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研究成果の概要（和文）：針生検検体について標準化が可能な検体採取保存法を開発した。バイオマーカー診断
では、リアルタイムPCRを基盤とした汎用性が高くかつ1変異検出あたり2500円という安価で検査可能なマルチプ
レックスバイオマーカー診断法を開発した（現在使用可能な分子標的薬はすべてカバーしている）。抗がん剤感
受性試験では最低20,000個という比較的少数の腫瘍細胞でも検査が可能な方法を開発し、細胞障害性抗癌剤につ
いても生検検体での効果予測を可能とした。さらにリンパ節転移を高感度に検出可能な分子診断候補遺伝子を同
定した。また予後不良である微小乳頭状腺癌について遺伝子発現およびメチル化解析を行い、特徴的な遺伝子を
同定した。

研究成果の概要（英文）：Multiplex gene mutation and amplification detection protocol was designed 
with original TaqMan probe. This protocol focused on currently available molecular targeted 
therapeutic agents. It was based on the real-time PCR technology, cost for detection is only 2,
500JPY per one probe set. The drug sensitivity test for cytotoxic chemotherapeutic agents using 
endobronchial needle biopsy specimen was developed based on the CD-DST method. With the improvement 
of image analysis, the novel method only require >20,000 tumor cells for the test and the prediction
 for chemotherapeutic agents can be performed using the small biopsy specimen. We also identified 
the targeted miRNA for ultra-high sensitivity detection of lung cancer metastasis within lymph node.
 In addition, comprehensive gene expression and aberrant DNA methylation analysis was performed for 
micropapillary adenocarcinoma and found the several candidate gene sets for unique character of this
 adenocarcinoma subtype.

研究分野： 呼吸器外科学
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１．研究開始当初の背景 
近年肺癌に対する分子標的薬が開発され、

適切なバイオマーカー診断に基づいて治療
介入がなされた症例では、有意に生存期間が
延長することが示された。ガイドラインでは、
進行肺癌症例におけるバイオマーカー診断
は、肺癌治療開始前に施行すべき必須の検査
であるが、実際の臨床ではバイオマーカー診
断のための検体採取が困難なことも多い。ま
た複数のバイオマーカーの同時検出法は、研
究段階であり、特に生検検体を用いるバイオ
マーカー診断ではサンプル量が限られてい
ることから、一般化には至っていない。生検
検体の利用も含めたマルチプレックスバイ
オマーカー検索システムの開発は急務であ
り、従来の細胞障害性抗癌剤についても生検
検体からの抗癌剤感受性検査法の開発が望
まれていた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、我々がこれまでに培ってきた

微小生検検体による分子生物学的解析技術
を応用し、生検検体診断をもとにした個別化
治療法の開発を目的とした。実際の臨床使用
を念頭に置いた以下の 4つの研究目標を置き、
研究を開始した。 
目標１：病理診断とバイオマーカー診断を両
立させる生検検体処理の最適化。 
目標２：微小検体を用いたマルチプレックス
バイオマーカー診断法の開発。 
目標３：微小生検検体を用いた抗がん剤感受
性予測法（感受性試験）の開発。 
目標４：リンパ節転移腫瘍細胞という検体の
特殊性を活かした新規バイオマーカーの探
索。 
 
３．研究の方法 
本研究期間は 3 年とし、気管支鏡生検検体

の採取および検体バンキングを継続しなが
ら、各目標に対して解析を行った。 
目標１に関しては、各種検体採取保存液を生
検検体に応用し、病理学的評価および拡散保
存状態について解析を行った。 
目標２に関しては、PCR をベースとした安価
なマルチプレックス遺伝子異常検出法を開
発し、臨床検体を用いた診断精度についての
検討を行った。 
目標３に関しては、生検検体を用いた腫瘍細
胞の培養法の開発を行うとともに、培養腫瘍
細胞を用いた抗癌剤感受性試験および臨床
効果との比較検討を行った。 
目標４については、超音波気管支鏡ガイド下
針生検は、低侵襲かつ高精度な診断が可能で
あるが、針生検であるため、縦隔鏡生検と比
較し陰性的中率が低い点、微小検体のため病
理学的診断が困難な場合がある点、微小転移
の検出において検出感度が低い点などが問
題とされている。このため、バイオマーカー
による分子診断の可能性が模索されており、
我々はホルマリン固定パラフィン検体でも

