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研究成果の概要（和文）：FANTOM5プロジェクトにより公開された17種のNSCLC細胞株と16種の正常肺上皮肺胞のCAGEデ
ータを比較し、NSCLCに極めて特異的に発現するMYEOVを同定した。siRNAによるノックダウンにより、MYEOVがNSCLCの
増殖・上皮間葉転換・浸潤に寄与していることが明らかとなった。またMYEOVの発現はDNAメチル化に大きく依存してい
た。予後解析ではMYEOV高発現群では有意に予後不良であった。MYEOVは治療ターゲットや予後予測のバイオマーカーと
して極めて有望であり、今後の臨床への応用が期待される。

研究成果の概要（英文）：By comparing the CAGE profiles of 17 NSCLC cell lines and 16 normal lung 
epithelial cells obtained from FANTOM5 database revealed that MYEOV showed particularly high gene 
expression levels, which was confirmed in several independent NSCLC datasets. Functional studies 
indicated that MYEOV promotes cell proliferation, survival and invasion. Higher MYEOV gene methylation 
was associated with lower expression in NSCLC, and MYEOV was epigenetically silenced in the normal lung. 
Survival analysis revealed that MYEOV expression was associated with poor prognosis in NSCLC patients. 
Our findings pave the way for the potential application of MYEOV as a therapeutic target or diagnostic 
marker.

研究分野：呼吸器
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１．研究開始当初の背景 

肺癌は癌による死亡の部位別で最多であ

り、全世界で年間約137万人が死亡している。

早期の非小細胞肺癌（NSCLC:non small cell 

lung carcinoma）は外科切除による完治が望

めるが、多くは切除不能の状態で発見され抗

癌剤で治療を行うものの効果は乏しく予後

不良である。近年では EGFR 遺伝子変異や

EML4-ALK 融合遺伝子などの発見により、劇的

な効果を示す分子標的治療が主流となって

きている。このような遺伝子診断と分子標的

治療の進歩とともに、治療薬の効果予測、副

作用予測および予後予測を可能にするゲノ

ムバイオマーカーが近年注目されている。 

近年の次世代シーケンサーを中心とした

ゲノミクス技術の大幅な進歩はがん研究の

在り方を大きく変えつつある。 CAGE

（Cap Analysis of Gene Expression）法は

理化学研究所により開発された技術で、CAP

修飾されたmRNA分子の5’末端配列を切り出

し塩基配列を決定する技術である。CAGE 法で

は①転写開始点解析、②遺伝子発現プロファ

イリング、③遺伝子構造解析、④プロモータ

ー部位予測、⑤転写因子結合モチーフ解析、

⑥エンハンサー解析などが可能であり、今後

の応用が期待されている。 

FANTOM5 (Functional ANnoTation Of the 

Mammalian cDNA)プロジェクトでは、CAGE 法

を用いて約1,000種類の正常細胞や正常組織

を解析し、正常細胞に関する体系的な定義を

した。本研究立案者は FANTOM5 プロジェクト

で公開された豊富な正常細胞・正常組織の

CAGE データに注目した。CAGE 法は遺伝子発

現解析の新たな手法であるがこれまで肺癌

を含めた癌のバイオマーカーの探索に用い

られたことはなく、未知のバイオマーカーの

発見できる可能性を考え今回の研究の着想

に至った。 

 

 

２．研究の目的 

本研究ではFANTOM5により公開された豊富

な正常細胞や組織の CAGE データを用いて、

肺癌細胞株と正常細胞・組織における遺伝子

の発現解析を行い、新たな肺癌のバイオマー

カーとなりうる遺伝子を同定することを目

的とする。また同定された遺伝子の機能解析、

予後解析を行い肺癌の診断・治療への応用の

可能性を検討する。 

 

