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研究成果の概要（和文）：上皮間葉転換(EMT)形質を示す肺癌に関し以下の成果を得た．（１）

EMT の分子機構として，クロマチンレモデリング因子 BRG1, BRM の発現消失が関与する可

能性を示した．（２）EMT 形質を示す肺腺癌のバイオマーカーとして CTGF (connective tissue 

growth factor)を同定した．（３）EMT 形質を示す肺腺癌に対し化学療法剤 cisplatin あるいは

分子標的 HDAC, Hsp 90, Proteasome, Jak2 の阻害剤が有効であることを明らかにした． 

研究成果の概要（英文）： The major findings of this project are summarized as follows: (1) 

loss of chromatin remodeling factors, BRG1 and BRM, were closely correlated with and 

may be involved in EMT of lung adenocarcinomas; (2) CTGF (connective tissue growth 

factor) was identified as a biomarker of lung adenocarcinomas with EMT features; and (3) 

lung adenocarcinomas with EMT features were sensitive to cisplatin or one of the 

inhibitors for HDAC, Hsp 90, Proteasome, and Jak2. 
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１．研究開始当初の背景 

肺癌は本邦における悪性腫瘍の死亡数の第
１位を占め，外科治療・化学療法の発達にも
かかわらず，肺癌患者の 5年生存率は未だ
15％程度と予後不良である．このような難治
性の癌に対する治療戦略として，近年，癌の
増殖，浸潤，転移など悪性形質の分子レベル
の理解に基づいた「分子標的療法」が大きな
潮流となっている．肺癌の分子標的としては，
上皮成長因子受容体（以下 EGFR）阻害剤が一
定の効果をあげ現在注目されている．しかし

EGFR阻害剤に反応する症例は非小細胞肺癌
の 40-50％までであり，特に上皮間葉転換 
(EMT, epithelial-mesenchymal transition)
形質を示す症例は EGFR阻害剤に抵抗性を示
すことが明らかとなっている． 
 

２．研究の目的 

本研究では，未だ治療戦略のみえていない
EMT 形質を示す非小細胞肺癌を研究対象とし，
その分子機構と分子標的を明らかにすると
ともに，今後の診断・治療戦略を立てる道筋
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をつけることを目的とする． 
 

３．研究の方法 

（１）細胞株を用いた解析 
①細胞株の種類：非小細胞肺癌 40株（腺癌
35 株，大細胞癌 4 株，腺扁平上皮癌 1株から
構成される）を検討に用いた． 
②遺伝子解析：ゲノムワイドな遺伝子発現プ
ロファイル，コピー数解析，肺癌の主な
driver mutation (EGFR, MET, KRAS, HER2, 
EML4-ALK, etc)の解析を行い基礎的データと
した．driver mutation の検出は direct 
sequencing によった．driver mutation の判
明したものは，40株中 28株（EGFR変異 6株，
KRAS変異 11株，MET増幅 3株，MET変異 2株，
HER2増幅 1株，HER2変異 1 株，BRAF変異２
株，EML4-ALK1 株，CCDC6-RET1 株）である． 
③細胞形質の解析：遺伝子発現は Affimetryx
社の U133A による遺伝子発現プロファイル，
タンパク発現は Western Blot 法によった．
EMT形質を示す肺癌は 40株中 13 株あり，EMT
形質を示す肺腺癌には，EGFR変異，MET増幅，
MET変異，HER2 増幅，HER2変異，BRAF変異
は 1例も認められなかった． 
④細胞増殖アッセイ：KRAS変異肺腺癌 5株 (2
株は EMT 形質＋)，driver mutation 不明３株
（すべて EMT形質＋）に阻害剤キット
(http://scads.jfcr.or.jp/kit/kit.html)
の薬剤を 2x10-7M で添加，75%以上の阻害効果
のある薬剤については 40株すべてについて
screening を行った． 
（２）肺癌組織を用いた解析 
自治医科大学付属病院にて外科切除された
肺腺癌 93 例を検討に用いた．免疫染色によ
り，BRG1，BRM，TTF-1，E-cadherin, CTGF な
どの発現を検討した．EGFR, KRAS 変異の検
出は Loop-Hybrid 法にて行った． 
 
