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研究成果の概要（和文）：分子生物学的な発生機序が解明されていない小細胞肺がんを対象として、切除例と進行例の
両者において網羅的な遺伝子解析を行ったところ、PI3K/AKT/mTOR経路に高頻度で遺伝子変異を認めた。またPI3K/AKT/
mTOR経路の変異は、小細胞肺がんの発生に関わるとされるMYCファミリー遺伝子群の変異と、相互排他性を認めた。更
に、PIK3CAの活性型変異を有する細胞株（H1048）において、PIK3CAをノックダウンしたところ、細胞の増殖が抑制さ
れることを確認した。これらの結果により、PI3K/AKT/mTOR経路が、小細胞肺がんの発生において生物学的に重要な役
割を担っていることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：The mechanisms of the proliferation of small cell lung cancer (SCLC) is not well 
identified. We conducted a comprehensive genomic analysis in both surgical resected and advanced SCLC 
cases and found a high penetrance of genetic alterations in the PI3K/AKT/mTOR pathway. These alterations 
were mutually exclusive with alterations in MYC family members which were reported to play a role in SCLC 
biology. Additionally, PIK3CA silencing induced a decrease in the proliferation of H1048 cells harboring 
activating mutation in PIK3CA gene. These results suggested the biological importance of PI3K/AKT/mTOR 
pathway in the proliferation of SCLC.

研究分野： 呼吸器内科
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
小細胞肺がんは、増殖が速く、他臓器やリ

ンパ節に転移しやすい悪性度が高い腫瘍で
ある。化学療法や放射線治療の感受性は比較
的良好であるが、いったん治療で奏効が得ら
れても、その多くの患者で再発/増悪が認めら
れる。予後に関して、限局型小細胞肺がんで
は生存期間中央値が 20-28 ヵ月、進展型小細
胞肺がんでは 9-13 ヵ月程度であると報告さ
れており、長期生存が得られることは非常に
稀である。 
小細胞肺がんの予後の改善には、従来の作

用機序とは異なる新たな治療法の開発が極
めて重要である。これまで 15 種類を超える
様々な分子標的治療薬の臨床試験が行われ
たが、シスプラチン＋イリノテカン療法ある
いは、シスプラチン＋エトポシド療法などの
既存の殺細胞性抗癌剤を上回る新規薬剤は
見つかっておらず、予後の改善がほとんど得
られていなかった。この原因としては、小細
胞肺癌の分子生物学的な発生機序が解明さ
れておらず、治療標的が定まっていないこと
が挙げられる。したがって、今後の治療の進
歩のために、網羅的な遺伝子解析による分子
生物学的な発生メカニズムの解明が、必須で
あり急務である。 
小細胞肺がんは進行が早く大部分が切除

不能なため、遺伝子解析に足る十分な量の組
織検体を得ることが極めて困難であり、研究
開始当初、大規模な遺伝子解析は、世界中で
実施されていなかった。我々は、20 年間で
1000 例以上の小細胞肺がんを経験し、この
中に、頻度が少ない切除例が多数（70 例）含
まれていた。これら切除検体を用いれば、小
細胞肺がんの網羅的な遺伝子解析が可能と
考え、本研究を企画提案した。 

 
２．研究の目的 

5年生存率が10％未満と予後不良の疾患で
ある小細胞肺がんを対象として、国内有数の
コホートを用いた、大規模網羅的な遺伝子解
析を行い、分子遺伝学的発生メカニズムを解
明することにより、新しい治療法を開発する
ことを目的とする。 
なお、網羅的ゲノム解析データについては、

小細胞肺がんの治療法の開発を目的とした
次世代がん研究戦略推進プロジェクトで収
集されるデータを最大限利用し、その解析デ
ータと統合しながら、本研究では特に小細胞
肺がんの分子生物学的発生メカニズムにつ
いて重点的に解析を行う。 

