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研究成果の概要（和文）： 
100例の非小細胞肺癌手術検体におけるmRNA、microRNA、メチル化DNAの発現を網羅的に解析
し発現プロファイリングを行った。これらの解析を通していくつかの新規標的となり得る分子を
同定した。また扁平上皮癌を除く特定の非小細胞肺癌においてFGF9のmRNAの高発現が予後不
良因子であることを見いだした。Exon arrayによる融合遺伝子のスクリーニングについては、キ
ナーゼドメインを有する複数の候補遺伝子を抽出することができた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
We performed profiling of mRNA, microRNA and DNA methylation in surgically resected 
100 non-small lung cancer (NSCLC) specimens. We have identified several novel candidate 
molecules for the treatment of NSCLC. We also found that fibroblast growth factor-9 was 
associated with poor prognosis of resected NSCLC patients. We could extract a few 
candidate fusion genes through screening the kinase genes using exon array. 
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１．研究開始当初の背景 

癌の発生においては、さまざまな genetic
およびepigeneticな異常が重なることが必要
であるが、近年 oncogene addiction という概
念が提唱されている。肺癌においては、活性
化型変異により肺癌を引き起こすと考えら
れ る EGFR 遺 伝 子 (Paez JG, Science, 
1497-1500, 2004)が典型例であり、その他の
oncogene addiction をもたらすような遺伝子
は今後の有望な治療標的となりうると考え

ら れ る 。 さ ら に 染 色 体 転 座 に 伴 う
EML4-ALK 融合遺伝子の発見 (Soda M, 
Nature, 561-566, 2007)により、従来造血器
腫瘍でのみその重要性が報告されていた染
色体転座が肺癌の発症においても重要であ
ることが明らかとなった。EGFR 変異につい
ては欧米人より東アジア人に高頻度である
ことが明らかとなったが、その他の既知の遺
伝子変異に対する日本人おける種特異的な
変異頻度や、まだ未知の変異についての検討
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は十分とは言えない状況である。さらに変異
だけでなく、遺伝子増幅や遺伝子転座に加え、
DNA メチル化や microRNA の発現異常によ
るepigeneticな修飾により発現が調節されて
いる遺伝子についての検討も十分ではなく、
それら genetic および epigenetic な異常の相
互関係に関する検討はほとんどなされてい
ないのが現状である。 
                                                   
２．研究の目的 
（1）肺癌手術検体（100 対の腫瘍および正
常組織）を用いて、種々の網羅的解析方法に
より、mRNA、microRNA およびメチル化
DNA の発現プロファイリングを行い、相互
の関連性を探り、新規治療標的として重要な
分子を同定すること。 
（2）exon array を用いたスクリーニングに
より、新たな染色体転座による融合遺伝子を
同定すること。 
 
３．研究の方法 
（1）GeneChipを用いたmRNA発現プロファ
イリング 
（2）マイクロアレイを用いたmicroRNAの発
現プロファイリング 
（3）MeDIP によるメチル化 DNA の抽出お
よび次世代シークエンサーによるプロファ
イリング 
（4）Exon array による染色体転座のスクリ
ーニング 
 
４．研究成果 
（1）mRNA 発現プロファイリング 
①Affymetrix 社の GeneChip を用いて 100 数
例の非小細胞肺癌患者における網羅的 mRNA
発現プロファイリングを行い、図に示すように 3
つの subpopulation からなる症例群と、8 つの
cluster からなる遺伝子群に分類した（図 1）。 

 そのうち cluster７については、pathway 
signature 解析により PTEN loss signature
（PI3K signature）と極めて高い類似性を示す
遺伝子群であることが判明した（図２）。また
cluster ７ の 遺 伝 子 群 が 高 発 現 し て い る
subpopulation C には扁平上皮癌が多く含ま
れていることも明らかとなった（図 1）。 

 さらに cluster７に含まれる遺伝子群の中で、
文献上、肺癌において新規性が高く、かつ
druggable なドメインを有する遺伝子に注目し、
3 遺伝子（MSI1、MARK1、FOXD1）を選択し
た。それぞれについて、種々の肺癌細胞株（計
15 株）での候補 3 遺伝子の mRNA および蛋白
の発現を検討し、各遺伝子の今後の実験に最も
適当と思われる細胞株株を選択した。それらの
細胞を用いて、各遺伝子毎にそれぞれ、siRNA
による標的遺伝子の knock down（KO）を行い、
細胞増殖（MTT assay）、足場非依存性増殖
（soft agar colony formation assay）を調べた
結果、2 遺伝子については有意な細胞増殖の
抑制が見られ（図 3）、今後の有望な標的分子に
なり得ると考えられた。 

 
②一方、新規標的分子として FGF-FGFR シ



グナルに着目して GeneChip による mRNA
発現と予後との相関を検討したところ、23
種の FGF および 4 種の FGFR のうち、FGF9
発現のみが有意に予後と相関していること
が明らかとなった（図 4）。FGF9 のｍRNA
発現は免疫染色による蛋白発現とも相関し、
扁平上皮癌には 1 例もなく腺癌・大細胞癌に
のみ発現しており、組織型、病期、年齢、EGFR
遺伝子変異などを含む多変量解析において
も独立した予後不良因子であり、FGF9 ある
いはその受容体は一部の肺癌における有望
な標的分子と考えられた。 

