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研究成果の概要（和文）：肺癌症例の遺伝子発現情報の解析を行い、喫煙関連肺癌、特に肺扁平上皮癌において
発現が亢進している遺伝子群、マイクロRNA（miRNA）群を抽出した。正常肺組織、肺腺癌と肺扁平上皮癌で比較
検討したところ、扁平上皮癌の予後に関連するmiRNAを見出すことができた。マイクロRNA-mRNAのネットワーク
解析から、これらのmiRNAの標的遺伝子が同定され、この遺伝子は予後に関連していた。これらの結果より喫煙
関連癌、肺扁平上皮癌の発癌過程の解明、治療標的の開発に応用できる可能性があると考えられた。

研究成果の概要（英文）：Squamous cell carcinoma (SqCC) is second major histological subtype of lung 
cancer. Unlike in the case of lung adenocarcinoma (Ad), SqCC has only few molecular target drugs. In
 the mature microRNA(miR) fragments, 34 miRs were identified as the candidates especially for SqCC 
distinguished from Ad. Furthermore, four miRs were up regulated in amplified regions and 
independently associated with poor prognosis in SqCC. Moreover, those who had the tumor with high 
expression in three of four miRs simultaneously showed the worst prognosis. To explore miR-mRNA 
network, we also predicted the target genes for each miRs. MicroRNA will regulate target molecules 
related to carcinogenesis and malignancy in SqCC.

研究分野： 医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
 WHO による The Global Burden of 
Disease project では、2030 年の世界規模の
疾患構成を予測した死因ベスト 10 で、肺癌
は 6 位にランクされ、悪性腫瘍では群を抜い
てトップである。わが国でも肺癌による死亡
者は、1998 年に 5 万人に達してわが国の癌
死因第一位となり、2011 年には 70,292 人と
7 万人を突破、さらに 20 年後には 1.9 倍に増
加すると予想されている。このように、原発
性肺癌は世界の癌死亡原因の 1 位であり、本
邦においても急増しており、最も予後不良な
悪性腫瘍である。 
 肺癌の発症要因で最も重要なのは喫煙で
あるが、その関連の程度は組織型により異な
る。扁平上皮癌および小細胞癌は喫煙との関
連が極めて強いが、腺癌では比較的軽度であ
る。今後の原発性肺癌に対する治療戦略は、
がん細胞の起源（幹細胞）や発癌過程（喫煙・
非喫煙）を考慮して、手術・化学療法・放射
線による集学的治療を組み立てる、個別化医
療が必要とされている。 
 近年、分子標的治療薬の治療効果は、非喫
煙者の肺腺癌における EGFR 変異陽性例や
ALK 転座例に著効を示し、注目を浴びている。
しかし、扁平上皮癌など主に喫煙を発症要因
とする肺癌(全肺癌の約 60％)に対する分子標
的治療薬は未だ開発されていない。 
 近年の技術の進歩により、ヒトの全ゲノム
を 1000 ドルで調べることができるような時
代に突入している。次世代シークエンサー 
Ion Torrent Proton を利用して、がんゲノム
配列の検討が可能となっている。このような
シークエンス技術の進歩により、7000 以上
の多くの症例で遺伝子一つ一つではなく、全
遺伝子の変異を検討すること（Pan-Cancer 
analysis）で遺伝子変異の Signature として
それぞれのがんを分子レベルで細く分類す
ることが可能となることが報告されている。
ミスマッチリペア遺伝子の変異の特徴や抗
がん剤や老化による変異パターンを判断で
き、癌種ごとの特徴も検出可能となる。この
ように直接遺伝子変異を見るのではなく、そ
の変異のパターンを見ることで個々のがん
における遺伝子パスウェイの異常を予測で
きることが解ってきた。さらに遺伝子配列変
異（M パターン）とコピー数変異（C パター
ン）は逆相関し、遺伝子配列変異が少ないが
んではコピー数変異を解析する重要性も認
識されている。 
 
２．研究の目的 
 喫煙関連肺癌において、次世代シークエン
ス解析により癌関連遺伝子の全エクソン解
析を行い、我々がすでに有する肺癌 cDNA 発
現プロファイルおよびマイクロ RNA 発現プ
ロファイルとの比較検討から喫煙関連肺癌
の新しいシグナルパスウェイを解明し、核酸
医薬として応用できるような治療標的を探
索し、検証することを目的とする。 

