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研究成果の概要（和文）： 
癌による死因の最大の原因である肺癌の遺伝子異常を、マイクロアレイを用いて解析した。

肺がん細胞株において遺伝子増幅および欠失が認められる染色体領域を明らかにし、遺伝子増

幅領域の中から増幅に伴い発現が亢進している新規の肺癌関連遺伝子を同定した。また、肺が

ん臨床検体を用いた解析を行い、診断・治療に関わる因子の探索を進めた。 

 
研究成果の概要（英文）： 
To explore novel lung cancer related genes, genomic and epigenomic aberrations were detected 
by DNA microarray in lung cancer cell lines and primary lung tumors from Japanese patients. 
We detected novel lung cancer related gene in the genomic amplified regions. We also make 
genetically modified mice of the gene.  
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１．研究開始当初の背景 
 肺癌は日本における年間死亡者数が 5 万人
を越え、日本人男性の癌死の 1 位、女性の 2
位を占めており、その対策は急務である。検
診の普及と手術療法、化学療法、放射線治療
とその合併療法の進歩にもかかわらず、肺癌
患者の 5 年生存率は 10～15％とほとんど向
上していない。EGFR を標的とした治療薬ゲ
フィチニブ（イレッサ）を含め、現在、臨床
に実用されている分子標的治療薬は、すべて
ゲノム一次構造異常（ゲノム異常）により惹

起された遺伝子異常を対象としたものであ
り、あらゆる増殖中の細胞に殺傷作用をおよ
ぼす従来の抗がん剤による治療とは異なる、
癌細胞の遺伝子産物の質的、量的変異を指標
にした治療を実現してきている。このことは、
ゲノムの変わらぬ傷である一次構造異常を
治療標的とすることの安定性、特異性を示し
ている。一方で、直接ゲノム構造を変化させ
ず、ゲノムの修飾（DNA メチル化・ヒスト
ン修飾など）異常により発現変化を起こすエ
ピゲノム異常も高頻度で起こっており、この
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両者が蓄積して肺癌の悪性形質獲得に寄与
している。 
 申請者は染色体標本を材料にした従来の
CGH 法を用いた肺癌のゲノム一次構造異常
の網羅的解析とこれにより見出した遺伝子
増幅領域から癌関連遺伝子の同定を行って
きた。中でも、肺小細胞癌における 5p13 増
幅領域においてSKP2が活性化を受けて増殖
に関与していることを示した（Yokoi et al. 
Am J Pathol 2002）。また、肺癌細胞におい
て SKP2 の発現を抑制すると、アポトーシス
が誘導され、oncogene addiction があること
を見出した（Yokoi et al. Cancer Sci 2003）。
また、肺非小細胞癌症例においても、SKP2
は過剰発現しており、肺癌細胞の遊走・浸潤
に関与することを明らかにしてきた（Yokoi 
et al. Am J Pathol 2004）。SKP2 は CDK イ
ンヒビターp27 を基質としてユビキチンを付
加し、26S プロテアソームでの分解を促進し、
p27 の癌抑制機能を低下させる。2006 年には
プロテアソーム阻害薬のボルテゾミブ（ベル
ケイド）が多発性骨髄腫の治療薬として日本
で承認されており、治療標的としてプロテア
ソーム経路が注目されている。しかし、従来
の CGH 法の解像度は５～10Mb レベルと低
かったため、連携研究者の稲澤の主導により
BACクローンを用いたCGHアレイの開発を
行い、2003 年には研究室レベルでの実用化・
量産化を果たしてきた。この in-house BAC
アレイを用いて肺癌細胞株の解析を行い、従
来の CGH 法では検出できなかった増幅とそ
れに伴う発現亢進を検出した。 
 一方、ヒトゲノム DNA の全塩基配列が決
定され、蛋白をコードする領域はゲノム全体
の 2%にすぎないことが判明した。非コード
領域に存在する、転写を制御するプロモータ
ーや、転写因子の結合配列、DNA メチル化
やヒストン修飾などエピゲノム解析をすす
めることにより、遺伝子制御機能の包括的理
解が可能になる。哺乳類のゲノム DNA にお
いて、非コード領域のプロモーターのメチル
化は遺伝子転写レベルを負に制御している。
また、プロモーターのメチル化により不活性
化されている癌抑制遺伝子の報告は、様々な
癌で年々増加している。肺癌では p16INK4A、
TSLC1、RASSF1A、14-3-3σなどのプロモ
ーター領域のメチル化による発現抑制が同
定されているが、これらはまだ一部に過ぎな
いと思われる。従って、癌における異常なメ
チル化領域の探索は、新たな癌抑制遺伝子の
同定につながると考えられる。そこで、我々
は in-house BAC アレイを応用することで、
肺癌において異常なメチル化領域の網羅的
探索が可能であると考え、2 つの応用法を開
発した。１つは、DNA メチル化領域検出法
で あ る MCA(methylated CpG island 
amplification)法により得られた DNA 断片