解析が可能であり、検体の取り扱いが容易で
あることなどから、miRNA による超高感度
リンパ節転移診断法の開発を行った。 
また、エピゲノム異常についてポリコーム遺
伝子を中心に網羅的メチル化解析を行うと
ともに、遺伝子発現についても予後不良組織
亜型を対象に、とくにリンパ節転移に注目し
て、次世代シークエンサーを用いた網羅的遺
伝子発現解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1)生検検体処理の最適化 
これまで生検検体は一般に生検検体用のカ
セットにろ紙と共に検体を保存し、その後ホ
ルマリンで固定する方法が一般的であった。
超音波気管支鏡検体においても、我々の開発
した Tissue Coagulation Clot 法が一般に用
いられてきたが、これらの方法ではとくに針
生検検体において、検体のロスが多く、また
長時間のホルマリン固定による核酸保存へ
の影響が懸念された。 
我々は複数の細胞保存液に注目し、サイトラ
イト液を用いた針生検検体保存処理法を新
たに開発し、報告した。 

 
新たな方法では、組織の構築は従来法と比較
しても遜色なく保たれ、H.E.および各種免疫
染色での染色性も問題なかった。溶血により
赤血球が除去されることから、血液混入の多
い検体では、むしろ病理学的診断を行いやす
いという利点がみられた。DNA 収量および
断片化に関しても従来法と差は無く、EGFR
遺伝子変異解析の結果は従来法と差を認め
なかった。さらに新たな方法では、サイトラ
イト液中では核酸保存への影響を最小限に
抑えられるため、長時間保存によるリスクを
回避できるため、特に週末に行われる生検検
査において有用であることを報告した。 
 
(2)マルチプレックス診断法の開発 
我々はかねてより、RT-PCR と High 

Resolution Melting (HRM) 法を用いた、安
価かつ迅速なバイオマーカー診断法を報告
してきた。主に肺腺癌を念頭に置いた 6 種
（EGFR・ALK・ROS-1・RET・KRAS・BRAF）
のバイオマーカー診断に加え、主に肺扁平上
皮癌を対象とした FGFR1・c-MET・c-MYC・
MDM2・DDR2・PIK3CA の 6 つの遺伝子異
常検出系を構築した。なお、遺伝子変異
（DDR2・PIK3CA mutation）に関しては従



来通り HRM 法による検出を行ったが、遺伝
子増幅の検出が必要な FGFR1・MDM2・
c-met・c-mycに関してはRNasePが CNV(コ
ピー数多型)測定時に用いる二倍体コントロ
ール遺伝子であり、これまでの文献・測定結
果から（1≒0.75～1.25 の範囲であることが
分かっている)、/RNaseP ratio 1.25x2＝2.50 
以上が遺伝子増幅検出におけるカットオフ
値と仮定した。この結果、73 検体(扁平上皮
癌 53 検体、腺癌 20 検体)を対象に解析を行
い、Ratio 3.0 以上であったものが、FGFR1 4
検体/73 (5.4%)、c-myc  2検体/73 (2.7%)、
MDM2 5 検体/73 (6.8%)、c-met 遺伝子増幅
は検出されなかった。 
なお、H29 年度に

FISH による遺伝子
増幅の検証を行った。
その結果、FGFR1 に
ついては全例で遺伝
子増幅の確認であっ
た。PCR をベースと
した遺伝子増幅検出法が確立できたと考え
られる。しかし、他の遺伝子に関してはシグ
ナル不良のため検出ができなかった。検体お
よびプローブの問題があったと考えられ、今
後、新たな検体での確認を行う予定である。 
 
