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研究成果の概要（和文）：non-TRU(terminal respiratory unit)-typeの肺腺癌は EGFRなどのドライバー変異が
稀であり，形質面では 1) 消化管上皮への異常分化を示す群と，2) 上皮形質の発現低下した群からなる．本研
究ではまず前者の群におけるTFF(trefoil factor family)-1,HNF(hepatocyte nuclear factor) 4αのバイオマ
ーカーとしての意義，次いでそのノックダウンが細胞の分化と増殖に与える効果を明らかにした．さらに後者の
群でみられるBRMの欠失が，上皮形質の喪失の直接の原因であることをノックダウン実験により示した．

研究成果の概要（英文）：Non-TRU (terminal respiratory unit)-type lung adenocarcinoma lacks driver 
mutations, such as EGFR, and consists of cases that show either 1) abnormal gastrointestinal 
differentiation, or 2) loss of epidermal traits. In this study, we first clarified the significance 
of two factors, TFF(trefoil factor family)-1 and HNF(hepatocyte nuclear factor) 4α, as novel 
biomarkers of the former non-TRU-type, and then examined the effect of their knock-down in lung 
adenocarcinoma with gastrointestinal differentiation. We also obtained data indicating that loss of 
BRM, often found in the latter non-TRU-type, is causally related to the loss of epidermal 
differentiation in this group of non-TRU-type lung adenocarcinoma. 

研究分野：人体病理

キーワード： 肺腺癌　分子標的　上皮間葉転換

  ２版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
肺腺癌は，ドライバー変異に基づいた治療が行われているが，治療標的の不明な癌が未だ30％ほど残っている．
このような症例は，肺のmaster gene TTF-1が陰性で，上皮形質の異常を示すnon-TRU-type腺癌に多い．本研究
は，non-TRU-type腺癌の特徴を分子レベルで明らかにしたもので，今後non-TRU-type腺癌の診断と治療戦略を考
えるうえで重要な基盤となる基礎研究である．

※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。
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１．研究開始当初の背景 
肺腺癌は，EGFR, KRAS, ALK, RET, ROS1, MET, HER2, BRAF
など相互排他的なドライバー変異に基づいた molecular 
classification (図１)が行われ，上皮成長因子受容体(EGFR), ALK
阻害剤などの分子標的薬剤が一定の効果をあげている．しかしその
後のゲノムの進展によってもなお治療標的となるドライバー変異
の不明な肺癌が未だ 30％ほど残っており，図 1の“unknown”に
おける治療標的は，EGFR, MET, HER2などチロシンキナーゼと
は性質が異なる可能性が考えられる．病理形態と分化形質の観点か
らみた場合，EGFR, ALK, HER2などドライバー変異を有する肺
腺癌は，肺の master geneである TTF-1に陽性であり，かつ
上皮の形質をよく保持している症例が多い (terminal 
respiratory unit type, TRU-type) (Yatabe et al. AJSP 2005; 
Inamura et al. 2008)．このような症例は患者の背景として非
喫煙者が多いという特徴がある．これに対し，ドライバー変異のない肺腺癌のなかには，(1) ク
ロマチンリモデリング因子 SWI/SNF 複合体の構成因子である BRG1/SMARCA4, 
BRM/SMARCA2 の失活変異ないし発現低下などの epigenetic な制御因子の異常と EMT 形質
を示す症例群，(2) 肺の master geneである TTF-1の失活変異とメチル化の異常があり消化器
上皮への分化や粘液産生を伴う症例群がみられる，など興味ある事実を申請者は発見し報告し
てきた (Matsubara, Niki et al. Cancer Sci 2013; Matsubara, Niki et al. Cancer Sci 2017)． 
 