 
３．研究の方法 
（１）対象症例の選択（切除例）:国立がん
研究センター東病院、肺がんデータベース
（1992 年～2011 年 肺癌全体 約 12000 例; 
うち小細胞肺がん約 1000 例）の中から、肺
切除術が行われていて、術後病理診断が小細
胞肺がんであった症例を抽出する。これら切
除例に関しては、HE 標本を再度レビューし、

形態学的に小細胞肺がんの特徴を有してい
ることを確認する。さらに chromogranin, 
synaptophysin, CD56 等、神経内分泌マーカ
ーの染色も行い、免疫組織学的に標本の均質
性が保たれているかについても再確認も行
う。 
（２）ゲノム DNA の抽出：（１）で得られた
対象症例において、ホルマリン固定もしくは
メタノール固定のパラフィン包埋病理組織
標本を薄切し、鏡視下特異的に肺がん組織を
取り出す。その後、ホルマリン固定パラフィ
ン包埋組織 (FFPE) からのゲノム抽出に最
適な DNA 抽出キットを用いて、ゲノム DNA を
抽出する。 
（３）ゲノムDNAの網羅的解析：ゲノムDNA よ
りキャプチャー法により全エクソン領域を
濃縮し、Illumina Genome Analyzer 等を用い
て平均 50 以上の冗長性を目標に超並列シー
クエンスを行う。更に、がん細胞における体
細胞性変異を、生殖細胞系列の変異・多型と
区別するために、がん部と非がん部の両方で
シークエンスを行う。ここで検出された変異、
異常については、適宜サンガー法等による確
認を行う。 
（４）遺伝子コピー数異常の解析：ゲノム DNA
上の一塩基単位の網羅的変異解析に加え、遺
伝子コピー数異常を検出するため、Illumina 
iScan 等を用いた SNP アレイを行う。 
（５）二次集計による特徴づけ：遺伝子変異
（全エクソン解析）、遺伝子増幅、欠失（SNP
アレイ解析）が見られた遺伝子を統合的に収
集し、既知の細胞内シグナル経路へのマッピ
ングや、遺伝子産物のもつ機能ドメインによ
る分類を行い、小細胞肺がん症例で重複して
異常が検出される遺伝子群の同定を行う。こ
の中から細胞増殖（疾患の発生）に関与する
と考えられる遺伝子変異を中心に、治療標的
となり得る新しいドライバー遺伝子変異候
補の同定を行う。 
（６）別コホート：進行例生検標本での確認 
a) 対象症例の選択:国立がん研究センター
東病院、肺がんデータベースの中から、経気
管支肺生検もしくは CT ガイド下針生検等の
生検により小細胞肺がんとの診断が得られ
た症例を抽出し、その中から比較的十分な量
の組織が得られている進行例を選択する。 
b) ドライバー遺伝子の進行例生検標本での
確認:小細胞肺がん切除例の網羅的解析の結
果得られたドライバー遺伝子候補の中で、細
胞増殖（疾患の発生）に関与すると考えられ
る変異遺伝子を中心に、進行例でも DNA を抽
出し、ターゲットシークエンスを行いその発
現と変異頻度を確認する。 
（７）培養細胞実験系を用いた遺伝子産物の
細胞生物学的機能確認：小細胞肺がん細胞株
の、ゲノム構造異常や遺伝子発現パターンの
結果を、前述の（５）で検討した臨床例での
結果と参照する。細胞株に RNA 干渉法による
発現抑制を行い、腫瘍微小環境を模倣した条
件での細胞増殖、生存、運動、間質との相互



