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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、高悪性度EGFR肺腺癌に特徴的な、微小乳頭状組織亜型の悪性度を規
定する分子基盤の解明である。報告者はMUC21がこのような微小乳頭状成分に特異的に発現し、MUC21を高発現す
るがん細胞は特に悪性度が高いことを明らかにした。その後MUC21を指標に、同一腫瘍から微小乳頭状成分と非
微小乳頭状成分をマイクロダイセクションで採り分け、次世代シーケンサーによる全エクソン解析を行い、微小
乳頭状成分のみに起こっている遺伝子変異を同定、特に高悪性化に関連すると予想される20個の遺伝子からなる
「高悪性度EGFR肺腺癌パネル」を作成した。

研究成果の概要（英文）：Our recent study demonstrated that malignant grade of EGFR-mutated lung 
adenocarcinoma (LADC) was determined by micropapillary (mPAP) element. I revealed that MUC21 was 
related to mPAP element of EGFR-mutated LADCs, and the tumors expressed MUC21 protein had poor 
prognosis. To uncover the potential molecular basis of mPAP element, I investigated somatic 
mutations specific to mPAP element in EGFR-mutated LADC. mPAP and other elements were separately 
collected from frozen tissue sections of EGFR-mutated LADC by the laser capture microdissection 
system and were subjected to whole exomes sequencing analyses. Through bioinformatics analysis, 
somatic mutations which was cofirmed by sanger-sequencing specific to mPAP elements were identified.
 Finally, I made “Highly malignant EGFR-mutated LADCs gene panel”. These gene mutations might be 
related to the highly malignant activity of mPAP element.

研究分野： 肺病理

キーワード： EGFR変異肺腺癌　MUC21　微小乳頭状亜型　全エクソーム解析　バイオインフォマティクス解析

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまで肺がん臨床の現場で分子治療標的となる遺伝子変異は、腫瘍発生に関わるドライバー変異であった。
我々が作成した「高悪性度EGFR肺腺癌パネル」に含まれる後発変異が治療標的となれば、EGFRチロシンキナーゼ
阻害薬（EGFR-TKI）との併用により、腫瘍の悪性化や薬剤耐性化の阻止に役立つ可能性がある。

※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 
(1) 研究開始当初の分子標的療法の進歩は目覚ましく、特に EGFR 遺伝子変異を持つ肺腺癌（以

下 EGFR 肺腺癌）に対しては多くの分子標的薬が開発されていた。一方で、EGFR 肺腺癌は外

科切除で完治するものも多く、全ての病変が分子標的療法の適応となるわけではなかった。実際

に分子標的療法を要する高悪性度病変の性質を明らかにすることは、選択的な術後補助療法の

適応を広げる可能性があると考えた。 
 
(2) 報告者は、先行研究において、転移・再発を来した外科切除例と非切除進行例の病理組織学

的特性の多数例解析から、EGFR 肺腺癌の悪性度が微小乳頭状の組織亜型の有無によって規定

されていることを明らかにしていた（Matsumura M et al. 2016 PLoS One）。また、ポリクロー

ナル抗体を用いた検証で、MUC21 が微小乳頭状成分に特異的に発現しており、中でもリンパ管

侵襲を示すような高悪性度成分では特に高い発現がある可能性に迫りつつあった。この MUC21
陽性がん細胞は一つの腫瘍のなかでも領域を形成して広がる傾向があり、何らかの後発的な遺

伝子変異の結果に生じたクローンであると推察された。 
 
２．研究の目的 
(1) MUC21 陽性がん細胞が EGFR 肺腺癌の悪性度を規定する重要な因子であることを多数例で

検証し、MUC21 陽性肺腺癌の臨床病理学的性質を明らかにすること。 
(2) さらに、MUC21 陽性がん細胞(微小乳頭状成分)を単離し全エクソンシーケンスを行って高

悪性度 EGFR 肺腺癌に特有の遺伝子異常の同定を試みること。 
 
３．研究の方法 
(1) MUC21 陽性肺腺癌の臨床病理学的性質の解析 
 神奈川県立循環器呼吸器病センターにおいて外科切除された肺腺癌 246 症例で、異なる糖鎖

を認識する 3 種類の抗 MUC21 モノクローナル抗体を用いて免疫染色し、MUC21 と EGFR 肺

腺癌の微小乳頭状成分との相関を調べた。さらに MUC21 陽性肺癌の臨床病理学的性質を解析

した。 
 
(2)次世代シーケンスを用いた EGFR 肺腺癌の悪性度を規定する遺伝子変異の探求 
  ① MUC21 染色を用いることで高悪性度成分(微小乳頭状成分)を選別し、同一腫瘍からマイ

