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研究成果の概要（和文）：　本研究では、理化学研究所により開発されたCAGE法による遺伝子発現解析により、
肺癌の新規バイオマーカーを探索した。actin cytoskeletonと相互作用するアダプター分子として機能する
CRIP1に注目し、細胞増殖やcolony formationに寄与することを見出した。組織マイクロアレイの解析ではCRIP1
高発現群で予後が不良な傾向にあった。
　次にTCGAデータベースを用いて、肺腺癌の転移に関わる新規遺伝子探索を行い、Rhoファミリー低分子G蛋白
RhoVを見出した。肺癌検体の解析でRhoVが高発現だと予後が有意に不良になること、RhoVが増殖能・遊走能に寄
与する可能性を示した。

研究成果の概要（英文）： We explored novel biomarkers for non-small cell lung cancer using gene 
expression analysis technique, CAGE (Cap Analysis of Gene Expression). CRIP1, an actin 
cytoskeleton-interacting LIM-domain protein, was found to be involved in proliferation and colony 
formation of lung cancer cells. The analysis of a large cohort of non-small cell lung cancer (NSCLC)
 patients revealed that NSCLC patients with higher tumor CRIP1 expression levels tend to have an 
unfavorable prognosis.
 In addition, the analysis of the TCGA database identified RhoV, which is a member of the Rho family
 of GTPases, to be involved in cancer metastasis. High expression of RhoV was associated with poor 
prognosis in lung adenocarcinoma patients. In vitro, knockdown of RhoV led to decreased cell 
proliferation and migration.

研究分野： 肺癌

キーワード： 非小細胞肺癌　バイオマーカー

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、理化学研究所により開発されたCAGE法による遺伝子発現解析やTCGAデータベースを用いた解析によ
り、肺癌の進展や転移に関わる新規バイオマーカーであるCRIP1とRhoVを見出すことができた。いずれも正常気
道/肺上皮と比較し一部の非小細胞肺癌に特異的に発現すること、高発現が予後不良因子となりえること、細胞
増殖や遊走に寄与することが判明し、肺がんの新規治療標的になりうると考えられた。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
肺癌は EGFR 遺伝子変異などの発見により、劇的な効果を示す分子標的治療が主流となって

いるが、その適応となるのは一部である。その他の多くが細胞障害性抗癌剤によって治療される
ことが多いが治療成績は芳しくなく、肺癌発症・進展の他の分子生物学的な機序の解明が重要な
課題である。 
 次世代シーケンサーを中心としたゲノミクス技術の進歩により、癌研究は近年著しい発展を
遂げている。CAGE（Cap Analysis of Gene Expression）法は理化学研究所により開発され、
CAP 修飾された mRNA 分子の 5’末端から約 20 塩基をタグとして切り出す技術で、高速シー
ケンシング技術との組み合わせによりゲノムワイドな遺伝子発現プロファイルが得られる。
CAGE 法による遺伝子発現解析が肺癌を含む癌のバイオマーカー研究に用いられたことはなく、
肺癌の未知のバイオマーカーを発見できる可能性が考えられ、本研究を開始した。 
 
２．研究の目的 
理化学研究所が提供する CAGE データや公共 cDNA マイクロアレイデータを活用して、肺癌

細胞株と正常肺胞／気道上皮細胞における遺伝子の発現比較を行い、肺癌の新規バイオマーカ
ーとなりうる遺伝子を同定し、その遺伝子の機能解析、予後解析を行うことを目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）肺癌の新規バイオマーカー候補の検索（in silico 解析） 
17 種類の NSCLC 細胞株と 16 種類の正常気道・肺胞上皮細胞の CAGE データを抽出した。

R/Bioconductor のパッケージである edgeR のアルゴリズムを用いて発現比較を行った。同様に
GEO データべースから 118 種類の NSCLC 細胞株と 59種類の正常気道・肺胞上皮細胞の cDNA マイ
クロアレイデータ（GSE32036）を抽出し、R/Bioconductor の SAM アルゴリズムを用いて発現比
較を行った。両者のデータセットを統合し NSCLC のバイオマーカー候補をリストアップした。 
 さらに TCGA（The Cancer Genome Atlas）データベースを用いて、遠隔転移に関連する遺伝子
候補を edgeR のアルゴリズムを用いて検索した。 
 これらの解析で得られたバイオマーカー候補遺伝子の中から、機能が未知の遺伝子をピック
アップし、その発現と臨床情報との相関や予後解析を行った。 
 
（２）in vitro 解析 
 in silico解析で得られたバイオマーカー候補遺伝子に関して、肺癌細胞株を用いて、増殖能、
生存能、遊走能などを解析した。具体的には、siRNA や miRNA 発現ベクターを用いた遺伝子ノッ
クダウン法により、細胞数カウント、コロニーフォーメーションアッセイ、アポトーシスアッセ
イ、セルサイクルアッセイを行った。 
 