作用等
の各種抗がん剤や分子標的薬に対する感受
性が、遺伝子変異の有無により変化をきたす
かどうかの検証を行う。
 
４．研究成果
（１）
の抽出
東病院の肺がんデータベースの中から、肺切
除術が行われ、術後病理診断で小細胞肺
と確認された症例を検索したところ、全体で
70 例が存在した。その
を再レビューし、ゲノム
足る程度の十分な量の組織が得られ、非腫瘍
部と腫瘍部がペアで存在する症例を選択し
たところ、
瘍部から、それぞれ
の検体からゲノム
エンスに足る十分な
非腫瘍部がペアで存在する検体は
瘍部 
あった。これら
出も行った。
（２）予後不良であった
の網羅的遺伝子解析：（１）
例のうち、早期再発を認め予後不良であった
10 例（腫瘍部
例）につき、全エクソン解析と
行った。この結果と次世代がん研究戦略プロ
ジェクトの研究で得られた
析の結果
がん切除例
情報が得られた。
（３）小細胞肺がん
る遺伝子群の同定と
ソン解析及びコピー数異常解析にて、変異、
増幅、欠失が見られた遺伝子を統合的に収集
し、既知の細胞内シグナル経路へのマッピン
グと遺伝子産物が持つ機能ドメインによる
分類を行い、重複して異常が検出される遺伝
子群の同定を行った。この中から、がん関連
経路の
度で遺伝子変異を認めた。この経路のサンプ
ル毎の遺伝子変異は、経路を構成する遺伝子
群（PIK3CA
の中で、
がんの発生に関わるとされる、他の既知の遺
伝子群（＝
互排他性を認めたため、小細胞肺がんの発生
に関与していると考えられた。
（４）培養細胞実験系の構築と
細胞生物学的機能確認
検体の網羅的遺伝子解析の結果から、
PI3K/AKT/mTOR
に関与していることが示唆されたため、培養
細胞実験系を構築し、細胞生物学的機能の確
認を行った。具体的には、
路に変異を有する細胞株
において

等を検討する。
の各種抗がん剤や分子標的薬に対する感受
性が、遺伝子変異の有無により変化をきたす
かどうかの検証を行う。

４．研究成果 
（１）対象症例（切除例）の選択と
の抽出：独立行政法人国立がん研究センター
東病院の肺がんデータベースの中から、肺切
除術が行われ、術後病理診断で小細胞肺
と確認された症例を検索したところ、全体で

例が存在した。その
を再レビューし、ゲノム
足る程度の十分な量の組織が得られ、非腫瘍
部と腫瘍部がペアで存在する症例を選択し
たところ、60例が抽出された。腫瘍部と非腫
瘍部から、それぞれ
の検体からゲノム
エンスに足る十分な
非腫瘍部がペアで存在する検体は

 55 例+非腫瘍部
あった。これら 55
出も行った。 
（２）予後不良であった
の網羅的遺伝子解析：（１）

うち、早期再発を認め予後不良であった
例（腫瘍部 10

例）につき、全エクソン解析と
行った。この結果と次世代がん研究戦略プロ
ジェクトの研究で得られた
析の結果を統合したところ、

切除例の遺伝子変異の
情報が得られた。
（３）小細胞肺がん
る遺伝子群の同定と
ソン解析及びコピー数異常解析にて、変異、
増幅、欠失が見られた遺伝子を統合的に収集
し、既知の細胞内シグナル経路へのマッピン
グと遺伝子産物が持つ機能ドメインによる
分類を行い、重複して異常が検出される遺伝
子群の同定を行った。この中から、がん関連
経路の 1 つ（＝PI3K/AKT/mTOR
度で遺伝子変異を認めた。この経路のサンプ
ル毎の遺伝子変異は、経路を構成する遺伝子

PIK3CA、PTEN、
の中で、相互排他性を認めた。更に小細

の発生に関わるとされる、他の既知の遺
伝子群（＝MYC、MYCL1
互排他性を認めたため、小細胞肺がんの発生
に関与していると考えられた。
（４）培養細胞実験系の構築と
細胞生物学的機能確認
検体の網羅的遺伝子解析の結果から、
PI3K/AKT/mTOR 経路が、小細胞肺がんの発生
に関与していることが示唆されたため、培養
細胞実験系を構築し、細胞生物学的機能の確
認を行った。具体的には、
路に変異を有する細胞株
において AKT の強発現を確認した。更に細胞

検討する。更に、既存あるいは新規
の各種抗がん剤や分子標的薬に対する感受
性が、遺伝子変異の有無により変化をきたす
かどうかの検証を行う。 

対象症例（切除例）の選択と
独立行政法人国立がん研究センター

東病院の肺がんデータベースの中から、肺切
除術が行われ、術後病理診断で小細胞肺
と確認された症例を検索したところ、全体で

例が存在した。その 70 例の病理組織標本
を再レビューし、ゲノム DNA の網羅的解析に
足る程度の十分な量の組織が得られ、非腫瘍
部と腫瘍部がペアで存在する症例を選択し