 また、バイオマーカー探索とその解析結果
のパターン自体がバイオマーカーとなる可
能性を追求し、個々の患者の治療法選択や予
後予測、再発診断、さらに診断プロトコール
の変更、治療レジメの変更、放射線治療の適
応等を予見できる、実用化可能なレベルでの
包括的な分子診断技術の開発および新規治
療標的の探索を目指すものである。 
 
３．研究の方法 
（1）過去の当施設での喫煙関連肺癌症例に
ついて、腫瘍組織と正常組織由来の DNA を抽
出精製し、第 3世代次世代シークエンサーを
用いた CCP パネルで解析を行う。 
 
①Hot Spot の解析:50 以上の Hot Spot（p53
や RAS などのがんで頻度の高い遺伝子変異）
について、通常のサンガーシークエンス法で
は見逃すことが多い 15%以下の腫瘍 DNA 変異
（正常組織の混入によりがん由来DNA比率が
低くなる）を解析する。 
 
②がん関連遺伝子の機能的変異解析:本研究
では409のがん関連遺伝子の全エクソンを解
読することで、比較的希少ながん関連遺伝子
が機能的にがんに関与すると考えられるア
ミノ酸の変化や転写終了コドンを創出する
変異を同定する。この変異の中で、喫煙関連
肺癌に新たに関連する遺伝子を検討する。 
 
③がん関連遺伝子のコピーナンバー変異
（CNV）解析: 次世代シークエンサーによる
解読回数の多い（Coverage が高い）Exome 解
析では、その解読の回数の大小でゲノムコピ
ー数の変化を読み取ることができる。遺伝子
増幅や欠失がどの遺伝子で起こっているか
を、CGH 解析と比較し検討する。 
 
（2）喫煙関連肺癌に関する次世代シークエ
ンサーによる包括的な解析結果と、我々が既
に有する肺癌手術検体の cDNA 発現プロファ
イルおよびマイクロRNA発現プロファイルの
統合解析と公共のデータベースも用いて、新
たなMutation Signatureの提唱をこころみ
る。その Signature そのものが最終的に新た
なバイオマーカーとして活用できるかは確
約できないが、上記解析結果を統合、さらに
既存の臨床症状や生化学、病理検査等を検討
に加えることで包括的な診断法の確立を試
みる。 
 
４．研究成果 
（1）ホルマリン固定パラフィン包埋ブロッ
ク（FFPE）サンプルからと凍結サンプルから
の DNA の比較解析を行ったところ、ホルマリ
ン固定時間の長い症例と脱灰処理を行った
症例ではDNAのクオリティに問題があったが、
250 塩基の PCR 増幅ができた DNA においては
FFPE サンプルであっても、シークエンス結果
に問題は認められなかった。ホルマリンによ



る Cから Tへの変異も、少なくとも当施設で
検討した症例では報告されている様な増加
傾向は認められなかった。我々の施設でのチ
ップへのローディング効率は 80％の高率、シ
ークエンスリードと平均解読長は、7.8Gb を
平均 103 塩基解読と好成績であった。 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
（2）次世代シークエンサーによる解読回数
の Coverage depth は、FFPE のサンプルで、
3 ペアを一度に一つのチップで解析しても、
平均 1000 回以上、95％以上の領域が 100 回
以上解読されており、高深度の Exome 解析で
あった。この遺伝子ごとの解読回数をゲノム
の物理地図上にプロットすると、下図のごと
くゲノムコピー数の変化を類推することが
できた。 
 
 
 
 
 

 
 
（3）The Cancer Genome Atlas に公開されて
いる肺扁平上皮癌、肺腺癌の RNA sequencing 
および SNP array のデータを用いて情報学的
解析を行い、今までの発現データ解析結果を
統合して探索を行ったところ、肺扁平上皮癌
において有意に発現が上昇する 34 のマイク
ロ RNA を同定した。 
 
（4）これらのマイクロ RNA の中で、4種類の
マイクロ RNA（miR-X1,X2,X3,X4）の発現が上
昇（下図、HIGH）している肺扁平上皮癌症例
は有意に予後不良であった。 
 

 
 

 
 

 
 

 
 
こ の 中 で 3 種 類 の マ イ ク ロ RNA
（miR-X2,X3,X4）が同様に発現上昇している
症例（下図、HIGH）の予後は特に不良であっ
た。 
 

 
 
（5）miR-mRNA のネットワーク解析から、3
種類のマイクロ RNA（miR-X2,X3,X4）と関連



する標的遺伝子が同定され、中でも Gene-A
は肺扁平上皮癌症例の予後と関連していた。
（下図） 
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