４．研究成果 
（１）肺腺癌の EMTにおける分子機構 

EMT の分子機構については，これまでさ
まざまな分子の関与が報告されている．しか
し，用いた実験系が一定しないこと，EMT

の定義に曖昧さがあることが原因で文献上
の混乱がみられる．われわれは肺腺癌におけ
る EMT の分子機構を探索する過程で，クロ
マチンレモデリング因子BRG1, BRMの発現
消失が関与する可能性を見出した． 

 
①細胞株を用いた解析： EMT 形質を示す肺腺
癌には driver mutation の判明していないも
のが多い．そこで既知の癌遺伝子，癌抑制遺
伝子の中に EMT形質と相関するものがないか，
Sanger COSMIC database 
(http://www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/c
osmic/)にて検索したところ，EMT形質を示す
肺腺癌細胞株には，BRG1 変異を示すものが多

いことが判明した．BRG1は SWI/SNF ファミリ
ーに属するクロマチンリモデリング因子で
あるが，EMT との関係についてこれまで報告
はない．BRG1 変異の有無の判明している肺癌
細胞 15株における，BRG1, E-cadherin, TTF-1, 
Vimentin の発現を示す（図 1）．BRG1 変異し
た細胞では，BRG1タンパクの発現が消失して
おり，E-cadherin, TTF-1の発現も低下した
ものが多い．BRMは BRG1と同様，SWI/SNF フ
ァミリーに属するクロマチンリモデリング
因子である．そこで BRMタンパクの発現も調
べたところ，BRMと BRG1の発現パターンは類
似していた（図１）． 

 
図１ 肺癌細胞における，BRG1，BRM, 
E-cadherin, TTF-1, Vimentin の発現．左 6
株は BRG1の変異(+)，他は BRG1変異(-)． 
 
②肺腺癌組織を用いた解析：肺腺癌組織にお
ける BRG1, BRM の発現と E-cadherin, TTF-1
の発現を比較検討した．免疫染色により，肺
腺癌切除 93 例中，BRG1，BRM の発現低下ない
し消失を示す症例は，それぞれ 11例，16例
みられた．BRG1の発現低下した症例を図２に
示す．肺腺癌の各組織亜型別にみると，非浸
潤型，乳頭型，腺房型はおおむね BRG1，BRM
陽性であったが，充実型の低分化な腺癌では
BRG1，BRMの発現低下を示す例が多く，BRG1，
BRMがともに陽性の症例は 13例中 1例のみで
あった． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２ BRG1陰性の肺癌の 1例．間質の細胞の
核には陽性所見がみられる． 
 
次いで TTF-1, E-cadherin 発現と EGFR 変

異との関係を検討した．BRG1 と BRMの発現低
下はともに E-cadherin の発現低下と強く相
関し，TTF-1 の発現とは逆相関した．その関
係は特に BRG1において特に顕著であった．
BRG1の発現低下は，EGFR 変異と相互排他的
な関係にあったが，BRMの発現低下は EGFR

http://www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic/
http://www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic/


 

 

変異とは相関しなかった． 
BRG1, BRMの肺癌での変異,発現低下はこれ

までにも報告されているが，細胞株中心の解
析が多く，また肺癌組織を解析したものでも
病理組織像や TTF-1, E-cadherin などの発現
との関係については検討されていなかった．
さらに肺癌組織の解析は EGFR 変異の報告以
前のものであるため，EGFR変異との関係は不
明であった．今回の研究の成果により， 
（１）BRG1と BRM の発現低下は，ともに充実
型の組織型あるいは E-cadherin の発現低下
と強く相関し，EMT に関与している可能性が
ある，（２）BRG1 の発現低下は EGFR変異と相
互排他的な関係にあり，driver mutation の
種類によって肺癌の進展過程と EMTの分子機
構に違いのある可能性が示された．現在さら
に BRG1と BRMの発現低下と E-cadherin の発
現低下の因果関係についても検証中である． 
 
