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研究成果の概要（和文）：われわれは、血管新生に関連する遺伝子を含めた、5つの遺伝子（LINE-1、SLIT2、MAL、IGF
BP7、IRF8）について、非小細胞肺癌の発癌浸潤における役割を調べた。その結果、非小細胞肺癌においては、LINE-1
が低メチル化しており、他のSLIT2、MAL、IGFBP7、IRF8については高メチル化による発現低下をしていた。いずれも非
癌部肺組織と比較して癌特異的な変化であり、発癌機序解明、治療開発に貢献するものと考えられた。

研究成果の概要（英文）：We examined a role of five genes ( LINE-1, SLIT2, MAL, IGFBP7, IRF8 ) including th
e gene which relates to angigogenesis, in terms of the carcinogenesis and invasion of non-small cell lung 
cancer (NSCLC).  As a result, in NSCLC, LINE-1 was hypomethylated and expressions of other SLIT2, MAL, IGF
BP7, and IRF8 were lowered by hypermethylation of their genes.  Because the changes were tumor-specific wh
en compared with non-malignant lung tissues, further study will clarify the mechanism of carcinogenesis of
 NSCLC and will contribute to the new treatment of NSCLC.
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１．研究開始当初の背景 
VEGF シグナルを介した血管新生は、乳癌

や、授乳期の乳腺組織で研究がおこなわれて
いる（PNAS 107:10520-5, 2010. Cancer Res 
68:7819–7827, 2008）。それらによれば、癌
などの病的状態では、SLIT 発現低下、Robo
発現低下、また CXCR4 受容体発現亢進と
CXCL12 分泌タンパク増加により、VEGF シ
グナルが異常亢進している。その結果として、
①腫瘍組織内血管新生が起こり、②VEGF 誘
導血管内皮細胞間の接合が解除され、腫瘍細
胞漏出や転移などが引き起こされる。ただし、
これらの異常状態は、各シグナルの一部を研
究したものを組み合わせたもので、全体的な
シグナルの関連、相互作用というものはわか
っていない。 
 特に肺癌では、これら、SLIT- ROBO シグ
ナル、CXCR4-CXCL12 シグナルが、どのよ
うに VEGF シグナルに影響を与えているか、
どのような役割を果たしているかは、不明で
ある。 
 
２．研究の目的 
非小細胞肺癌における SLIT2、SLIT3、

ROBO1-4 の発現と各因子間の関係を調べる。 
 

３．研究の方法 
非小細胞肺癌細胞株 20 種を用いて、以下

の解析を行う。 
（１）RT-PCR 法による mRNA 発現レベル
の確認 
 SLIT2 と SLIT3、ROBO1～ROBO4、
CXCL12、CXCR4、VEGF の mRNA 発現レ
ベルを確認する。 
いくつかの細胞株で、SLIT2 と SLIT3、
ROBO1～ROBO4 の何れかが発現低下、
CXCR4 の高発現、そして VEGF 高発現が認
められることが予想される。発現低下してい
る遺伝子に関しては、脱メチル化試薬による
発現回復の有無を確認、異常メチル化が発現
低下の原因であるかを確認する。特に SLIT2
は異常メチル化の関与が報告されている
（Cancer Res 62; 5874–80, 2002）。 
（２）一方、本研究が計画通りに進まない場
合の対策として、癌に関連する可能性のある
遺伝子（LINE-1, MAL, IGFBP7, IRF8 ）に
ついて、非小細胞肺癌における役割について
検討することとした。 
 
４．研究成果 

SLIT2 の異常メチル化について検討した。
従来通りの MSP 法（methylation specific 
PCR）で検討した（図１）。 
しかし残念ながら、図に示すように、腫瘍と

非癌部肺組織と明確に区別することは出来

なかった。そのため、今後のメチル化の定量
には、Pyrosequence 法を用いることとした。
その一例を図２に示す。 
以降の実験で肺癌細胞株 9 個を用いた。ま

た熊本大学呼吸器外科で 2010 年より 2011
年に手術を行った 80 例の肺切除検体を用い
た。 
まず SLIT2 の異常メチル化について検討し
た。さらに、当初の実験がうまく行かない場
合も想定し、ゲノム全体の低メチル化を反映
すると言われる LINE-1 の低メチル化を測定
した。また、他に MAL、IGFBP7 の異常メ

