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研究成果の概要（和文）：肺腺がんの早期病変における特徴的な遺伝子変化を検出するため、がん組織、非がん
組織からDNAを抽出して、全エクソーム解析によりがん関連遺伝子や変異シグネチャーを分析した。がん関連遺
伝子についてはEGFR変異陰性例でKRAS, BRAF, ERBB2変異などが見られ、がんの進行度の違いより喫煙の有無に
よる差が大きかった。変異シグネチャーについては, 喫煙者EGFR肺癌ではC>A substitutionの有意な増加は見ら
れず、非喫煙者EGFR肺癌におけるSBS2/13のシグネチャーが着目された。喫煙者に生じた喫煙関連でない癌の新
規シグネチャーが抽出された可能性がある。

研究成果の概要（英文）：To investigate characteristic genetic changes of early lung adenocarcinoma, 
we examined cancer related genes and mutation signatures by whole exome sequence. Regarding cancer 
related genes, mutations of KRAS, BRAF and ERBB2 were detected in EGFR-wild tumors. Regarding 
mutation signatures, there were no significant increase of C/A substitutions in smokers’ 
EGFR-mutated tumors, and the SBS2/13 signature was noted. These may be novel characters of genetic 
signatures for smoking-unrelated tumors arising in smokers.

研究分野： 医学
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  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまで解明されていなかった早期肺腺癌の遺伝子変化を解明することで、肺癌の原因に迫ることができる。本
研究では、EGFR変異肺癌のなかで喫煙者と非喫煙者の癌を比べることで、喫煙者に発生したEGFR変異肺癌は、非
喫煙者のEGFR変異肺癌とは異なる癌である可能性が示され、またEGFR陰性肺癌を特徴付ける新たなシグナチャー
が抽出された可能性が浮上した。

※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、研究者個人に帰属します。
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1．研究開始当初の背景 

いわゆる次世代シーケンスの開発導入により全ゲノムのシークエンスが行われるように
なって以降、種々のがんにおいて全ゲノムが解析され、肺がんにおいても、腺がん、扁平
上皮がん、小細胞がんのゲノムの変化が詳細に報告された。肺腺がんでは EGFR, STK11 な
どのがん遺伝子の変異が高率に見出された 1)。肺腺がんの主要な遺伝子変異はほぼ解明さ
れ、ドライバー変異とパッセンジャー変異とが区別されるようになった。 

近年、がんの腫瘍内での｢進化｣が仮定され、｢中立進化｣｢選択｣などの進化の概念が、が
んのプログレッションにも応用されるようになった。これはまだ、仮説的なバイオインフ
ォマティクス研究の段階にとどまっているが、がん発生の初期に生じたドライバー変異が
全腫瘍中で優位となり、さらに途中で生じた変異が次第に優勢となっている様子を、計算
で描き出すことも試みられている 2)。 

腫瘍の｢進化｣がこのようになっているとすると、見方を変えれば進行がんの中で優位を
占める変異が、必ずしもがん発生初期の変異とは限らないことになる。すなわち、がんの
原因を探るには、がん発生の最初期に生じたドライバー変異を同定する必要がある。肺が
んの中でも腺がんはその大半を占めるが、これまで行われてきた肺腺がんの遺伝子解析
は、大部分進行がんを対象にしてきた。進行がんにおける遺伝子変化は、がんのプログレ
ッションによる二次的変化を見ている可能性があり、がんの原因を示唆するとは限らな
い。本研究では、上皮内腺がん（AIS）および微少浸潤腺がん（MIA）を対象とすること
で、がんの原因を反映する遺伝子変化を抽出することを目指した。具体的には、末梢型の
腺がんは、異型腺腫様過形成（AAH）→上皮内腺がん（AIS）→早期浸潤がん（微少浸潤腺
がん MIA）→転移のある腺がんとプログレッションしていると推定されている。 

そこで本研究では、末梢型の肺腺がん発生における早期過程に焦点を置き、次世代シー
ケンスによって最初期に生じた遺伝子変化を同定する。遺伝子変化の種類としては、突然
変異と変異シグネチャーに着目する。 
 
2．研究の目的 

本グループでこれまで確立してきた病理標本の組織評価法およびホルマリン固定パラフィン包
埋切片からの DNA 抽出法にもとづき、実際の肺腺がんの早期病変から次世代シーケンス解析
（全エクソーム解析）を行い、肺腺がんの早期病変における特徴的な遺伝子変異や変異シグネチ
ャーの特徴を検出することを目的とする。 

喫煙者に生じるがんは非喫煙者のがんとは性質が異なっているので、喫煙の有無は重要な属
性である。他に、性別、進行度（AIS, MIS）に応じて、遺伝子変化の様態を調べ、がん発生初期の
変化を確立する。それを用いて、腫瘍から発癌因子を推測する方法の解明をめざす 3)。 
 