（２）バイオマーカーの検索 
肺癌患者の約半数は癌の発見時すでに

stage ⅢB-Ⅳで inoperable であるため，癌
の診断，経過観察，治療効果判定には，血液
サンプルで検出可能なバイオマーカーが重
要となる．しかし低分化腺癌，大細胞癌など
では，CEA などの従来の血液マーカーの陰性
症例が日常の診断でも経験され，新たなバイ
オマーカーの必要性が感じられる．そこで
E-cadherinの低下した(EMT形質を示す)肺腺
癌ないし大細胞癌のバイオマーカーの探索
を行った． 

 
① 細胞株を用いた解析： 
 初めに肺腺癌細胞 40 株において，
E-cadherin の遺伝子発現と逆相関する遺伝
子を調べた．その結果，E-cadherin の発現レ
ベルとの相関係数ｒが-0.25 以下の EMT のバ
イオマーカーの候補遺伝子が 14選出された．
その中には EMT に関与する既知の分子
vimentin (r=-0.631), ZEB1 (r=-0.66)が含
まれており，他の 12 遺伝子についても有望
な候補遺伝子と考えられた（表１）． 
 
表１ E-cadherin と逆相関を示す遺伝子 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

われわれは，この 14遺伝子のなかで，CTGF
に着目してさらに検証を進めた．その理由は，
CTGFと E-cadherin との相関は比較的弱いが
(r=-0.265)，CTGFが分泌タンパクであること
による．CTGFとは CCN family に属する
cysteine-richな分泌タンパクであり，
integrin, matrixタンパクと結合する性質が
ある．CTGF の生物学特性として，細胞接着，
運動能，細胞増殖などに関与することが知ら
れているが，これまで EMT との関連した報告
はなかった． 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図３肺腺癌細胞における CEA と CTGF の関係 
 
CEA と CTGF の関係を図３に示す．平均的

mRNAの発現量 100を指標にして，100を超え
る場合にそれぞれの発現 (+)とすると，
CEA(+)/CTGF(+) 9 例，CEA(+)/CTGF(-) 9例，
CEA(-)/CTGF(+) 15 例，CEA(-)/CTGF(-) 7例
であった．従って 40 例中 33 例（82.5%）の
肺腺癌細胞は，CEA, CTGF のいずれかに(+)
であった． 
 

② 肺腺癌組織を用いた解析： 
次いで，肺癌組織を用いて，細胞株で得ら

れた結果を検証した．非小細胞癌のなかで，
低分化腺癌 15 例，大細胞癌 24 例における
CTGFと CEA の発現を免疫染色にて検討した． 

CTGF 陽性の 1 例を示す（図４)．CEA 陽性
例は，低分化腺癌 15 例(100%)，大細胞癌 2
例（8.3%），これに対し，CTGF 陽性例は，低
分化腺癌 10 例(67%)，大細胞癌 22 例（92%）
であった．低分化腺癌では CEAの陽性頻度が
高く，大細胞癌では逆に CTGF の陽性頻度が
高いことが明らかとなった． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４ CTGF陽性の肺癌．細胞質内にびまん性
に陽性所見が認められる． 
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（３）分子標的薬剤の検索 
 肺腺癌の 60-70％は EGFR, KRAS, ALK など
の driver mutation を有する．しかし KRAS
変異腺癌と driver mutation の不明な腺癌
（その多くは EMT形質＋）に対する分子標的
治療は確立していない．今回の研究において
当初は EMT形質を示す肺腺癌で高発現する遺
伝子のなかから分子標的を探索するアプロ
ーチを試みた．しかし表１に示すようにこの
方法で選出された遺伝子の多くは核内タン
パクや細胞質内のタンパクをコードしてお
り，細胞膜にあるキナーゼと異なり，分子標
的にはなりにくい．そこで発想を転換して，
化合物ライブラリーによるスクリーニング
を行うことにした． 
 
