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研究成果の概要（和文）：非小細胞肺癌において、非・軽度喫煙患者および重度喫煙患者に発生する癌は異なる
性質・遺伝子変化を持つことが最近の研究で示唆されており、その遺伝子変化の違いを指標に治療標的候補（ド
ライバー遺伝子）の検索・同定を行うことで、新規治療法の開発へ繋げられる可能性がある。本研究では、①非
/軽度喫煙者及び重度喫煙者における肺扁平上皮癌の切除検体から、次世代シーケンサーを用いたRNAシーケンス
により遺伝子発現量の変化を詳細に検討し、予後に関係する分子を探索した。②がん関連遺伝子パネルを用いた
エクソーム解析により、肺扁平上皮癌における遺伝子変異量（Mutation burden）の臨床的意義を検討した。

研究成果の概要（英文）：Recent studies suggest that cancers occurring in never/light smokers and 
cancers occurring in heavy smokers have different characteristics and genetic alterations in 
non-small-cell lung cancer.  In this study, we investigated comprehensive gene expression by next 
generation RNA sequence in lung squamous cell carcinoma of never/light smokers and of heavy smokers 
in detail, and searched for candidate oncogene related to patients prognosis. (2) Clinical 
significance of mutation burden in lung squamous cell carcinoma was examined by next generation 
exosome sequence using cancer-related gene panel.

研究分野： 呼吸器外科
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１．研究開始当初の背景 
 
 肺癌はいまだに難治性癌の一つであり、日
本のみならず欧米諸国における癌死亡の第 1
位である。扁平上皮癌は、非扁平上皮癌の約
30%を占め、肺癌において腺癌に継ぎ二番目
に多い組織型である。 
 肺扁平上皮癌においては、いくつかの特徴
的な遺伝子異常が報告されているものの 
[Nature. 2012; 489:519-25] [Kim HR, et al. 
J Clin Oncol. 2013 31:731-7]、明らかな
driver oncogeneであるは確認されておらず、
分子標的薬の開発が遅れている。最近、肺扁
平上皮癌手術例の解析から、非・軽喫煙者に
発生する肺扁平上皮癌は重喫煙者に発生す
る扁平上皮癌と生物学的に異なる可能性が
示された[Okamoto T, et al. Lung Cancer 
2014;85:125-30]。 
 
２．研究の目的 
 
現在までに報告された扁平上皮癌のドライ
バー遺伝子変異候補は、主に喫煙者の扁平上
皮癌において探索された因子である。扁平上
皮癌はその 90%以上が重喫煙者に発生する
が、重喫煙者の肺癌は種々の遺伝子変異が蓄
積 さ れ て お り 、 腫 瘍 遺 伝 子 的 に
heterogeneity が強いことが予想される。し
たがって、重喫煙者の解析のみでは重要な遺
伝子変異がマスクされる可能性がある。今回、
非/軽喫煙者に発生した肺扁平上皮癌の臨床
検体を用いて、次世代シーケンサーを用いた
網羅的解析により、新規ドライバー遺伝子候
補を検索した。 
 また最近の研究において、腫瘍における遺
伝子変異量（Mutation burden: MB）が
PD-1/PD-L1 阻害剤の治療効果と関係する可
能性が示されたが、MB の肺癌における臨床
的意義は十分に明らかではない。がん関連遺
伝子パネルを用いたエクソーム解析により、
肺 扁 平上皮 癌 におけ る 遺伝子 変 異 量
（Mutation burden）の臨床的意義を検討し
た。 
 
３．研究の方法 
 
（１）非/軽喫煙者および重喫煙者に生じた
肺扁平上皮癌の RNA シーケンス解析 
・対象症例：1995 年 4月から 2013 年 12 月ま
でに九州大学消化器・総合外科にて標準切除
が行われた肺扁平上皮癌を対象とした。この
中から、臨床データが利用可能で、かつ手術
標本から得られたRNAの解析が可能な症例を
選択した。 
・RNA のクオリティー検査および cDNA ライブ
ラリー作成： Agilent2100 バイオアナライザ
を用い、RIN (RNA Integrity Number) 値を
調査し、RNA の質が保たれているかを解析し
た。TruSeq Stranded mRNA Sample Prep Kit
を用いてRNAシークエンスライブラリーを作