チ ル 化 も測 定 し た 。 す べ て測 定 に は
Pyrosequencing 法を用いた。また EGFR 遺
伝子変異検索を Direct sequence 法で行った。 
肺癌腫瘍株の検討では、発現と異常メチル
化の逆相関が SLIT2 で９／９、MAL で８／
９、IGFBP7で５／７と良好な関係を示した。
すなわち、これらの遺伝子は主に異常メチル
化によって発現制御を受けていることが示
唆された。 
また原発巣の検討では、非癌部肺組織と比

較して ROC curve を測定し、cut-off 値を求
めた（図３）。その結果、LINE-1 は 53％の
症例で低メチル化を認めた。SLIT2、MAL、
IGFBP7 はそれぞれ、67%、42%、55%の症
例で異常メチル化を認めた。 

 



以上から、SLIT-ROBO シグナルにおける、
SLIT は非小細胞肺癌で、重要な役割を果た
していることが示唆された。 

 
次に、われわれは、非小細胞肺癌の細胞株

13 株を用いて、interferon regulatory factor 
8 (IRF8) 遺伝子の異常メチル化について
Pyrosequence 法を用いて検討した。IRF8 は
インターフェロン γ によって誘導されるイン
ターフェロン調節因子ファミリーの一つで
ある。IRF8 は免疫応答やその他さまざまな
生理学的調節を司っている。腫瘍との関連で
は、Irf8 欠損マウスでは慢性骨髄性白血病を
発生する、インターフェロン γ に誘導された
IRF8 は大腸癌細胞でアポトーシスを誘導す
る、などの報告がある。 
本年度の研究では肺癌細胞株10株に IRF8

遺伝子の異常メチル化を認めた。mRNA 発現
レベルと逆相関しており、異常メチル化が
IRF8 発現抑制の主原因と考えられた。切除
症例 191 例の検討では、非癌部肺組織と比較
して有意にメチル化の程度が高く、頻度も高
かった。191 例中 94 例で IRF8 の免疫染色を
行い、蛋白発現を調べた。腫瘍組織において
も、IRF8 異常メチル化と蛋白発現は逆相関
を示した。原発巣組織においても、異常メチ
ル化が IRF8 発現抑制の主原因と考えられた。
IRF8 異常メチル化は EGFR wild type 症例
で高頻度に認められた。腺癌症例で IRF8 異
常メチル化は再発予後予測因子になった。ま
た、IRF8 免疫染色による蛋白発現の検討で
は、男性、喫煙者、非腺癌、EGFR wild type
症例、または進行症例で高頻度に発現低下を
認めた。 
本研究全体を通して、血管新生関連遺伝子

と肺癌の関係を明らかにしていった。特に、
重要課題であった SLIT2 に関しては、異常メ
チル化の報告があったものの、われわれの施
設での通常の Methylation Specific PCR 
(MSP)法では再現できなかった。今回、異常
メチル化測定に Pyrosequence 法を用いるこ
とで、MSP 法では検出出来ない異常メチル
化を定量的に測定できた。実際、SLIT2 は非
癌部肺組織と比較して有意に癌組織で異常
メチル化を来しており、癌特異的変化である
ことがわかった。 

 
最終報告 
われわれは、血管新生に関連する遺伝子を

含めた、5 つの遺伝子（LINE-1、SLIT2、
MAL、IGFBP7、IRF8）について、非小細
胞肺癌の発癌・浸潤における役割を調べた。
その結果、非小細胞肺癌においては、LINE-1
が低メチル化しており、他の SLIT2、MAL、
IGFBP7、IRF8 については高メチル化による
発現低下をしていた。いずれも非癌部肺組織
と比較して癌特異的な変化であり、発癌機序
解明、治療開発に貢献するものと考えられた。 
 
 
略語説明 
・LINE-1 (Long interspersed nucleotide 
element 1) 
Indicator of global DNA methylation 
・SLIT2 (Slit homolog 2 (Drosophila)) 
Suppressing tumor growth by 
coordinating regulation of the β-catenin 
and PI3K/AKT pathways 
・MAL (Myelin and lymphocyte protein 
gene) 
T-cell differentiation protein 
・ IGFBP7 (Insulin-like growth factor 
binding protein 7) 
Apoptosis in malignant tumors 
・IRF8(Interferon regulatory factor 8) 
Transcription factor that plays critical 
roles in the regulation of lineage 
commitment and in myeloid cell 
maturation. 
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