クロダイセクション法を用いて MUC21 陽性成分(微小乳頭状成分)と MUC21 陰性成分(非微小

乳頭状成分)を採り分け DNA を抽出した。次世代シーケンサーによる全エクソン解析を行い、

互いの遺伝子変異プロファイルを比較し、微小乳頭状成分のみに起こっている遺伝子変異を同

定した。 



② これらの遺伝子変異を全エクソン解析に用いた症例においてサンガー法で検証し、候補遺

伝子を絞り込んだ。 
③ 症例数を拡張し、EGFR 肺腺癌 30 例の凍結検体(微小乳頭状成分 20 例、非微小乳頭状成

分 10 例))でアンプリコンシーケンスを行い、候補遺伝子における変異の頻度を調べた。 
 

４．研究成果 
(1) MUC21 が EGFR 肺腺癌の高悪性度成分に特異的に発現する 
   ポリクローナル抗体を用いた MUC21 の免疫染色データをもとに、異なる糖鎖修飾を認識す

る３種類のモノクローナル抗体(MUC21-B, MUC21-C, MUC21-D)を用いた免疫染色を肺腺癌

246 例で行った。その結果、MUC21 そのものの発現レベルに加えて特殊な糖鎖修飾が、微小乳

頭状亜型の構築やリンパ管侵襲性に関連し、中でも MUC21-D を高発現する肺腺癌は予後不良

であることが解明され、論文化された（図 1:Matsumura M et al. 2019 PLoS One から引用）。 
 
図 1: リンパ管侵襲を伴う MUC21-D 高発現肺腺癌の代表的な組織像 

 
リンパ管内(A)に MUC21-D(B)を高発現する微小乳頭状亜型を示す腺癌を認める。 
 
(2) 全エクソーム解析を用いた EGFR 肺腺癌の微小乳頭状成分に特異的な体細胞変異の検出 
 MUC21 染色を補助的に用い、EGFR 肺腺癌から微小乳頭状成分と非微小乳頭状成分を単離

し、次世代シーケンサーを用いた全エクソームの比較解析を行った。その結果、微小乳頭状成分

と非微小乳頭状成分それぞれの、tumor mutational burden は、前者で 2.9,後者で 2.6 と、微小乳

頭状成分で高値を示した。Mutational burden は一般的に進行癌などの悪性度が高いほど多くな

ることが言われており、微小乳頭状成分の方が高悪性度であることを裏付づけた。さらに、微小

乳頭状成分に特有のサブクローナル遺伝子変異が複数同定され(Single-nucleotide variant 276 個, 
Insertion/deletion 27 個)、その中には細胞接着や細胞増殖など、がんの進展に関わる重要な遺伝

子が多く含まれていた(図 2: 松村舞依 他, 日本癌学会学術総会, 2019 年）。 
 



図2. EGFR肺腺癌の微小乳頭状成分に特異的な変異遺伝子のKEGG pathway 解析結果 

細胞接着に寄与するECM-receptor interaction（p=0.003）やCell cycle（p=0.005）に関係する遺

伝子変異が有意に多く認められた。 
 
(3) 「高悪性度 EGFR 肺腺癌パネル」の作成 
この中から TCGA(The Cancer Genome Atlas)や COSMIC (Catalogue of Somatic Mutations in 
Cancer)を用いた in silico 解析により、タンパク質機能に重要な影響を与える変異や病的意義が

既に報告されている変異を抽出し、同一症例を用いたサンガー法での検証により 12 個の候補に

絞り込んだ（図 3）。さらに文献上で微小乳頭状成分や予後不良 EGFR 肺腺癌との関連が報告さ

れている遺伝子 8 個(MET 増幅, CTNNB1 変異等)を加え、EGFR 肺腺癌の高悪性化に関連する

と考えられる 20 個の遺伝子からなる「高悪性度 EGFR 肺腺癌パネル」を作成した（松村舞依 
他, 日本病理学会学術総会, 2021 年）。 
 
図 3. EGFR 変異型肺腺癌の組織発生の仮説図 (HE 染色)と実際のサンガーシーケンス波形 

 

A: Terminal  respiratory 
unit から発がんし、釘打ち

状や球状の細胞形態を呈す

る腫瘍細胞が肺胞置換型に

広がり早期がんとなる。それ

らが微小乳頭型に進展し進

行がんとなる。   
 
B: 上図の組織亜型に対応す

る実際の遺伝子変異の 1 例

(KCCN4)。微小乳頭状成分

のみにKCCN4 R40Wの変異

が確認された。
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