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研究成果の概要（和文）：肺癌において、autocrine motility factorのターゲットであるAKT周辺遺伝子の解析
を行うとともに、肺癌におけるAkt発現に関して免疫組織化学的解析を行い、臨床病理学的各因子及び予後との
相関について検討した。total-Akt、Akt1、Akt2、Akt3がそれぞれ61%, 47%, 41%, 23%の症例で過剰発現してい
ることを見出した。Akt2、p-Akt、cytoplasmic-p-Aktの発現はリンパ節転移と有意に相関していた。AKT1及び
AKT2遺伝子の増幅は腫瘍径と相関していた。total-Akt、p-Akt、Akt1-3の発現は予後と有意な相関はなかった。

研究成果の概要（英文）：Immunohistochemical staining for 108 cases revealed overexpression of total 
Akt, Akt1, Akt2 and Akt3 in 61.1, 47.2, 40.7 and 23.1%, respectively, and phosphorylated Akt in 42.6
% of cases.Expression of total Akt, Akt2 and Akt3 were frequently observed in small cell carcinoma, 
but phosphorylated Akt and Akt1 were more frequently observed in squamous cell carcinoma.Although "
FISH-positive" AKT1 and AKT2 gene increases (amplification/high-level polysomy) were found 
exclusively in the cases overexpressing total Akt, Akt1 or Akt2, respectively, AKT3 increase was 
irrelevant of Akt3 expression. Statistically, expressions of Akt2, p-Akt and cytoplasmic-p-Akt were 
correlated with lymph node metastasis . Although AKT1 and AKT2 gene increase showed positive 
correlation with, or trend towards a positive correlation with tumor size , AKT3 did not.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
肺癌において、EGFR-Aktの相互関係、制御機構の意義を推定することができ、肺癌症例の層別化、個別化に結び
付くことが期待される。さらに、臨床Stage分類では予見できない進展の早い癌、術後早期再発例を抽出するこ
とで、癌症例の更なる細分化につながる可能性がある。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
進行肺癌に対する術後療法や再発例に対する化学療法は、個々の症例の病理学的或いは分子生
物学的背景に基づいた“個別化治療”の時代になりつつある。受容体型チロシンキナーゼ(RTK)
をはじめ、細胞内エフェクター分子も含めた遺伝子異常、蛋白過剰発現の網羅的解析に立脚し
た国内外でのゲノム創薬は癌研究の大きな柱の一つとなっている。我々は分子レベルで EGFR
等の遺伝子、蛋白発現異常と下流因子活性化の関連の多様性を見出したが、臨床 Stage 分類で
は予見できない進展の早い癌、術後早期再発例の存在にも注目し、癌症例の更なる細分化の必
要性を考えるに到った。特に最近では、化学療法の効果に直結する EGFR-Akt-mTOR の系を
解析し、Akt の重要性を報告した。我々はガイドラインに則った治療プロトコールに加え、こ
うした多因子を用いた詳細なプロファイリングによる層別化、個別化が必要と考え、個々の癌
の形質(増殖、浸潤、転移、治療抵抗性)を規定する複数の因子による解明を目標としている。
一方で、今回我々が企図している、AMF を軸とした浸潤、転移に着目した複数因子の解析研
究の報告は現在までほとんど無いのが現状である。 
 
２．研究の目的 
本研究では AMF とその制御関係にある分子群に着目し、これらの分子の発現と相互作用の多
様性に基づいた癌の細分化、個別化を行う。（1）解糖系酵素としての AMF の発現と PET 値の
関連の解析､（2）浸潤促進因子としての AMF と AKT の関連､さらには分解系蛋白質である
AMFR の発現パターンも含めた解析、（3）Akt を制御し、AMF とのクロストークも予想され
る EGFR に関して、その過剰発現、遺伝子増幅、変異の解析、を行い、術前の PET 所見、局
所、脈管侵襲、術後経過、化学療法感受性との関連など臨床的各因子と相関を解明する。以上
の検索から予後不良群或いは良好群を抽出することの可否を明らかにする。また、分解系蛋白
質として機能する AMF receptor(AMFR)、AMF のターゲットである Akt の異常、EGFR
変異等も解析対象に加える。これらの遺伝子、蛋白質の解析を念頭に、術前の PET 所見
や切除標本における原発巣及びリンパ節転移における各分子の発現に関しても解析を行い、
個々の症例ごとに複数の活性化エフェクターを特異的に抑制する多分子標的療法を目指し
て、EGFR-Akt/AMF-AMFR ネットワークの多様な制御機構を包括的に解析する。 
 