（３）臨床検体を用いた解析 
肺癌の臨床検体（組織マイクロアレイ）を用いて免疫染色を行い、肺癌患者の予後や臨床病理学
的パラメーターとの関連を解析した。 
 
４．研究成果 
上述した in silico 解析（CAGE データベースと GSE32036 の統合）により、20 個の遺伝子がリ

ストアップされた。その中で CRIP1（Cysteine-Rich Instestinal Protein 1）に注目した。CRIP1
は LIM/double-zinc finger タンパクファミリーに属するタンパクであり、actin cytoskeleton
と相互作用するアダプター分子として機能する。これまでの報告で乳癌や前立腺癌などいくつ
かの癌種で過剰発現やメチル化の異常が報告されているが、肺癌での CRIP1 の発現や機能に関
しては不明であった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



qRT-PCR 及び immunoblot にて７種類の肺腺癌細胞株、4 種類の肺扁平上皮癌細胞株、2種類の
正常気道上皮細胞にて発現レベルを調べたところ、一部の非小細胞肺癌細胞株にて CRIP1 の発
現上昇を認めた（上図）。さらに CRIP1 の内因性発現レベルが高いヒト肺腺癌細胞株 H358、H1437
において、siRNA により CRIP1 発現をノックダウンすると、細胞増殖が抑制された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
細胞周期解析およびアポトーシスアッセイでは、ノックダウン群とコントロール群とで有意

差は認められなかった。 
次に CRIP1 miRNA 発現ベクターを作成し、恒常的にノックダウンする系を確立し、colony 

formation assay を行ったところ、ノックダウン群でコロニー形成が抑制される傾向があった
（有意差は認めず）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
The Cancer Genome Atlas (TCGA)データベースを用いて、肺腺癌組織における CRIP1 mRNA 発

現量と予後との関連を解析したところ、CRIP1 発現レベルが高いと有意に予後不良であった。さ
らに非小細胞肺癌の組織マイクロアレイ(306 例)で免疫染色を行い、CRIP1 の肺癌組織での蛋白
発現を解析したところ、肺癌細胞の細胞質において、低発現から高発現まで様々な発現パターン
を示した。組織型では扁平上皮癌や大細胞癌よりも腺癌で発現が有意に高かった。正常肺の肺胞
上皮では発現を認めなかった。喫煙歴や肺癌のステージごとの発現差はなかった。生存解析では、
高発現群は低発現群と比較し、やや予後は不良であったが、有意差は認めなかった。 
 

発現なし        低発現        高発現 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
以上より CRIP1 は肺癌特異的に発現するバイオマーカーとなりえることが分かった。また、細

胞増殖、足場非依存的増殖に関与する可能性が示唆されたが、強い oncogenic function は有し
ていないと考えられた。 
 
次に TCGA データベースを用いて、肺腺癌の転移に関わる新規遺伝子探索を行った。転移(+)群

（TNM 分類で N1 以上または M1 以上)と転移(-)群間での発現変動遺伝子群と、正常肺と肺癌組織
間での発現変動遺伝子群とを統合した。両群に重複する遺伝子の中で、Rho ファミリー低分子 G
蛋白 RhoV に着目した。Rho の活性化はアクチン重合促進とミオシン軽鎖活性化によるアクトミ
オシン束の形成を誘導することで、細胞骨格制御に関与する。 



公共データベースを用いて、RhoV mRNA 発現量と予後に関してのメタ解析を行ったところ、RhoV
が高発現だと予後が有意に不良であることが分かった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
次に当研究室が有している多数の非小細胞肺癌細胞株を用いて qRT-PCR を行った結果、正常

気道/肺胞上皮細胞株にはその遺伝子はほとんど発現していないものの、一部の肺癌細胞株では
高発現であることが分かった。2種類の肺癌細胞株 A549、H23 を用いて、siRNA で遺伝子発現を
ノックダウンし、細胞増殖能を調べた結果、ノックダウン群で増殖能が低下する傾向にあった。
また、スクラッチアッセイにて遊走能を評価したところ、ノックダウン群で遊走能が低下する傾
向にあった。一方、レンチウイルスベクターで正常気管支上皮細胞 BEAS2B に同遺伝子を強制発
現させ、増殖能、遊走能を調べたが、コントロール群、強制発現群との間で有意差は認めなかっ
た。他の細胞株や異なるアッセイで今後さらに増殖、遊走、浸潤能などに関して、機能解析を行
う予定である。また、mRNA レベルだけではなく蛋白レベルでも発現量と予後が相関するか肺癌
検体の免疫組織染色で評価したいと考えている。 
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