２．研究の目的 
腺癌の 70-80％を占める TRU-typeの肺腺癌は，もともと末梢気管支上皮や肺胞上皮の分化，生
存，再生を担うためにプログラムされた，転写因子 TTF-1,チロシンキナーゼEGFR, MET, HER2
などが中核をなす遺伝子ネットワークにより制御されていると考えられる．これに対し，ドライ
バー変異に依存しない肺腺癌では，どのような転写とシグナル伝達系のネットワークにより，そ
の分化と生存が統合的に制御されているのか，その分子機構を解明し，肺癌の診断と治療へ応用
することが本研究の目的である． 
 
３．研究の方法 
(1) 細胞株を用いた解析 
① 細胞株：非小細胞肺癌 40株（腺癌 35株，大細胞癌 4株，腺扁平上皮癌 1株から構成され
る）を検討に用いた (Matsubara D, et al. Am J Pathol 2010)． 

② 細胞増殖アッセイ：Dojindoの Cell Count Assay kit-8を用いて解析した． 
③ タンパク発現の解析：Western Blot法によった． 
(2) 肺癌組織を用いた解析 
自治医科大学付属病院にて外科切除され，検体の研究使用への同意を得られた肺腺癌 238 例を
解析に用いた．RNA-sequence解析は，国立がん研究センターの間野博行研究所長に依頼した．
遺伝子変異解析は，研究分担者の自治医科大学呼吸器内科の萩原教授に依頼し，MINtS 法 
(Inoue, Hagiwara et al. PLOS One 2017)による解析を行った． 
 
４．研究成果 
(1) 肺腺癌組織検体の組織型の内訳： 
対象の肺腺癌症例群の組織型の内訳は，上皮内腺癌～微小浸潤癌 9例, 肺胞置換型 23例,乳頭
型 120例，微小乳頭型 1例,腺房型 24例, 充実型 43例，浸潤性粘液癌 15例,腸型 2例, コロイ
ド癌 1例であった．免疫染色による解析にて，TTF-1陽性を示す TRU型が 191例 (80%), TTF-
1陰性の non-TRU型が 47例 (20%)であった．TTF-1陰性例の組織型の内訳は，浸潤性粘液癌
15例,腸型 2例, コロイド癌 1例, 乳頭型 2例, 腺房型 5例, 充実型 22例であり，non-TRU型
の肺腺癌の大多数は，粘液産生あるいは消化管上皮への分化を示す腺癌，あるいは低分化な充実
腺癌で構成されることが再確認された．この症例群を用いて，以下の解析に用いた． 
 
(2) TFF-1 (trefoil factor family-1)の発現と機能解析： 

Non-TRU型の肺腺癌を特徴となる形質を明らかにするため，肺癌細胞 40株中，TRU型の肺
腺癌 11 株に比較して，non-TRU 型の肺腺癌株，そのなかでも上皮形質を保持した細胞 8 株に
おいて高い発現を示す遺伝子の抽出を行った．抽出された遺伝子の中で，消化管上皮の修復因子
である分泌タンパク TFF-1 (Trefoil Factor Family 1)に着目し，以下の解析を行った． 
まず肺腺癌における TFF-1の発現を免疫染色にて検討した．肺腺癌 238例中，TFF-1陽性の
症例は 31例（13％）に認められた．組織亜型ごとの TFF-1陽性頻度は，浸潤性粘液癌 (14/15, 
93%), 腸型腺癌(2/2, 100%), コロイド腺癌 (1/1, 100%) で高率であるのに対し，一般的な組織
亜型である腺房型 (5/24, 21%), 乳頭型 (7/120, 6%), 充実型 (2/43, 5%) では低率であり，さら

図１ドライバー変異による肺腺癌
分類 (Pao et al.Nat Med 2012) 