３．研究の方法 
肺癌を対象として、近年、癌の代謝活性と浸潤、転移の両面に関与する事で注目されているAMF
を中心に、そのターゲットである Akt 周辺遺伝子、蛋白質の異常、受容体である AMFR の発
現を精査し、臨床病理学的因子との関連を解析する。（1）糖代謝の観点から術前 PET におけ
る SUV(standard uptake value)との相関、（2）浸潤の観点から、リンパ節転移、術後早期再
発等の臨床的背景との関連、（3）AMF は我々が解析を続けてきた EGF(R)-AMF-Akt の系にも
関与しており、EGFR の遺伝子増幅、変異、AKT の遺伝子変化、活性化異常との相互関係、（4）
AMFR は蛋白分解系因子なので、他の分解系蛋白質(Pirh2, Skp2)、それらのターゲット分子で
ある p27 蛋白質発現、リン酸化異常を解析する。実験手法は、外科的切除された肺癌病理組織
検体で各特異的抗体を用いた免疫組織染色、新鮮材料が入手できた症例については
immunoblotting、定量 RT-PCR で行う。 
 
 
4. 研究成果 
（1） 肺癌において、自律型細胞運動刺激因子 autocrine motility factor(AMF)のターゲット

である AKT 周辺遺伝子の解析を行うとともに、肺癌における Akt 発現に関して免疫組
織化学的解析を行い、臨床病理学的各因子及び予後との相関について検討した。108
例の肺癌組織の免疫組織学的検討により、total-Akt、Akt1、Akt2、Akt3 がそれぞれ 61%, 
47%, 41%, 23%の症例で過剰発現していることを見出した。個別にみると、total-Akt は
小細胞癌では 62%の症例で強発現していた一方、腺癌では 40％の症例で発現していた
にすぎなかった。Akt2、Akt3 は小細胞癌で、Akt1 は扁平上皮癌で高頻度に発現してい
た。Akt2、p-Akt、cytoplasmic-p-Akt の発現はリンパ節転移と有意に相関していた。
Epidermal growth factor receptor (EGFR)の変異は腺癌 44 例のうち 19 例に認めた。腺癌に
おける EGFR の変異例と予後は有意な相関はなかった。EGFR の変異と total-Akt、p-Akt、
Akt1-3 の発現との関連についても検討したが有意な相関はなかった。Akt の発現及び活
性化と喫煙歴について相関はなかった。免疫染色による Akt の発現と AKT 遺伝子の増
幅とは相関していることを確認した。AKT1 と AKT2 に関して FISH 陽性の腫瘍はすべ
て total-Akt 及び p-Akt の過剰発現が認められたが、AKT3 については発現が認められな
かった。AKT1 及び AKT2 遺伝子の増幅は腫瘍径と相関していた。予後との関連につい
ては、病理学的 T 因子と N 因子は予後と有意な相関があったが、total-Akt、p-Akt、Akt1-3
の発現は予後と有意な相関はなかった。これらの結果から、肺癌において、EGFR-Akt
の相互関係、制御機構の意義を推定することができ、今後 AMF 及び AMF 受容体の系
との相関関係を明らかにすることで、肺癌症例の層別化、個別化に結び付くことが期
待される。 

（2） 肺癌検体を用いて AKT1,AKT2 遺伝子の増加群で変動する miRNA を解析した。その



結果、リンパ管侵襲の高度な癌では miR-200a,miR-200b が有意に低い発現であった。
さらに病理病期 I,II 期の癌では、miR-200a は AKT1+群と比較して AKT2+群で高度に
発現していた。miR-200a は ZEB1 や E-cadherin の発現との有意な相関は認められな
かった。 
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