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研究成果の概要（和文）： 

microRNA マイクロアレイを施行し、EGFR 変異肺腺癌、KRAS 変異肺腺癌、ALK 転座肺

腺癌に特徴的な発現をしめすmicroRNAをそれぞれ抽出した。パスウエイ解析をした所、EGFR

変異肺腺癌では p70S6K Signaling などが、KRAS 変異肺腺癌では Clathrin-mediated 

Endocytosis Signalingなどが、ALK転座肺腺癌ではRANK Signaling in Osteoclastsなどが、

抽出された microRNA に特徴的なパスウエイであることがわかった。一方、肺小細胞癌は、肺

腺癌とともに階層クラスタリングすると、小細胞癌だけで独立した群を形成する SCLC1 群と

肺腺癌とともに群を形成する SCLC2 群の 2 群にクラスターされた。Kaplan-Meier 生存曲線

では、SCLC1 群は SCLC2 群より有意に予後が悪かった(P = 0.039)。遺伝子型の異なる肺腺癌

に特徴的だった microRNA および、小細胞癌を予後に差のある 2 群に分けた microRNA につ

いて、公開マイクロアレイデータを使った validation や細胞株レベルの実験により、診断治療

への応用へ向けてさらなる検討が必要である。 

   

研究成果の概要（英文）： 
 Using microarrays, we identified the microRNAs characteristically expressed in EGFR 

mutated, KRAS mutated, and ALK translocated lung adenocarcinomas, respectively. 

Furthermore, we identified characteristic pathways for the microRNAs of EGFR mutated, 

KRAS mutated, and ALK translocated lung adenocarcinomas, respectively. On the other 

hand, small cell lung carcinomas (SCLCs) were classified into two groups (SCLC1 and 

SCLC2) by hierarchical clustering using microRNA microarray. SCLC1, which formed an 

independent cluster comprising only SCLCs, has a significant poorer prognosis than 

SCLC2, which clustered with lung adenocarcinomas (P = 0.039). Further investigations, in 

silico and in vitro, are required to validate these results. 
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１．研究開始当初の背景 

(１) cDNA プロジェクトにより、ゲノム中
に膨大な数の non-coding RNAが存在するこ
とが明らかになった。いままでは蛋白質をコ
ードしない non-coding RNAは｢ジャンク｣領
域と考えられていたが、最近、機能性 RNA

が含まれることがわかってきた。18~25 塩基
程度からなるmicroRNAは non-coding RNA

の中でも癌との関係が最も研究されており、
最近では microRNA を標的とする癌治療も
試みられている。さらにmicroRNAはmRNA

と異なり血中で安定して存在するため、血中
の microRNA を測定することで、癌スクリー
ニングおよび癌悪性度診断に使える可能性
も示唆されている。 

(２) 癌は日本人の死亡原因の第 1 位を占め、
国民の 3 人に 1 人は癌で死亡している。癌の
中でも、肺癌は増加傾向にあり、胃癌を抜い
て死因 1位である。肺癌は腺癌、扁平上皮癌、
大細胞癌、小細胞癌の 4 種類の組織型に大別
されるが、同じ組織型のものでも、治療感受
性や予後に差がみられるため、適切な亜型に
個別化して理解したり治療したりする必要
がある。 

(３) 日本人の肺腺癌の約 70％、欧米人の肺
腺癌の約 60％が相互排他的遺伝子変異
（EGFR, KRAS, MET, EML4-ALK, HER2）
によって分類できる。現在、癌の薬物療法は
分子標的治療薬へ移行しつつある。最近の肺
癌研究においては、EGFR 変異肺癌に対する
EGFR 阻害薬の有効性の発見と ALK 転座肺
癌に対する ALK 阻害薬の有効性の発見は大
きかった。しかしながら、EGFR 阻害薬によ
り EGFR 阻害薬耐性肺癌が誘導されること
も稀でないため、チロシンキナーゼ阻害薬だ
けでなく、microRNA レベルでの治療を追加
することが将来の治療戦略として期待され
ている。 

(４) 肺癌の中で最も悪性度が高く予後が悪
い組織型は小細胞癌である。大細胞癌の中に
も小細胞癌と同様に神経内分泌的性格を有
する大細胞神経内分泌癌があり、小細胞癌と
ともに高悪性度神経内分泌癌と称されてい
る。一般にそれらは予後が極めて不良である
が、少数ではあるが手術的切除により長期生
存する患者も知られている。近年、肺におけ
る神経内分泌分化の分子メカニズムが明ら
かにされつつあるが、臨床応用には大きな隔
たりがあり、高悪性度神経内分泌癌に対する
治療は手術、抗癌剤、放射線療法のままであ
る。 

 

２．研究の目的 

(１) 肺腺癌では相互排他的な遺伝子変異が
明らかになってきているが、microRNA レベ
ルでは未だほとんど解明されていない。本研

究では遺伝子変異型の異なる肺腺癌に特徴
的な microRNA を抽出できるか調べ、抽出可
能であれば、パスウエイ解析などによりその
働きを探りたい。 

(２) 肺神経内分泌癌の予後を決定する因子
は病理形態学的レベル、免疫組織化学的レベ
ル、mRNA レベルでも確立されたものはない。
また有効な分子標的治療薬もなく、
microRNA レベルでの分類および治療戦略
づくりが特に期待されている。本研究におい
ては、肺腺癌を対照とし microRNA レベルで
肺神経内分泌癌を解析していきたい。 

