと考えられ
る。体細胞（がん細胞）遺伝子変異variantを見
つけるには，得られた腫瘍検体のDNA配列をヒ
トゲノムリファレンス配列reference sequences 
NC_000023.10 （Homo sapiens build GRCh37/
hg19） に貼り付けて比較する［28］。その後見つ
かった遺伝子変異の情報が整理され，最終的に適
合する治療薬がないかを臨床試験で評価中の薬
剤も含めて検討する［29-32］。これらの各ステッ
プをどのように管理するかはこれから各医療施
設で検討されていく事項であるが，おそらくス
テップ 5） が完了した時点でシークエンス報告
書が作られるであろう。そこにどのような情報
が書かれるべきかは定まっていないが，Variant 

い［22］。今までに収集されたDNA，RNA，蛋白
質などの配列は，コンピューター／データベー
スで扱いやすいデータ形式でNational Center for 
Biotechnology Information （NCBI），European 
Molecular Biology Laboratory-European 
Bioinformatics Institute （EMBL-EBI），DNA 
Data Bank of Japan （DDBJ）協同で構築され
ている国際塩基配列データベース International 
Nucleotide Sequence Database （INSD） に保存さ
れ，アクセッション番号accession numberで管
理されている［23］。実験によって新しい配列を収
集したら，今までに蓄積された配列と比較しなけ
ればならない。この手続きを配列アラインメン
トsequence alignmentと言い，その技術の発達
がバイオインフォマティクス黎明期の発展とほぼ
同義なので，雰囲気だけでも知っておいて損は無
いと思う。 2つの比較する配列を上下に重ねて左
から右に書き，上下の配列が異なる時に不一致と
するかギャップを入れてスコア化し，全スコアの
和の最大値（最適化）を得る動的計画法dynamic 
programmingは，数学的な定式化に相性が良く
発展の原動力となった［24］。しかしこの方法は計
算に配列長の 2乗から 3乗の時間がかかるため，
より高速に配列の比較が出来るようにk-mer法が
考案された。k-mer法では配列を長さkの固定長
配列断片に区切り，一致する，あるいはスコアが
ある閾値以上の類似性を持った配列断片を検索す
る。そのような配列断片が見つかったら，スコア
が最大になるまで配列を両方向に伸ばして高スコ
ア領域ペアー high score segment pairを求める。
Basic Local Alignment Search Tool （BLAST） で
はDNA配列アラインメントのk値は11，アミノ
酸では 3に設定されている［25］。配列アラインメ
ントによって完全に一致する配列が見つかればそ
の遺伝子を同定出来たことになるが，未知の遺伝
子の位置を決定し，機能の分かっている遺伝子と
相同性homologyを比べる等をして機能を解明し
ていくこと（遺伝子情報の基本的注釈付け，アノ
テーションannotation）が本来の目的である。

Ⅴ．がんゲノム医療の時代へ

　2015年 1月30日，ゲノム医学に基礎をおくプレ
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図 4　がんゲノム医療のステップ
　 1．腫瘍検体からDNAを抽出し， 2．次世代シー
クエンサーによってDNA配列を決定する。 3．ヒト
ゲノムリファレンス配列と比較して（alignment），リ
ファレンスと異なる配列（変異）を検出する （variant 
call）。次に 4．エラーや生殖細胞系列多型・変異
などを除外して （filtering）， 体細胞（がん細胞）遺
伝子変異を同定する。さらに 5．遺伝子変異のゲノ
ム上の位置，構造および機能等の基本的注釈付け 
（annotation） をした後， 6．遺伝子変異の臨床的意
義付けとしてⅰ．臨床的意義が高い，ⅱ．潜在的に臨
床的意義がある，ⅲ．臨床的意義不明，ⅳ．病的意
義なし，の 4つに分類する。最後に 7．適合する治
療薬があるかをキャンサーボードで総合的に評価す
る。
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手くまとめて信者にキリスト教の教えを導くの
は，特別に教育された聖職者にのみ許された行為
ではなかったかと想像する。人の遺伝子情報を解
読して患者に伝えるキュレーションは，すでに神
の領域に足を踏み入れているのかもしれない。
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