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研究成果の概要（和文）：EGFR遺伝子変異肺癌において、高分解能CT画像および病理学的情報を参考にした非浸
潤癌・浸潤癌の選別と行い、NGS解析による遺伝子発現・遺伝子変化の網羅的解析を行うことで、腫瘍微小環境
の高悪性化に関与する分子変化を探索した。①トランスクリプトーム解析において、両群間で統計学的有意に
mRNA発現の差があった53遺伝子を検出した。Collagen XI alpha 1遺伝子が進行期群において最も発現が上昇し
ていた。 ②エクソーム解析において、総variant数、indelおよびSNV変異数は進行期群で多い傾向にあった。両
群間における総variant数の差は変異全体の3.2%に相当した。

研究成果の概要（英文）：In lung cancer with EGFR gene mutations, noninvasive and invasive cancers 
were selected based on high-resolution CT images and pathological information, and clinically 
significant molecular abnormalities were explored by comprehensive analysis of gene expression and 
gene changes using NGS analysis. 1) In transcriptome analysis, there were 53 genes whose mRNA 
expression differed significantly between the two groups. 2) The total number of variants in the 
exome analysis tended to be higher in the advanced stage group than in the early stage group. The 
difference in the total number of variants between the two groups was 3.2% of all mutations. The 
number of indel and SNV mutations also tended to be higher in the advanced stage group.

研究分野： General Thoracic Surgery

キーワード： lung cancer　EGFR muation　malignant phenotype

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
今回の研究において、EGFR変異肺癌の高悪性化には、癌関連遺伝子のダイナミックな発現変化および共存遺伝子
変異の増加が関与していることが明らかとなった。Collagen XI alpha 1（COL11A1）発現亢進がEGFR変異肺癌に
おける腫瘍微小環境の高悪性化に関与する可能性が示唆された。

※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 

EGFR/ALK遺伝子変異などドライバー遺伝子変異に増殖を依存する肺癌においては、免疫チェ

ックポイント（ICI）治療の効果が乏しい。その主な理由に、免疫逃避に有利な腫瘍内微小環境

（tumor microenvironment: TME）を持つことが示されている。その反面、分子標的治療への

耐性獲得後には ICI 治療への感受性が高まる可能性も示されている。また一方で、KRAS 遺伝

子変異肺癌においては、ICI治療の有効性が示されている。現在のところ、これらの機序の詳細

は十分に明らかになっていない。本研究では、ドライバー遺伝子変異の代表格である EGFR 遺

伝子変異に注目した。ごく早期の EGFR変異肺癌は、他の肺癌に比較して再発が少ない一方で、

浸潤・転移を示す II/III 期になると、他の肺癌に比べて再発が多く予後不良となる。すなわち、

EGFR変異肺癌は発癌初期では低悪性（非浸潤性）であるが、癌の進化的発育過程において劇的

に高悪性（浸潤・転移性）へ転化することが示唆される。したがって、この高悪性化に関与する

TME変化を引き起こす分子を同定することにより、新たな治療開発に繋げることができる可能

性がある。 

 

２．研究の目的 

今回の研究では、高分解能 CT画像および病理学的情報を参考にした非浸潤癌・浸潤癌の選別と

行い、NGS解析による遺伝子発現・遺伝子変化の網羅的解析を行うことで、TMEの高悪性化に

関与する分子変化を探索する。 

 