①化合物ライブラリーによるスクリーニン
グ：上皮間葉転換形質を示す肺癌を含む非小
細胞肺癌 40 株のうち，KRAS 変異肺腺癌 5 株 
(2 株は EMT 形質＋)，driver mutation 不明
３株（すべて EMT 形質＋）を 96well に播き
文部科学省新学術領域研究化学療法基盤支
援活動から配布されている阻害剤キット
(http://scads.jfcr.or.jp/kit/kit.html)
の薬剤を 2x10-7M で添加した．この 1 回目の
スクリーニングにより 75%以上の阻害効果の
ある薬剤をまず選出し，次いで選出された薬
剤については 40 株すべてを用いて 2 回目の
screening を行った．その結果を図５に示す．
HDAC, Hsp 90, Proteasome, Jak2 の阻害剤の
いずれかにより 75%以上の阻害効果を示す細
胞は，40 細胞中それぞれ 20，13，20，15 細
胞みられた．32 細胞（80%）で，4 種の阻害
剤のいずれかにより 75%以上の阻害効果が認
め ら れ た ． KRAS 変 異 細 胞 は か な り
heterogeneity があり，4 種のいずれにも感
受性を示す細胞があるのに対し，4 種のいず
れにも抵抗性を示すものが 11 細胞中 3 細胞
みられた．KRAS変異と EMT形質をもつ細胞で
1 回目のスクリーニングを行ったことを反映
して，MET, HER2, BRAF 変異を有する細胞は
4 種の阻害剤のいずれにも抵抗性を示した．
理由は不明であるが，EGFR変異の細胞にはこ
れら 4種の阻害剤に対し感受性を示すものが
多かった． 
 
② Cisplatin に対する感受性： 
今回選出された 4種の阻害剤にも抵抗性の細
胞が KRAS 変異あるいは EMT 形質をもつ細胞
にもみられる．分子標的薬剤と従来の抗癌剤
では感受性を示す細胞のスペクトラムが違
う可能性がある．そこで Cisplatin を
10-9M-10-5M の終濃度で添加し IC50 を算出し
た．IC50<3x10-6M を Cisplatin 感受性とする
と，Cisplatin 感受性を示す細胞は 40％ 
(16/40)あり，特に EMT 形質を示す KRAS変異
細胞は 100%(5/5)Cisplatin 感受性であった

（図 6）．さらに図５と図６のデータを再解析
すると，KRAS変異肺癌の 64% (7/11)，EMT形
質を有する肺癌の 92% (12/13）は cisplatin
と上記４薬剤のいずれかに感受性を示すこ
とが明らかとなった． 
化学療法剤，分子標的薬剤は，現在のとこ

ろ，EGFR 阻害剤(gefitinib)を除いては，患
者の層別化なしに投与されている．しかしす
べての肺癌に有効な薬剤を開発することは
現実的ではない．今回の研究成果を敷衍する
ならば，KRAS変異，EMT形質を有する肺腺癌
にも，適切な薬剤選択を行えば，一定の治療
効果をあげうる可能性を示すものと考える． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図５ 肺癌細胞 40株の 2x10-7Mでの阻害効果．
阻害剤は HDAC, Hsp 90, Proteasome, Jak2
と比較のため gefitinibのデータも示す．EMT
形質（水色で示す），driver mutation の関係
も表示した．赤は感受性，緑は抵抗性を示す． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図６ 肺癌細胞 40 株の cisplatin 薬剤感受
性と driver mutation．縦軸は IC50 を示す．
EMT 形質をもつ細胞は青のバーで表示した．
EMT 形質を示す KRAS 変異細胞はすべて
cisplatin 感受性である． 
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