を BAC アレイのためのプローブとする
BAMCA 法である。更に効率の良いメチル化
領域の絞込みのために、もう１つの応用法と
して同じアレイプラットフォーム上でクロ
マチン免疫沈降法を展開する ChIP on 
BAC-array 法 を 確 立 し た 。 ChIP on 
BAC-array 法により、メチル化シトシンに結
合し発現抑制を行うことが知られている
MeCP2 蛋白結合領域、および、発現抑制的
に働くことが知られているヒストン修飾で
あるヒストン H3 リジン 9 ジメチル化領域を
検出し、BAMCA 法による SmaI サイトの
DNAメチル化領域の検索結果と重ね合わせ、
３つの実験の共通陽性領域を絞り込むこと
で、癌特異的メチル化されている領域の絞込
みおよびメチル化により発現抑制されてい
る癌抑制遺伝子を同定するエピゲノム異常
解析法を開発した。 
 
２．研究の目的 
(1) 既に、主に日本人から樹立された肺癌細

胞株４９株の BAC アレイを用いたゲノ
ム・エピゲノム解析によりのデータベー
スを構築しており、絞り込んでいる異常
領域に対し、ｏｌｉｇｏアレイ、リアル
タイム定量 PCR 法等を施行し、標的遺伝
子を同定する。 

(2) 性染色体である X 染色体には、古くから
癌精巣抗原が多数座位することが指摘さ
れているものの、常染色体に比し、解析
が遅れている。実際に、我々のこれまで
の解析においても、X 染色体の増幅・欠
失が他の癌種に比べ肺癌において高頻度
に検出されてきている。我々は、X 染色
体について偽常染色体領域を除き 1003
個の BAC クローンで網羅した X-tiling
アレイを既に作製した。このアレイを用
いて、X 染色体に特化した詳細なゲノ
ム・エピゲノム解析を肺癌細胞株を対象
にして施行する。検出した異常領域を指
標に、遺伝子発現の質的・量的変化をリ
アルタイム定量 PCR 法などにより解析
し、標的遺伝子を同定する。 

(3) 同定した標的遺伝子につき、分子生物学
的・細胞生物学的機能解析により肺癌に
おける意義を明らかにし、臨床病理学的
因子との関連を検討する。 

(4) 肺癌手術検体、気管支鏡検体、および喀
痰細胞診検体を用いて診断ツール、治療
標的としての有用性の検討と肺癌診断・
治療用のゲノムアレイの開発、および臨
床検体を用いたゲノム・エピゲノム解析
を行い、肺癌関連遺伝子のカタログ化を
進める。 

 
３．研究の方法 
(1)スクリーニング用ゲノム DNA アレイの作



 

 

製 
既に実用化している in-house ゲノムアレイ
のうち以下の 3種類①全染色体を 1Mb 間隔以
下にカバーする約 4,500 個の BAC クローンを
配置したスクリーニング用アレイ(MCG Whole 
Genome Array-4500)、②癌の多項目遺伝子診
断を可能にするため約 800種類の癌遺伝子お
よび癌抑制遺伝子に特化したカスタムアレ
イ(MCG Cancer Array-800)、③癌精巣抗原が
多数座位する X 染色体を 1003 個の BAC で隙
間なくカバーしたアレイ(MCG X-tiling 
Array)を作製し、解析に用いる。 
 
(2) CGH アレイ法による新規遺伝子増幅領域
の検出と肺癌関連遺伝子の解析 
①既に終了している肺癌細胞株 49 株に対す
る MCG Cancer Array-800 および MCG Whole 
Genome Array-4500 によるゲノムコピー数異
常解析の結果、遺伝子増幅として検出されて
いる領域をリスト化する。このうち、X 染色
体に増幅を認めた細胞株を選出し、MCG 
X-tiling Arrayによる詳細なゲノムコピー数
異常解析を施行し、増幅領域の再リスト化を
行う。検出された増幅領域のうち、微細増幅
領域もしくは遺伝子密度が低い領域に対し
ては、FISH 法により遺伝子増幅の有無とその
範囲を決定し、増幅領域内のトランスクリプ
トに対し、リアルタイム定量 PCR 法を施行し、
増幅に伴う発現亢進を認め、かつ正常肺に比
較し肺癌において高頻度に発現亢進してい
る標的遺伝子の同定を行う。 
②同定した遺伝子につき、発現ベクターを用
いた一過性強制発現系もしくは安定発現系
により細胞内局在の評価およびコロニー形
成能の促進等が認められるかを確認する。遺
伝子増幅株に対し siRNAによるノックダウン
を行い、細胞増殖能、浸潤能などを評価し、
oncogene addiction の有無を確認する。遺伝
子の持つモチーフ構造等から機能を予測し、
肺癌細胞において gain of function になっ
ているかを評価する。ウサギ等を用いて抗体
を作製し、免疫沈降後の質量分析、yeast 
two-hybrid 等により相互作用する蛋白を同
定し、既存のシグナル伝達系での位置づけを
行う。トランスジェニック動物を作製し、発
癌機序の解明を行う。 
③統計学的解析可能な情報を有する肺癌手
術検体を収集し、組織マイクロアレイを用い
た多検体の免疫染色による評価を行い、臨床
病理学的因子との関係を解析する。気管支鏡
検体、および喀痰細胞診検体を用いて、免疫
染色、リアルタイム定量 PCR、FISH 法による
迅速診断系の確立と評価を行う。モノクロー
ナル抗体を作製し、サンドイッチ ELISA 法等
による測定系を確立し、血清等を用いた診断
マーカーとしての評価を行う。 
 (3) CGHアレイ法による新規異常メチル化領

