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研究成果の概要（和文）：肺扁平上皮がん(LSCC)や小細胞肺がん(SCLC)トリプルネガティブ乳がん（TNBC）は未
だ治療が困難ながん種であり、予後改善には特異的な治療効果予測因子、および治療標的の同定が急務である。
我々は、臨床検体、公共データベースのオミックス情報、細胞株やマウスでの実験データを解析・統合した結
果、LSCCではSTMN1やSTXBP4/ΔNp63、SCLCではSTMN1やTRIT1、TNBCではCASP14やCPA4が高発現している症例で予
後が悪いこと、また、がん細胞の悪性度や抗がん剤の効きづらさに影響を与えていることを明らかにした。これ
らの結果はがん個別化医療の発展に繋がると期待される。

研究成果の概要（英文）：Lung squamous cell carcinoma (LSCC), small cell lung carcinoma (SCLC) and 
triple-negative breast cancer (TNBC) remain challenging diseases to treat, and further improvements 
in prognosis are dependent upon the identification of LSCC/SCLC/TNBC-specific therapeutic biomarkers
 and/or targets. To identify novel prognostic markers/therapeutic targets for LSCC/SCLC/TNBC, omics 
analyses were conducted using surgical/pathological specimens and clinical data obtained in Gunma 
University Hospital, thousands patient’s data from public database, cancer cell lines and mice. 
Expression of STMN1 or STXBP4/ΔNp63 in LSCC, STMN1  or TRIT1 in SCLC and CASP14 or CPA4 in TNBC 
were identified as potential prognostic markers/therapeutic targets and could afford keys to the 
development of precision medicine for LSCC/SCLC/TNBC patients.

研究分野：がんゲノム医学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
近年の網羅的なゲノム・遺伝子解析は、多くのヒトがんにおける多様なゲノム異常の存在を明らかにしつつあ
る。肺がんは本邦でがん死因第１位の難治がんであり、分子標的治療が行われているが、LSCCやSCLCでは標的と
なる遺伝子異常がほとんど同定されていない。TNBCは乳がん全体の15-20%を占め、予後が著しく悪い症例が認め
られる。TNBCはホルモン受容体やHER2といった分子標的がすべて陰性であり、有用な治療標的の同定が求められ
ている。本研究で同定された予後予測マーカーや候補治療標的分子により、これらの患者のがん個別化医療の発
展に繋がると期待される。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
 難治がんである肺がんやトリプルネガティブ乳がん（TNBC）は顕著な多様性を示し、いまだ
にその疾患・病態を規定する分子基盤の詳細は明らかとなっていない。本研究では、診断技術や
治療技術の向上にも関わらず治癒率の低い難治がんへの新規治療アプローチの開発を大目的と
し、詳細な臨床情報を有する肺がんおよび TNBC を対象に、次世代型シーケンサー等を行いた
オミックス解析を展開し、公共データベースに登録されている網羅的ゲノム・臨床情報を統合利
用することにより、それらの予後予測因子、治療効果予測因子、および分子標的の同定を試みる。 
 