３．研究の方法 

手術切除された AIS、MIA 計 60 症例を対象とした。それぞれの症例の病変部位および非病変
部肺組織をマクロダイセクションし、DNA を抽出して、ライブラリ調整のうえ全エクソームシーケンス
を施行した。 

得られた結果から、がん関連遺伝子や変異シグネチャーの抽出を行ない、早期肺腺がんの遺
伝子的特徴をまとめる。それらの特徴と患者ないしがんの属性（年齢、性別、組織型（AIS or 
MIA）、喫煙指数、単発/多発、BMI、飲酒量など）とを比較検討する。 

症例のホルマリン固定パラフィン包埋切片より病変部位および非病変部肺組織をマクロダイセ
クションし、FormaPure XL Total (BECKMAN COULTER, Tokyo, Japan) を用い、そのプロトコー
ルにしたがって DNA を抽出した。抽出した DNA を NEBNext FFPE DNA Repair Mix で修復し、
NEBNext dsDNA Fragmentase を用いて断片化した後、NEBNext Ultra II DNA Library Prep Kit
を用いて、次世代シークエンサーのライブラリ調整を行った（New England Biolabs）。ヒト全エクソン
領域をキャプチャーするためのプローブとして xGen Exome Research Panel v2（Integrated DNA 
Technologies）を用いた。 
 
４．研究成果 

対象とした症例のがん関連遺伝子変異プロファイルを示す（図１）。がん関連遺伝子の 
異常については 1) EGFR 変異陰性例で Kras, BRAF,ERBB2, PDGFRA 変異などを見るこ 

と、2) EGFR 変異陽性例で RBM10, p53 遺伝子変異を併存することが多いこと、2) AIS/MIA の
違いより性別、喫煙の有無に左右されていること、が示された。年齢、BMI（Body Mass Index）、飲
酒と関わるがん関連遺伝子の異常はあきらかではなかった。 



つぎに、対象とした症例の single base substitution プロファイルを示す（図２）。喫
煙と total substitution および C>A substitution 負荷の量反応関係がうかがわれる結果
であった。 

一方、喫煙者の EGFR 変異陽性症例においては、興味深いことに C>A substitution 負荷
と喫煙の関係があきらかではなかった（図３）。 

 

また、SBS(Single base substitution signature)につき、対象として症例を EGFR 遺伝
子変異の有無と喫煙の有無でグループ分けし、解析した（図 4）。非喫煙者 EGFR 変異陽
性例における SBS2/13 が着目された（APOBEC 活性による C＞T 変異）。 

結論として、肺腺がんの早期病変 60 症例につき、全エクソームシーケンスよりがん関
連遺伝子変異の特徴や変異の特徴を抽出した。その結果、がん関連遺伝子の異常について
は EGFR 変異陰性例で KRAS, BRAF, ERBB2, PDGFRA 変異などが見られることが判明
し、肺腺がんにおいては発がんの初期から主たるドライバー遺伝子異常を異にするいくつ
かのグループが存在することが示された。一方、 がん関連遺伝子の異常は AIS/MIA の違
いよりも性別、喫煙の有無に左右されているようであり、進行した肺腺がんでみられる多

 
 

 

 



数かつ複雑な遺伝子異常がどの段階で発生するかに示唆を与える結果と考えられた。さら
に、一塩基置換にもとづきシーケンスデータを解析すると、想定されるごとく、喫煙者は
非喫煙者より C>A substitution が多いことが確認された一方で、EGFR 変異陽性例、と
りわけ非喫煙者における SBS2/13 の寄与が着目される。これは、APOBEC 活性による C
＞T 変異の誘導によるものとされている。非喫煙者における肺腺癌の発生原因については
現在のところ不明であるので APOBEC 活性の寄与が証明できれば、その一因の解明につ
ながる重要な知見と考える。さらに、EGFR 変異陽性例は喫煙者であっても C>A 変異負
荷の点から考えると癌の発生、進展への喫煙の関与は軽度と見受けられ、興味深い結果で
あった。 

肺腺癌の早期病変 60 症例につき、全エクソームシーケンスよりがん関連遺伝子変異の特徴や

変異の特徴を抽出することができた。これらの病変は、画像診断技術の進んだ日本での手術例が

多く、本邦発の知見は世界的にも重要性が高い。日本及び中国の症例５２例の解析が同種の研

究の最大規模のものであるが 4)、本研究はそれをうわまわる規模かつ、新規のバイオインフォマテ

ィクス手法（SBS 抽出）を導入したものである点で新規性がある。今後は肺腺癌の発生初期段階に

おける遺伝子異常とその要因（APOBEC 活性化など）や、免疫反応（腫瘍関連マクロファージ、リン

パ球浸潤の程度）と遺伝子異常の相関を検討する。 
 

本研究は、秋田大学後藤明輝教授、佐々木研究所中岡博史部長との共同研究である。 
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