３．研究の方法 

(1) NSCLC に特異的に発現する遺伝子の同定  

17 種類の NSCLC 細胞株と 16 種類以上の気

道・肺胞由来の初代培養細胞の CAGE データ

を入手し、Bioconductor の edgeR のアルゴリ

ズムを用いて発現比較を行った。Validation

として既存の正常肺と肺癌組織の cDNA マイ

クロアレイデータをGEOから入手し検討した。

さらに肺癌細胞株と正常肺上皮細胞を用い

て qPCR で MYEOV の発現を評価した。 

(2) 候補遺伝子の機能解析 

(1)により候補に挙がった遺伝子について、

①siRNA によるノックダウンの実験系の構築,

②増殖能の評価,③上皮間葉転換への影響の

評価,④浸潤能の評価,⑤microarray による

網羅的解析、を行い loss of function によ

り遺伝子の機能解析を行った。 

(3) 候補遺伝子の発現制御メカニズム解明 

肺癌細胞・組織の遺伝子発現データと紐づけ

できる①KRAS・EGFR、ALK・RET・ROS1 などの

遺伝子変異、②遺伝子コピー数、③DNA メチ

ル化などの有する公共データを入手し、同定

された遺伝子の発現量とこれらのパラメー

タとの相関を解析した。 

(4) 予後評価 

①予後データの存在する cDNA microarray デ

ータを GEO から入手し、予後解析とその解析

を行う。②Uppsala 大学の 345 例の肺癌組織

アレイを用いてタンパクレベルでの発現の

予後解析を行う。 



４．研究成果 

(1) MYEOV の同定 

17 種類の NSCLC と 16 種類の正常肺上皮細胞

の比較により、NSCLC に極めて特異的に発現

する MYEOV（MYEloma OVerexpressed）遺伝子

が同定された（図 1A, FDR＝2.51×10-38）。

MYEOV は 11 番染色体長腕（11q13）に存在し、

2000 年 に 胃 癌 の DNA か ら NIH/3T3 

tumorigenicity assayを用いて同定された遺

伝子であり、B 細胞系悪性腫瘍などを始めと

して様々な悪性腫瘍で遺伝子再構成が確認

されている。MYEOV は胃癌や大腸癌では癌細

胞の増殖や浸潤への関与が示唆されている

が、肺癌に関しての解析はこれまで報告はな

く新規性があると考えられる。Validation と

して公開されている 3 つの cDNA microarray

データ（GSE32863, GSE19188, GSE31210）を

用いて肺癌組織と正常組織のMYEOVの発現比

較を行ったが、いずれも有意に肺癌組織での

高発現を認めた(図 1B)。また定量 PCR にて

NSCLC 細胞株と肺上皮細胞の発現を確認した

ところ肺癌細胞株(H441, AA549, EBC-1)で明

らかに MYEOV の高発現を認めた（図 1C）。 

 

 

(2) MYEOV の機能解析 

① siRNA の実験系の構築 

Invitrogen 社の Stealth RNAi で MYEOV-high

細胞（A549、H441）でノックダウンを行い、

qPCR で良好なノックダウンの確認をした。 

② 細胞増殖能 

MYEOV をノックダウンした A549、および H441

の細胞増殖能をセルカウントで評価したと

ころ、MYEOV ノックダウン群で増殖能の著し

い低下を認めた（図 2左）。 

③ 上皮間葉転換への影響 

A549 で MYEOV をノックダウンしたところ、上

皮系マーカーである E-cadherin の発現上昇

を認め、MYEOV が EMT の制御をしている可能

性が示唆された（図 2 中）。 

④ 細胞浸潤能 

A549 で MYEOV をノックダウンし matrigel 

invasion assayにより浸潤能の評価を行った

ところ、MYEOV ノックダウン群で浸潤細胞の

減少を認めた(図 2右)。 

⑤ トランスクリプトーム解析 

MYEOV をノックダウンした A549 を用いて 

cDNA microarrayによる網羅的解析を行った。

MYEOV により制御される遺伝子群の抽出を行

い、MYEOV の下流に存在すると思われる遺伝

子を同定することができた。 

 

 

(3) MYEOV の発現制御メカニズムの解明 

① KRAS/EGFR 遺伝子変異との相関 

CCLE （ Cancer Cell Encyclopedia ） や

E-MTAB-2706 の遺伝子変異（EGFR・KRAS）と

MYEOV の発現量を対応させたところ、KRAS 変

異群で有意に MYEOV の高発現を認めた。 

② 遺伝子コピー数との相関 

CCLEでは一部の細胞株でMYEOVのコピー数増

加を認めたが、MYEOV 遺伝子の発現量との相

関は認められなかった。 

③ メチル化との相関 

GSE36216(イルミナの 450K メチル化アレイ)

と E-MTAB-2706（RNA-seq）とを対応させた。

MYEOV のプロモータ領域のメチル化と遺伝子

発現は極めて強い負の逆相関を認めた

（Spearman’s ρ = -0.81, P <0.001）。さ

らに DBTSS に公開されている 26 個の NSCLC

の BS-seq・RNA-seq より一部の細胞株で



TSS-1500bpからgene bodyにわたって広い範

囲で脱メチル化が起きていた。 

 

(4) 予後解析 

a) 公開されている予後データの得られる 3

つの cDNA microarray データ(GSE31210, 

GSE3141, GSE29013)を入手し、MYEOV 高発現・

低発現の 2 群に分けて Kaplan-Meier による

予後解析を行ったところ、何れも MYEOV 高発

現群にて有意に予後不良であった（図 3）。 

 

b) Uppsala 大学との共同にて NSCLC患者の手

術検体を用いて MYEOV の免疫染色を行った。

NSCLC で高発現群（図 4 上）と低発現群（図

4 下）に分かれた。この結果をもとに今後組

織アレイによる予後解析を行う予定である。 

 

以上より、FANTOM5 のデータベースを活用す

ることにより、NSCLC の新たなバイオマーカ

ー候補であるMYEOVを同定することができた。 

MYEOV は治療ターゲットとしても予後予測の

バイオマーカーとしても有望であり、今後の

臨床への応用が期待される。 

 

上記結果について、現在英文誌へ投稿中であ

る。 
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