 近年の網羅的なゲノム・遺伝子解析は、多くのヒトがんにおける多様なゲノム異常の存在を明
らかにしつつある。全ゲノムシークエンシング法では個々のがんに数百～数千の変異遺伝子が
検出され、我々もこれまでに様々なプラットフォームを用いて肺がん等の臨床検体における体
細胞変異を同定してきた。 
 肺がんは本邦で 20 人に１人を死に至らしめるがん死因第１位の難治がんであり、病理組織学
及びゲノム解析研究データが蓄積されつつあるものの、統合的解析に基づくその多様性および
悪性度の理解には至っていない。TNBC は乳がん全体の 15-20%を占め、予後が著しく悪い症例
が認められる。TNBC 細胞はホルモン受容体や HER2 がすべて陰性であり、これらを標的とし
た治療が奏功せず、有用な治療標的の同定が求められている。 
 近年、次世代シークエンサー (NGS) を用いた様々な全ゲノム解析法が開発され、それらの手
法を用いて、新たな分子標的遺伝子が同定され、同定された分子標的に対する特異的阻害剤の開
発が進み、すでに臨床段階にある分子標的薬も登場した。肺がんではEGFR、ALK、RET、ROS1、
FGFR1 など、TNBC では BRCA1 などの遺伝子異常を標的とする新薬開発が進められており、
臨床への橋渡し研究が急速に展開している。しかしながら、肺がん、TNBC では、その生物学的
多様性ゆえに、これらの遺伝子異常をもたない症例、いわゆる Pan-negative actionable 
mutation の集団が大多数を占めている。 
 本研究では、これら難治がん症例の予後を規定する遺伝子異常および治療標的となる遺伝子
異常の同定を、shRNA screening 解析等の新手法をも用いて試み、治療方針の決定に有用な分
子診断法と、ゲノム異常を起こしている遺伝子転写産物を標的とした個別化医療の開発に結ぶ
ことを目指す。 
 我々はこれまでに、併存症などの患者背景をマッチングした肺腺がん-非がん肺組織ペア 15 症
例、および肺腺がん症例 190 症例のデータベース、さらに正常組織 40臓器のデータベースにお
ける RNA-sequencing 解析により、肺がんに対する新規治療標的候補分子として 6 遺伝子を抽
出した。また、TNBC においては、6 細胞株の RNA-sequencing および shRNA screening 解析、
200 症例以上のタンパク質発現解析、および 1,800 症例以上の遺伝子発現データベース解析、さ
らに正常組織 40 臓器のデータベースにおける RNA-sequencing 解析により、TNBC に対する
新規治療標的候補分子として 3 遺伝子を抽出した。 
 本研究では、①in vitro, in vivo での候補遺伝子の生物学的意義の探索とともに、多検体にわ
たる遺伝子・タンパク質発現スクリーニングを行い、治療標的としての有用性を検討すること、
②得られた網羅的データを統合解析することにより、さらなる新規の治療標的・バイオマーカー
の同定を目的とする。 
 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では、公共データベースを有効活用し、遺伝子・転写物の発現動態、臨床情報を統合的
に解析し、難治がん症例の予後を規定する遺伝子異常および治療標的となる遺伝子異常の同定
を、shRNA screening 解析等の新手法をも用いて試み、治療方針の決定に有用な分子診断法と、
ゲノム異常を起こしている遺伝子転写産物を標的とした個別化医療の開発に結ぶことを目指す。 
 
 
３．研究の方法 
 
 我々の研究室では、様々な病期の肺がん・乳がん組織を既に多数保有している。これらの臨床
検体の特徴は、前治療がない手術摘出試料である点にあり、放射線治療や抗がん剤治療の影響で
変異した遺伝子ではなく、発がん過程で変異した遺伝子のみを同定できることである。NGS を
用いた網羅的ゲノム解析により肺がん、TNBC に対する新規バイオマーカー・治療標的の同定
を目指す。本研究では、網羅的統合解析で抽出された候補遺伝子に対して公共データベースを利
用してその有用性を効率的に検証するパイプラインを構築し、正常細胞への影響が少ない新た
な特異的ゲノム異常を求める。 
 
1.  肺がん、乳がん手術検体を対象に RNA-seq を施行し、全遺伝子発現プロファイルを取得す
る。 
2.  肺がん、乳がんそれぞれにおいて、予後や治療効果に関わる遺伝子異常を抽出する。乳がん