に微小乳頭型 (0/1, 0%), 肺胞置換性増殖型 (0/23, 0%), 微小浸潤腺癌および上皮内腺癌 (0/9, 
0%)では全例陰性であった．TFF-1 の発現は，他の消化管上皮のマーカーである MUC5AC と
相関し (P < .0001) ，TTF-1/NKX2-1とは逆相関の関係にあった (P < .0001). ドライバー変異
を検索しえた症例中，TFF-1陽性例は KRAS変異の頻度が高く (12/24, 50%), EGFR, ALK変
異を示す例は 1例もなかった．TFF-1の発現は STAS (spread through air space)と相関し，進
行期において予後不良因子であった．Publicly available dataset (Shedden et al. Nat Med 2008; 
TCGA) においても同様の結果が確認された（図２, ３）．non-TRU型の肺腺癌における TFF-1
の発現の意義を解析するため，TFF-1陽性の肺腺癌細胞 A549を用いて TFF-1のノックダウン
実験を行った．その結果，TFF-1のノックダウンにより，細胞増殖，コロニー形成が抑制され，
アポトーシスの増加も認められた（図４）． 

 
 

 

 
 
 
以上より，TFF-1 は消化管上皮への分化を示す肺腺癌のバイオマーカーであり，かつ治療標
的ともなりうる可能性をもった分子であることが判明した． 
 
(3) HNF4α (hepatocyte nuclear factor-4 α)の発現と機能解析 

HNF4αは，HNF1α/β, FOXA1/2/3, HNF4γなどとともに HNF familyを構成する転写因子で
ある(Lau HH, et al. J Hepatol 2018)．もともとは肝細胞の分化を制御する因子として発見され
たが，膵，消化管，などでも発現することが明らかになっている．肺では，間質性肺炎での粘液
性化生上皮，あるいは粘液性腺癌での発現がいくつか報告されているが  (Kunii et al. 
Histopathology 2011; Sugano et al. Am J Surg Pathol 2013; Kojima et al. Histopathology 
2017; Nakajima et al. Histopathology 2018; Koh et al. Histopathology 2020), 肺腺癌の組織型
との詳細な検討は十分には行われていない． 
肺腺癌における HNF4αの発現を免疫染色にて検討したところ，肺腺癌 238例中，HNF4α陽
性の症例は 28例（12％）に認められた．組織亜型ごとの HNF4α陽性頻度は，既報にあるよう
に浸潤性粘液癌では全例 (15/15)において陽性を示したが，腸型腺癌(2/2, 100%), コロイド腺癌 
(1/1, 100%) においても全例HNF4α陽性であった．さらに一般的な組織亜型である腺房型 (4/24, 
17%), 乳頭型 (2/120, 2%), 充実性 (6/43, 14%) においても，HNF4α陽性所見を認めた．微小
乳頭型 (0/1, 0%), 肺胞置換性増殖型 (0/23, 0%), 微小浸潤腺癌および上皮内腺癌 (0/9, 0%)では

図２． Shedden らの
dataset を用いたクラス
ター解析．TFF-1の発現
は，MUC5ACと相関し，
TTF-1と逆相関した． 

図３．TFF-1の発現と予後．自治医大症例, Shedden dataset, TCGA datasetのいずれの
cohortにおいても、進行期症例において TTF-1の高発現は予後不良因子であった． 

図４．TFF-1のノックダウンにより，cleaved PARPの増加（アポトーシス
の増加）(A), 細胞増殖の抑制 (B)，コロニー形成 の抑制(C) が認められた． 



全例陰性であった．HNF4-αの発現は，他の消化管上皮のマーカーである TFF-1と MUC5AC 
と相関し (ともに P < .0001) ，TTF-1/NKX2-1とは逆相関の関係にあった (P < .0001). HNF4α
は，単に浸潤性粘液癌に発現するマーカーであるだけでなく、non-TRU型肺腺癌全般の優れた
マーカーであることを示す結果と考えられる． 