域の検出と肺癌抑制遺伝子の解析 
①これまでの研究で確立してきた、BAMCA 法
により検出した DNA メチル化領域、抗 MeCP2
抗体による ChIP on BAC-array 法にて検出し
た MeCP2 蛋白結合領域、抗ヒストン H3 リジ
ン 9ジメチル化抗体による ChIP on BAC-arra
法にて検出したヒストンメチル化領域を重
ね合わせる方法を用いて、肺癌細胞株の解析
数を追加し、共通陽性領域で頻度の高いもの
をメチル化による制御を受ける肺癌のエピ
ゲノム異常領域として選出し、標的遺伝子の
同定を行う。 
②手術検体、気管支鏡検体、剖検例など肺癌
臨床検体を用いて CGHアレイ法によるゲノム
コピー数異常解析を施行し、同様に標的遺伝
子の同定を行う。薬剤感受性等の臨床病理学
的因子との関係を解析し、診断・治療に有用
な遺伝子群の同定を行う。 
 
４．研究成果 
（１）日本人由来の肺癌細胞株 49 株のゲノ
ム解析により、肺小細胞癌に見出した第 1 番
染色体短腕の新規遺伝子増幅領域に着目し、
標的遺伝子として TRIM33 を同定した。肺小
細胞癌細胞株に TRIM33 を強制発現させると
細胞増殖能は亢進し、反対に siRNA によりノ
ックダウンすると細胞増殖能は低下したた
め、TRIM33 は治療標的として有用であると思
われた。TRIM33 は、肺小細胞癌のみならず、
肺非小細胞癌においても約半数の症例で非
腫瘍部と比較して腫瘍部において発現が亢
進していた。肺腺癌細胞株において siRNA に
より TRIM33 をノックダウンすると細胞の増
殖は抑制されたため、TRIM33 は肺非小細胞癌
においても治療標的として有用であると思
われた。また TRIM33 は、乳癌など癌腫を超
えて癌関連遺伝子として働いていると考え
られた。 
（２）これまでのゲノム解析から、X 染色体
上にコピー数増加を認めた細胞株は 49 株中
23 株あった。これらにつき、X染色体を隙間
なくカバーした MCG X-tiling Array を用い
てより詳細なゲノムコピー数異常解析を施
行した。その結果、肺癌関連遺伝子探索のラ
ンドマークとなる遺伝子増幅・ホモ欠失を各
4 領域に検出した。 

（３）肺癌における新規増幅領域の標的遺伝

子に関し、トランスジェニックベクターを作

成し、トランスジェニックマウスの作成を進

めている。 

（４）細胞株のみならず肺癌臨床検体につい

てもゲノムコピー数解析をオリゴアレイを用

いて行った。新規の遺伝子増幅領域が検出さ

れ、増幅に伴う発現亢進を示す新規肺癌関連

遺伝子候補が同定された。その中には、発生

時や幹細胞において働く遺伝子があり、増幅



 

 

に伴う発現亢進をしていることを確認した。 
また、肺癌臨床検体１２０症例につき既知

の分子マーカー（EGFR 変異等）の評価を行い、
同定した標的遺伝子との関連を調べた。 
次に、縦隔リンパ節転移を認める肺癌手術

症例から肺原発巣およびリンパ節転移巣を
採取し、アレイＣＧＨによりゲノムコピー数
変化を比較した。その結果、リンパ節転移巣
におけるゲノム変化は、原発巣の変化を非常
に良く反映していることが確認できた。そこ
で、超音波気管支鏡下に肺小細胞癌リンパ節
転移検体を採取し、アレイＣＧＨによりゲノ
ムコピー数解析を行った。その結果、1p, 1q, 
3q, 5p, 6p, 6q, 8q, 12q, 17q, 18q, 19p に
高頻度のコピー数増加を認めた。また、3p, 4q, 
5q, 10q, 13q, 15q, 16p, 16q, 17p, 22q に
高頻度のコピー数減少を認めた。これらの結
果は、以前行った肺小細胞癌細胞株での解析
結果と良く一致していた。また、新規の増幅
およびホモ欠失領域も検出され、標的となる
遺伝子の同定を進めている。 
当院における 2007 年から 2009 年までの非

小細胞癌手術症例および気管支鏡生検症例
404 例につき ALK 免疫染色を行った結果、15
例が陽性であった。そのうち 10 症例につき
アレイＣＧＨによりゲノムコピー数解析を
行った。その結果、コピー数変化を認めた染
色体領域数は 0～20 であった。ALK 阻害薬の
効果に関わる遺伝子の同定を進めている。 
以上により、研究目的は一定の成果をあげ

たと考える。 
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