３．研究の方法 

1）症例選択 

2007〜22 年に肺切除が行われ腫瘍の凍結組織が保存された、GFR exon 19 欠失変異を有する肺

癌症例のうち、高分解能 CT 画像および臨床病理所見から、早期群、進行期群をそれぞれ下記の

ごとく選択した。 

a) 早期群（cT1mi〜T1a, C/T 比≦0.6 かつ pTis〜T1bN0：早期群）: 12 例 

b）浸潤群（C/T 比>0.6 かつ pN1/2 陽性：進行期群）: 28 例 

2) トランスクリプトーム解析 

切除肺癌組織から切り出して凍結保存しておいた標本から RNA を抽出し、品質検定後にシーケ

ンスライブラリー作成（SMART-Seq v4 Ultra Low Input RNA）を行い、NovaSeq6000 によるシー

ケンス解析を行った。シーケンス解析で得られたリード配列をリファレンスゲノム配列にマッ

ピングし、遺伝子単位および転写産物単位の発現量を算出した。Ensemble データベース

（https://www.ensemble.org/biomart/martview）を用いてアノテーションを行い、発現解析を

行った。 

3) エキソーム解析 

標本から、DNA を抽出し、品質検定後に Twist Comprehensive Exome Panel を用いたライブラリ

ー作成を行い、NovaSeq6000 によるシーケンス解析を行った。得られた検体のリード配列をゲノ

ム配列にマッピング後、変異塩基候補を検出し SnpEff、SIFT、dbNSFP を用いてアノテーション

を行った。 

4) 発現量変動遺伝子の抽出 

100 万マッピングフラグメントあたりのフラグメント数（Transcipts per million：TPM）を用



いて、正規化処理およびフィルタリングを行い、倍率変化を算出した。早期群と進行期群の mRNA

発現量比較（t検定）を行い、発現が有意に変動した遺伝子を抽出し、高悪性化に関与する候補

遺伝子を探索した。 

5) Gene Ontology 解析 

両群間で統計学的有意にmRNA発現の差があった遺伝子をDAVID (https://David.ncifcrf.gov/)

上の Web ツールにて解析を行った。 

6) 変異遺伝子解析 

エクソーム解析にてコールされた総 varian 数および missense、indel と判定された変異数を各

群で比較した。さらに、TP53 遺伝子変異と各群の遺伝子変異の関係を検討した。 

 

４．研究成果 

1) 患者臨床背景 

年齢は早期群／進行期群がそれぞれ平均値 72.4／65.3 歳であり、進行期群が高齢の傾向があっ

た。進行期群に喫煙歴のある患者が多かった（表 1)。 

 

2) mRNA発現差のあった遺伝子 

最終的に RNA-Seq 解析が行われたのは早期

群 12 例、進行期群 26 例であった。53 の遺

伝子において、統計学的有意に両群間の

mRNA発現差が認められた（図１上段）。31

遺伝子において進行期群での発現量が低く、

一方 22遺伝子で進行期群での発現量が高か

った。Collagen XI alpha 1遺伝子（COL11A1）

が進行期群において最も発現が上昇してい

た（9.4倍, p<0.0001）  

3) 変動遺伝子の Ontology解析 

46遺伝子が抽出され、細胞代謝／組織発達／遺伝子発現制御／細胞周期／細胞外マトリックス

に関連した遺伝子群に、それぞれ 43%／35%／35%／13／11％が分類された（図１下段） 。 

 

 



 

図1．両群間でmRNA発現量に有意な差があった遺伝

子の発現差 

 

4) EGFR exon 19 del変異を有する進行期肺癌切除例における COL11A1発現の意義 

上記の解析に用いた進行期群 26例において、COL11A1 mRNAの発現量＜1 TPM（Transcripts 

Per Million）を COL11A1 mRNA 低値群、≧1 TPM を COL11A1 mRNA 高値群として、

COL11A1発現差と術後無再発生存期間との関係を検討した。2群間の臨床背景に有意さはなか

った（表２）。COL11A1発現高値群（n=16）の無再発生存中央値は 26.8ヶ月であったのに対し

て、<1 TPM群（n=10）は未到達であり、COL11A1高発現群が術後再発において予後不良の傾

向があった(HR 1.83, p=0.31)。 

5) エクソーム解析の結果 

①コールされた全 varient のうち、silent/missense/nonsense/indel/splicing 変異の割合はそ

れぞれ 6.3%/5.9%/0.1%/11.3%/1.0%であった。総 variant 数は進行期群で早期群に比べ多い傾向

にあった(194,655 vs. 188,660, p=0.069)。両群間における総 variant 数の差は変異全体の 3.2%

に相当した。indelおよびSNV変異数もそれぞれ進行期群で多い傾向にあった(p=0.078、p=0.068)。

②両群間で p53 変異陽性の割合に差は無かった(33% vs. 40% p=0.82)。また p53 変異の有無で

variant 数に差を認めなかった(p=0.20) 

 

今回の研究において、EGFR 変異肺癌の高悪性化には、癌関連遺伝子のダイナミックな発現変

化および共存遺伝子変異の増加が関与していることが明らかとなった。Collagen XI alpha 1

（COL11A1）は fibrillar collagen（繊維製コラーゲン）の一つであり、卵巣癌、乳癌、甲状腺

癌、膵癌、非小細胞肺癌、膀胱癌などの癌で発現亢進していることが報告されている。Collagen 

XI alpha 1（COL11A1）発現亢進が EGFR変異肺癌における TMEの高悪性化に関与する可能

性が示唆された。 
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