 
（2）MicroRNA 発現プロファイリング 
前述の肺癌手術検体に対して、 Applied 
Biosystems: TaqMan Human MicroRNA 
Array v2.0 を 用 い て 、 377 の 既 知 の
microRNA発現プロファイリングを行い、まず非
小細胞肺癌のうち、扁平上皮癌と腺癌を弁別
しうる3つのmicroRNA、すなわちmiR-196b、
miR-205およびmiR-375を同定した（図5）。 

 これらについてそれぞれ cutoff値を設定
して ROC curveを書くと、いずれも AUCは 0.8
以上であり、単独でも中程度の弁別能を有し
ていた。さらに判別分析を行うと、単独ある
いは２つずつの miRNA の組合せと比較して、
３つすべての組合せにおいて最も正確に扁
平上皮癌と腺癌を弁別できることが明らか
となった。 
 一方、これらの miRNAの機能的な解析では、
特に miR-375 に注目して行った。miR-375
を発現していない肺癌細胞株に miR-375 を
強制発現させると浸潤能を促進すること、ま
た逆に miR-375 を高発現している肺癌細胞
株で miR-375 を KO すると浸潤能が減弱す
ることを見いだした。さらに、その機序に関
わる miR-375 の新たな標的遺伝子として
Claudin-1 が関与していることを発見した。
肺癌臨床症例において、miR-375 高発現群は
低発現群に比して予後不良の傾向を認めて
おり、Claudin-1 を含め、新たな標的分子に
なり得るものと考えている。 
 
（3）メチル化 DNA プロファイリング 
当初、MeDIP によるメチル化 DNA の抽出お
よび次世代シークエンサーによるプロファ
イリングを行う予定であったが、シークエン
ス結果からは、正常検体と腫瘍検体における
メチル化プロファイルの違いを同定できず、
残念ながら断念せざるを得ない状況となっ
た。そこで本プロジェクトとは別のプロジェ
クトではあるが、研究分担者である佐藤崇が
国立がん研究センター研究所に出向し、肺腺
癌および前癌病変における DNA メチル化プ
ロ フ ァ イ ル を 、 single-CpG resolution 
Infinium array により解析した。あくまでも
国立がんセンター研究所・発がん機構研究グ
ループ（金井弥栄副所長）における成果であ
るが、①予後を規定する DNA メチル化プロ
ファイルは前がん段階ですでに形成されて
いること、②前がん段階で DNA メチル化亢
進を示す再発関連遺伝子 ADCY5、EVX1、
GFRA1、PDE9A、TBX20 遺伝子は、肺の発
がん過程において DNA メチル化亢進によっ
て実際にサイレンシングを受けていること、
③これらの遺伝子の発現低下は悪性度を示
す臨床病理学的因子と有意に相関しており、
前がん段階における DNA メチル化異常が、
特定の遺伝子のサイレンシングを介して腫
瘍の表現型を規定していることが明らかと
なった。 
 
（4）染色体転座のスクリーニング 
①図 6に示すように、仮に普段発現していな
い強力な増殖因子である遺伝子 Bが恒常的に
発現している遺伝子 A と融合した場合、遺伝
子 B に着目して exon array の発現をみると
最下段の様に融合部位を breakpoint として



急激な発現上昇が認められるはずであり、こ
の原理を利用して融合遺伝子のスクリーニ
ングを行った。 

 
②まず既知の融合遺伝子として、EML4-ALK
融合遺伝子がこの方法により検出可能であ
るかどうか検討した。図 7左にあるように全
検体の中で一部 C末端側で発現上昇を認める
検体が存在しており、その中から一定の基準
を設けて N末端より C末端で発現が上昇して
いる 5 検体を抽出したところ（図 7 右上）、
T110において明らかに C末端での発現が上昇
し て い る こ と が 明 ら か と な り 、
multiplex-PCR を 行 っ た 所 variant3 の
EML4-ALK 融合遺伝子であることが確認さ
れた（図 7右下）。 

 
 ③そこで、tryosine kinase (TK) domain
を有する 90遺伝子に注目し、全検体での exon 
array の発現を検討した。その中で、図 8 に
示すように遺伝子 X、遺伝子 Y においては明
らかに C末端での発現が上昇しいている検体
が存在し、かつ遺伝子 Yにおいては複数の検
体で同様な傾向が認められた。 

 その他にもいくつか候補遺伝子はあった
が、特にこの 2つの遺伝子においては融合遺
伝子を形成している可能性が高いと考えら
れたため、その遺伝子が抽出された検体の
genomic DNA を用いて 5’-RACE 法による N
末端側の遺伝子の同定を試みた。しかし N末
端側の遺伝子同定を行うことが困難であっ
たため、ビオチン標識したプローブを用いた増
幅法などいくつかの工夫を重ねたが同様の結果
であった。そこで抗体を用いた免疫沈降法など
いくつかの工夫を試みたが、いずれの方法によ
っても同定が困難であり、現在ターゲットキャプ
チャー・ゲノムシーケンスによる同定を検討して
いる。またその他の候補に関しても改めて検討
を加え、さらに TK だけでなく、融合遺伝子の存
在が多く報告されている転写因子に関しても、
今後融合遺伝子のスクリーニングを行っていく
予定である。  
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