成し、RNA シークエンスを施行した。 
・遺伝子発現解析：非・軽喫煙者（Pack Year
≦30）、重喫煙者（Pack Year＞30）毎に TCGA
のデータベースを併用して遺伝子発現量、
pathway 等の相違について検討した。 
 
（２）肺扁平上皮癌における遺伝子変異量と
臨床背景との関係 
・対象症例：2009〜2015 年に九州大学消化
器・総合外科および新潟大学呼吸循環外科学
にて切除が行われた肺扁平上皮癌 67 例を対
象とした。 
・FFPE 切片より DNA を抽出、415 遺伝子を網
羅したがん関連遺伝子パネルを用いエキソ
ーム解析を施行した。１Mbp あたりの
nonsynonymous mutation の数を MBと定義し、
MB ≥18（中央値）を高 MB 群、MB <18 を低 MB
群とした。腫瘍 PD-L1 蛋白発現を SP142 抗体
を用いて検討し、全癌細胞における陽性細胞
の割合≥5%を発現陽性とした。 
 
４．研究成果 
 
１）肺扁平上皮癌の RNA シーケンス解析  
 23 症例 46 検体で癌部・正常部共に RIN 値
が 7.0 以上に保たれており、RNA シークエン
スのライブラリー作成を行った。続いて
Hi-Seq2100にてRNAシークエンスを施行し解
析を行った。非・軽喫煙者と重喫煙者それぞ
れにおいて、TCGA のデータベースと共通して、
癌部で正常部に比べ有意に上昇しており、か
つ遺伝子コピー数と発現量が有意に相関し
ている候補遺伝子をWilcoxon検定 (FDR補正、
B-H 法、q<0.05) にて同定した (重喫煙者: 
968 遺伝子、非・軽喫煙者: 234 遺伝子：図
１)。 

 
 続いて同定した遺伝子にて path way 解析
を施行したところ、両群間で同定した遺伝子
の発癌に関わる path way は類似していた 
(図 2)。 
 次に heat map を作成したところ、それぞ
れ類似した subgroup に分類された (図 3)。   
以上より、今回の検討では、扁平上皮肺癌に
おいて非/軽喫煙者と重喫煙者の間に、遺伝
子発現パターンに大きな相違がないことが
示唆された。 
 



 

 
 
 さらに、非・軽喫煙者群と重喫煙者群間に
共通する candidate oncogenes 188 種類を同
定した (図４)。 
 

 
 同遺伝子 188 種類のうち、TCGA data base
にて遺伝子高発現が全生存期間 (OS)・無再
発期間 (RFS)ともに予後不良と関係してい
るもの(median OS/RFS, p<0.05) を同定した
（図５）。  
  
 
 
（２）肺扁平上皮癌における癌関連遺伝子パ
ネルを用いたエクソーム解析 

 肺扁平上皮癌における（全例喫煙者の解
析）主な遺伝子変異は TP53（76.1%）、 
cyclin-dependent kinase inhibitor 2B
（ CDKN2B; 35.8% ）、  CDKN2A （ 31.3% ）、 
phosphatase and tensin homolog（30.0%）、
sex-determining region Y-box 2 （ SOX2: 
28.3%）であった。P53 は点変異、CDKN2A/2B, 
PTEN, RB1, FBXW7, APC は欠失、SOX2、TNK2
は増幅が主な変異形式であった。高MB群は、
低 MB 群に比べ、分化度の低い癌が多く
（p=0.0446）、腫瘍の存在肺葉が上・中葉に
多かった（p=0.0019、表 1）。 

 



喫煙量で MB 値に差を認めなかったが、上・
中葉肺癌は、下葉肺癌に比べ、MB 値が有意に
高かった（平均値 22.1 vs. 15.2, p=0.0005、
図 6）、PD-L1 蛋白陽性が多い傾向にあった
（p=0.0573）。存在肺葉でがん関連遺伝子異
常の数に差はなかった。染色体 3q に位置す
る SOX2 および TNK2 の増幅をもつ腫瘍は、増
幅のない腫瘍に比べMBが有意に高かった（平
均値 22.5 vs. 16.4, p=0.0065; 26.0 vs. 16.8, 
p=0.0010）。 
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