 

３．研究の方法 

(１) 材料 

がん研究所に保存されている手術凍結検体
を用いる。インフォームド・コンセントは既
に得られている。肺腺癌 81 例、肺神経内分
泌癌 45 例（小細胞癌 35 例，大細胞神経内分
泌癌 10 例）、15 例の他臓器癌肺転移の正常
肺成分を検索対象とする。また肺腺癌 81 例
は既に EGFR 変異、KRAS 変異、ALK 転座
の有無が調べられており、内訳はEGFR(+)39

例、KRAS(+)6 例、ALK(+)9 例、
EGFR(-)KRAS(-)ALK(-)27 例である。肺腺癌
81 例のうち 46 例を test 症例･･･EGFR(+)23

例、KRAS(+)3 例、ALK(+)5 例、
EGFR(-)KRAS(-)ALK(-)15 例、35 例を
validation症例･･･EGFR(+)16例、KRAS(+)3

例、ALK(+)4 例、EGFR(-)KRAS(-)ALK(-)12

例とする。 

 

(２) 方法 

① microRNA マイクロアレイによって網羅
的に microRNA 発現を調べる。マイクロアレ
にはアジレント・テクノロジー株式会社の
Human miRNA マイクロアレイ 8×15K 

miRBase 12.0 対応版を用いる。このマイク
ロアレイによって866種類のヒトmicroRNA

および 89 種類のヒトウイルス microRNA の
発現を網羅的に調べることができる。 

② 発現解析にはアジレント・テクノロジー
株式会社の GeneSpring GX、パスウエイ解
析には Ingenuity System 社の Ingenuity 

Pathways Analysis を使用する 

③ 得られた microRNA マイクロアレイデー
タが信頼できるものか検証するために、注目
する microRNA についてリアルタイム PCR

により validation をする。 

 
４．研究成果 
(１) 結果 
① EGFR変異に特徴的なmicroRNA、KRAS

変異に特徴的な microRNA、ALK 転座に特
徴的な microRNA を正常肺との比較により、
抽出した。(test 症例で有意差があり、かつ



validation 症例でも有意差があったものを選
んだ) 
EGFR 変異に特徴的なもの：17 microRNA 
(トップ 5 は miR-330-3p, miR-196b, 
miR-151-3p, miR-744, miR-628-5p) 
KRAS 変異に特徴的なもの：2 microRNA 
(miR-492, miR-191) 
ALK 転座に特徴的なもの：13 microRNA 
(トップ 5 は miR-100*, miR-376a*, 
miR-154*, miR-323-3p, miR-656) 
 
それぞれの変異に特徴的な microRNA をそ
れぞれの変異を持たない肺癌との比較によ
って抽出しようとしたところ、EGFR 変異と
KRAS 変異に特徴的な microRNA は抽出さ
れず、ALK 転座に特徴的な 3個の microRNA

が抽出された(miR-100*, miR-100, 
miR-485-5p)。 
この3個のmicroRNAについてリアルタイム
PCR を施行した所、いずれも有意差を持って、
リアルタイム PCR の結果とマイクロアレイ
の結果が相関していた。 
 
② 正常肺との比較でそれぞれの変異に特徴
的だった microRNA を使用し、それらに特徴
的なパスウエイを解析した。 

EGFR 変異に特徴的であった 17 個の
microRNA からは p70S6K Signaling、EGF 
Signaling などのパスウエイが、KRAS 変異
に特徴的であった 2 個の microRNA からは
Clathrin-mediated Endocytosis Signaling、
EGF Signaling などのパスウエイが、ALK

転座に特徴的であった 13 個の microRNA か
らは RANK Signaling in Osteoclasts、CD27 
Signaling in Lymphocytes などのパスウエ
イが特徴的なパスウエイとして抽出された。 
 
③ 肺腺癌 81 例と正常肺 15 例に肺小細胞癌
35 例を加えて階層クラスタリングを施行し
た。小細胞癌は小細胞癌だけで独立した群を
形成する SCLC1 群(21 例)と肺腺癌とともに
群を形成する SCLC2 群(14 例)の 2 群にクラ
スターされた。Kaplan-Meier 生存曲線では、
小細胞癌だけで独立したクラスターを形成
した SCLC1 群は腺癌とともにクラスターさ
れた SCLC2 群よりも有意に予後が悪かった 
(P = 0.039)。 
 
(２) 考察 
① microRNA マイクロアレイにより、EGFR

変異、KRAS 変異、ALK 転座に特徴的な
microRNA を抽出した。さらにパスウエイ解
析を追加することで、抽出された microRNA

の働きを探った。抽出された microRNA は
microRNA を標的とする治療に応用できる
可能性があるため、公開マイクロアレイデー
タを使ったvalidationや細胞株レベルの実験

などによって、さらなる検討が必要である。 
 
② microRNA 発現レベルの解析で、肺小細
胞癌が予後に有意に差のある 2群に分類され
たのは、非常に興味深い。2 群で特徴的に発
現差のある microRNA は診断・治療に応用で
きる可能性があるため、同様に公開マイクロ
アレイデータを使ったvalidationや細胞株レ
ベルの実験による、さらなる検討を要する。 
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