non-TRU 型の肺腺癌における HNF4α 発現の意義を解析するため，HNF4α 陽性を示す肺腺
癌細胞 A549を用いて HNF4αのノックダウン実験を行った．TFF-1の場合とは異なり，HNF4α
をノックダウンによる細胞増殖の抑制，アポトーシスの誘導は確認できなかった．大腸癌の細胞
では，HNF4αのノックダウン実験による細胞増殖の抑制が報告されており (Pan et al. Cancer 
Res 2020)，今回の結果との違いの原因についてはさらなる検討が必要と考えられた．HNF4αの
ノックダウンが遺伝子発現プロファイルに及ぼす影響を検討したところ，腸上皮の分化マーカ
ーである Villin1，チロシン型受容体 ERBB3などの発現抑制が認められた．また, HNF4αのノ
ックダウンにより，HNF family のなかでも特に HNF1Aの発現が抑制された．HNF familyの
なかで，cross-regulatory networkが働いている可能性を示唆する結果と考えられる． 
 

 (4) BRMノックダウン細胞の解析 
Non-TRU 型の肺腺癌には，消化器上皮への分化を示す症例群に加えて，EMT 形質を示す低
分化な症例群がある．我々は，後者の肺腺癌にいて，クロマチンレモデリング因子 BRG1/BRM
の欠失あるいは発現低下がみられることを報告してきた (Matsubara D. et al. Cancer Sci 2013).
今回，その因果関係，分子機構を明らかにするため，BRMのノックダウン実験を行った．レン
チウイルスベクターにより BRMをノックダウンしたところ，肺腺癌細胞 H1975の細胞形態が
上皮様から紡錘形へと細胞形態の変化がみられた．形態変化に加えて，E-cadherin の発現低下
など EMT 形質が誘導されるとともに，TRU 型の肺腺癌で高発現を示す MET の発現の低下，
リン酸化レベルの低下も認められた（図５，６）． 
 
 

 
  
 
 
 
 
 

 
 
 

 
 BRG1/BRMが肺腺癌の上皮形質を制御する分子機構を明らかにするため，CHIP (chromatin 
immunoprecipitation)-sequence 解析を行い，全ゲノム上で BRM が結合する遺伝子領域を約
1000箇所同定した．BRMの結合部位のなかには，CDH1(E-cadherin)遺伝子，MET, EGFRな
ど，上皮形質や上皮細胞の生存，増殖に関与する多くの遺伝子が含まれていることが判明した
（図７）．クロマチンレモデリング因子 BRG1/BRMが上皮の分化，生存，増殖の遺伝子プログ
ラムをダイレクトに制御していることを示したデータと考えている．BRG1/BRMはクロマチン
構造を開く作用はあるが，特定の遺伝子配列を認識する訳ではない．なぜ BRG1/BRMのように
ubiquitous に発現する分子が様々な細胞で異なる機能を果たすのか？その疑問に対する手がか
りとして，例えば表皮細胞では，BRG1 が p63 を介して上皮分化に関わる様々な遺伝子の制御

図５．BRMのノックダウンによる細
胞形態の変化．上段は培養細胞、下
段はそのゼノグラフト．BRMのノッ
クダウンにより，上皮様から紡錘形へ
と細胞形態の変化がみられた． 

図６．BRM のノックダウンによるタ
ンパク発現の変化．BRM のノックダ
ウンにより、上皮形質を示す E-
cadherin, GRLH2 の低下に加えて、
MET の発現の低下，リン酸化レベルの
低下が認められた。 



領域に結合することが報告されている(Yi et al. Cell Mol Life Sci 2020; Smirnov et al. Int J 
Mol Sci 2019)（図８）．肺腺癌において p63は発現していないため，腺癌では p63に代わる何
らかの転写因子の存在が推定されるが，今後はその転写因子の同定が課題と考えられる． 
 

 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

図７．CHIP-Sequence による解
析．CDH1遺伝子領域に BRMの
結合を示すピークが検出され , 
BRM のノックダウンによりその
ピークの低下が認められた． 

図８．SWI/SNFと p63を含む転
写複合体が，表皮分化の遺伝子プ
ログラムを制御していることを
示す．Smirnov et al. Int J Mol 
Sci 2019より． 
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