(3)微小生検検体を用いた細胞障害性抗がん
剤に対する感受性試験の開発 
 文書による同意が得られた 34 症例を対象
に、超音波気管支鏡ガイド下針生検施行時に
3 回の追加穿刺を行い、腫瘍細胞の培養を行
った後、CD-DST 法による抗がん剤感受性試
験を行った。なお、迅速細胞診断にて悪性細
胞を認め、診断に必要な十分量の検体が得ら
れたことを確認している。 

 
採取腫瘍細胞数の検討では、3 回の追加穿

刺により平均 3.0x105 個の腫瘍細胞が採取さ
れた。腫瘍細胞培養は 27 例（79%）で成功
した。さらに CD-DST 法においては、解析時
の画像解析法において撮像画像の解像度を
改良することにより、2.0x104 個程度の比較
的少量の採取細胞においても CD-DST 法に
よる抗がん剤感受性試験が可能となった。
CD-DST 法による抗がん剤感受性試験では、
有効と予測された薬剤に対する RECIST を
もとにした臨床成績は、PR 4 例（80%)、SD 
1 例（20%)であった一方で、無効と予測され
た薬剤に対しては、CR+PR 3 例（33%）、PD 
6 例（66%）であり、抗癌剤感受性試験の化

学療法効果予測に関する感度は 62.5%、特異
度は 83.3%であった。 

 
(4)リンパ節転移検体による新規バイオマー
カーの探索 
 
①リンパ節転移に関する超高感度バイオマ
ーカー診断法の開発 
 事前の超音波気管支鏡検体によるリンパ
節転移陽性および陰性検体を用いた miRNA
マイクロアレイ解析の結果から、転移の有無
を鑑別しうる miRNA 候補として、miR-200a、
miR-200b、miR-200c、miR-141、let-7e の
miR-200 familyに属する5種のmiRNAを同
定した。これらの候補遺伝子について、新た
な検体サブセットで、確認を行った。その結
果、すべての候補について良悪性で miR 発現
に有意差を認めたものの、ROC 解析の結果
miR-200c が最も高感度にリンパ節転移を検
出できることが判明した。また、miR-200c
の発現は、凍結検体、パラフィン包埋検体の
いずれでも有意な発現差を認めることが分
かった。本法を、リンパ節転移診断が困難と
考えらえれる術前導入療法後の再生検症例
検体に適応したところ、針生検検体の病理診
断では検出できなかった転移を検出できる
ことが分かり、miR-200c によるリンパ節転
移診断の可能性が示唆された。 
 
②微小乳頭状腺癌における遺伝子発現解析
および網羅的メチル化解析 
 当科での臨床研究により、肺腺癌のうち微
小乳頭状成分を有する肺腺癌では、臨床病期
にて比較的早期と考えられた症例において
も、リンパ節転移を高頻度に来すことが判明
した。しかし、微小乳頭状腺癌の診断は切除
検体で行う事が一般的であり、生検検体での
診断は困難である。このため、微小乳頭状成
分の検出およびリンパ節転移や再発に関連
する遺伝子検出を目的とし、遺伝子解析を行
った。 
 次世代シークエンサーを用いた網羅的遺
伝子発現解析では、GO 解析において
Extracellular exosome、Extracellular space、
Secreted、Signal 等に分類される遺伝子群が
高発現していることが判明した。さらにこれ
らの遺伝子群から、微小乳頭状腺癌に特徴的
な高発現遺伝子をスクリーニングし、現在ま
でに 5 種類の遺伝候補遺伝子とし、real-time 
PCR による確認が終了した。今後、免疫染色



等も含め、診断バイオマーカーとしての有用

性について確認を進めていく方針である。 
インフィニウムビーズチップアレイを用

いた網羅的 DNA メチル化解析では、クラス
タリング解析の結果、微小乳頭状腺癌は、高
頻度にメチル化を有することが判明した。 

GO 解 析 に お い て は 、 Regulation of 
transcription, DNA-templated 、 Positive 
regulation of transcription from RNA 
polymerase II promotor、Sequence-specific 
DNA binding 等の遺伝子群が高頻度にメチ
ル化していることが判明した。今後、遺伝子
発現解析の結果と共に、これらの遺伝子の機
能についての解析を進めていく予定である。 
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