では TNBC特異的に異常が集積している遺伝子を抽出する。 
3.  対応する非がん組織の結果および公開データベース情報との比較解析により、がん組織特
異的な挙動を示す遺伝子を絞り込む。さらに候補遺伝子のうち他コホートにおいても予後など
との関連が再現される遺伝子を抽出する。これらの候補遺伝子について、種々の臨床背景や他の
ゲノム異常との関連性を多変量解析などで詳細に検討する。 
4. 3.で得られた候補バイオマーカーについて、cBioPortal、GOBO データベースなどを参照し
て、がん細胞株・臨床検体における発現ステータスを調べる。また、遺伝子機能のアノテーショ
ンや IPA (Ingenuity Pathway Analysis) ソフトウェアを用いたパスウェイ解析により、細胞の
がん化や悪性化への寄与が示唆される遺伝子異常を抽出する。 
5.  4.で得た候補遺伝子発現亢進に対して、qPCR 法による遺伝子発現解析で確認する。 
6.  5.で確認された候補遺伝子の、タンパク質レベルでの発現を検討する。それぞれ 100 例以上
のがん組織 FFPE 検体に対する免疫組織化学染色を行い、発現強度と局在を確認する。 
7． 6.で得た候補遺伝子の治療標的としての有用性を検討する。 
まず、4.に挙げた公開データベースを用いてがん細胞株における当該遺伝子の正規化発現量を
得る。登録のない細胞株については、qPCR 法による遺伝子発現解析を行い、当該遺伝子の内
在性発現量（ハウスキーピング遺伝子 GAPDH あるいは ACTB に対する相対値）を得る。 
その結果から、発現亢進している細胞株に対して当該遺伝子を siRNA, shRNA によって抑制
し、細胞増殖能・浸潤能の変化や、薬剤感受性変化を検討する。高発現株が存在しない場合に
は、適切な細胞株に当該異常を導入することにより、生物学的フェノタイプへの寄与を確認す
る。 

8.  乳がんにおける候補遺伝子については、細胞株を対象とした網羅的 shRNA screen 解析の結
果と照合することにより、発現抑制により TNBC 特異的殺傷を呈するかを検討する。 
 
 
４．研究成果 
 
 本研究の成果として、9 報の査読付き論文の発表につながった。 
 
1)肺がんにおけるバイオマーカー・治療標的の同定 
 肺扁平上皮がん (LSCC) は治療標的分子が同定されない患者が多く、新たな標的および治療
応答性を予想するマーカーの同定が急務である。 
 186 例の LSCC 症例の FFPE 標本を対象とした Stathmin-1 (STMN1) の免疫組織化学染色
を行い、細胞質の STMN1 発現は正常肺組織に比べ腫瘍組織で有意に高発現していること、
STMN1 の高発現は血管浸潤およびの不良な予後と有意に相関することを示した。LSCC 細胞株
で STMN1 の発現を抑制すると、細胞増殖能と浸潤能が減少し、アポトーシス能と抗がん剤で
あるパクリタキセルに対する感受性が亢進することが示された(Bao P et al, Annals of Surgical 
Oncology, 2017)。さらに、500 症例以上の肺がん
臨床検体及び 100 例以上の肺がん細胞株を対象と
した免疫組織化学染色・定量的 RNA 発現解析によ
り、神経内分泌腫瘍の判別マーカーとして
Stathmin-1が有用であることを示した (Shimizu 
K et al, The Annals of Thoracic Surgery, 2019)。 
 N末端欠損型 TP63（ΔNp63）は LSCC の予後
予測マーカーとして知られているが、その制御機
構やがん悪性化のメカニズムは不明である。我々
は 87 症の LSCC 症例・細胞株のオミクス解析に
より、STXBP4 が ΔNp63 の安定化に寄与し、
LSCC 症例の予後不良因子であること、PDGFRα
が STXBP4 の機能に重要であることを示した 
(Otaka Y et al, Clinical Cancer Research, 2017)。 
 これまでにLSCCの予後因子として同定された
7 分 子 (STXBP4, ΔNp63, VEGFR2, TUBB3, 
STMN1, p53, PD-L1）について、144 症例の臨床
検体と細胞株を対象とした免疫組織化学染色、抗
がん剤処理後の RNA-seq 等オミクス解析を行っ
た。その結果、STXBP4, ΔNp63, VEGFR2 の高発
現症例が有意に予後不良であることが示された
（図 1）。さらに多変量解析によって、ΔNp63 の高
発現は独立した予後不良因子であることが確認さ
れた。これらの分子の関連性について、IPA を用
いて検討したところ、STXBP4-TP63経路は他の
標的分子と独立した分子・パスウェイネットワー
クを形成することが示された。また、TP63 発現

図 1. LSCC144 症例の標的タンパク質の発現

と予後との関連性 



は抗がん剤耐性と関連し、抗がん剤処理下の網羅的遺伝子発現プロファイリングより、STXBP4, 
TP63 は既存治療の標的分子と異なるクラスターを形成し、STXBP4-TP63経路は LSCC の抗が
ん剤感受性において重要な役割を果たすことを明らかにした (Bilguun EO*, Kaira K*, 
Kawabata-Iwakawa R*, et al, BMC Cancer, 2020: *, equally contributed)。 
 小細胞肺 (SCLC) がんは全肺がんの約 13%を占めるが、有用な治療標的が限られており、予
後不良である。我々は SCLC の新規治療標的を同定する目的で、1,000 例の様々ながん種のヒト
がん細胞株のオミクスデータを解析し、セレノプロテインの翻訳に関わる TRIT1 遺伝子の過増
幅と発現亢進が SCLC 特異的に起こっていることを明らかにした。TRIT1 の過増幅・発現亢進
は臨床検体でも検出された。TRIT1 過増幅・発現亢進細胞を示す SCLC 細胞で TRIT1 を阻害
すると、マウスにおける腫瘍増殖能が低下し、セレノプロテインの転写が抑制された。さらに、
網羅的遺伝子発現プロファイル解析により、分化調節機構の破綻がそのメカニズムである可能
性が示唆された。TRIT1過増幅 SCLC 細胞はセレノプロテインを調節する化合物である三酸化
二ヒ素に感受性を示すことが分かった。一方で、TRIT1 阻害 SCLC 細胞では三酸化二ヒ素への
感受性が減弱した。これらの結果から、TRIT1 過増幅 SCLC 症例に対する TRIT1 を標的とし
た三酸化二ヒ素を用いた治療といった新たな治療法の開発が期待される(Coll-SanMartin L, et 
al, Cancers, 2021)。 
 
2) 乳がんにおけるバイオマーカー・治療標的の同定 
 TNBC 特異的発現を示す遺伝子を同定する目的で、まず、84 症例の乳がん臨床検体 RNA-seq
データを解析し、非がん組織に比べて乳がん組織で高発現する遺伝子群を抽出した。その中で
CASP14 遺伝子に着目し、222 症例の乳がん FFPE 標本を対象とした免疫組織化学染色を行っ
たところ、CASP14 発現は TNBC で有意に高発現しており、また、核異形度、EGFR、がん幹
細胞マーカーとして知られる ALDH1, CD44, 
CD24 とも有意な相関を示した。さらに、159 症例
の公共データベースを用いた解析により、CASP14
の高発現症例は予後不良であることが示された。こ
れらの結果から、CASP14 は乳がんの悪性度および
TNBC タイプ、がん幹細胞性のマーカーになる可
能性が示唆された (Handa T et al, Journal of 
Surgical Oncology, 2017)。 
 TNBC の新規治療標的を同定する目的で、TNBC
細胞株 6 例を対象とした shRNA-seq および RNA-
seq 統合解析を行い、1,000 例以上の公共データベ

ースのオミクス情報を統合し、TNBC 特異的標的

候補 CPA4 を抽出した（図 2）。221 症例の乳がん

症例を対象とした免疫組織化学染色により、CPA4
高発現症例は予後不良であり、CPA4 発現は E-
cadherin 発現と負の相関、幹細胞マーカーと正相

関することが示された。TNBC 細胞株で CPA4 発

現を抑制すると細胞増殖および遊走能が低下し、E-
cadherin 発現の上昇が見られた。以上の結果か

ら、CPA4 は TNBC のがん幹細胞性に関わる予後

マーカーおよび新規治療標的としての有用性が示

された (Handa T et al, International Journal of Oncology, 2019)。 

 

 本研究で同定された予後予測マーカーや候補治療標的分子により、これらの患者のがん個別

化医療の発展に繋がると期待される。 

図 2. TNBC 治療標的遺伝子の抽出 
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