例が抽出された。腫瘍部と非腫
瘍部から、それぞれ 60 例ずつ、合計
の検体からゲノム DNA を抽出したが、シーク
エンスに足る十分な DNA が得られ、腫瘍部と
非腫瘍部がペアで存在する検体は

非腫瘍部 55 例、合計
55 例の詳細な臨床情報の抽

（２）予後不良であった小細胞肺がん
の網羅的遺伝子解析：（１）で選択された

うち、早期再発を認め予後不良であった
10 例+非腫瘍部

例）につき、全エクソン解析と
行った。この結果と次世代がん研究戦略プロ
ジェクトの研究で得られた網羅的遺伝子解

を統合したところ、日本人小細胞肺
の遺伝子変異の詳細な

情報が得られた。 
（３）小細胞肺がんの発生メカニズムに関わ
る遺伝子群の同定と層別化：切除例の
ソン解析及びコピー数異常解析にて、変異、
増幅、欠失が見られた遺伝子を統合的に収集
し、既知の細胞内シグナル経路へのマッピン
グと遺伝子産物が持つ機能ドメインによる
分類を行い、重複して異常が検出される遺伝
子群の同定を行った。この中から、がん関連

PI3K/AKT/mTOR
度で遺伝子変異を認めた。この経路のサンプ
ル毎の遺伝子変異は、経路を構成する遺伝子

、AKT2、AKT3、
相互排他性を認めた。更に小細

の発生に関わるとされる、他の既知の遺
MYCL1、MYCN）の変異とも相

互排他性を認めたため、小細胞肺がんの発生
に関与していると考えられた。
（４）培養細胞実験系の構築と
細胞生物学的機能確認：（２）の
検体の網羅的遺伝子解析の結果から、

経路が、小細胞肺がんの発生
に関与していることが示唆されたため、培養
細胞実験系を構築し、細胞生物学的機能の確
認を行った。具体的には、PI3K/AKT/mTOR
路に変異を有する細胞株 H1694

の強発現を確認した。更に細胞

更に、既存あるいは新規
の各種抗がん剤や分子標的薬に対する感受
性が、遺伝子変異の有無により変化をきたす

対象症例（切除例）の選択とゲノム
独立行政法人国立がん研究センター

東病院の肺がんデータベースの中から、肺切
除術が行われ、術後病理診断で小細胞肺がん
と確認された症例を検索したところ、全体で

例の病理組織標本
の網羅的解析に

足る程度の十分な量の組織が得られ、非腫瘍
部と腫瘍部がペアで存在する症例を選択し

例が抽出された。腫瘍部と非腫
例ずつ、合計 120

を抽出したが、シーク
が得られ、腫瘍部と

非腫瘍部がペアで存在する検体は 55 例（腫
例、合計 110 例）で

例の詳細な臨床情報の抽

小細胞肺がん切除例
で選択された

うち、早期再発を認め予後不良であった
非腫瘍部 10 例、合計

例）につき、全エクソン解析と SNP アレイを
行った。この結果と次世代がん研究戦略プロ

網羅的遺伝子解
日本人小細胞肺
詳細なカタログ

の発生メカニズムに関わ
：切除例の全エク

ソン解析及びコピー数異常解析にて、変異、
増幅、欠失が見られた遺伝子を統合的に収集
し、既知の細胞内シグナル経路へのマッピン
グと遺伝子産物が持つ機能ドメインによる
分類を行い、重複して異常が検出される遺伝
子群の同定を行った。この中から、がん関連

PI3K/AKT/mTOR 経路）に高頻
度で遺伝子変異を認めた。この経路のサンプ
ル毎の遺伝子変異は、経路を構成する遺伝子

、RICTOR、mTOR
相互排他性を認めた。更に小細胞肺

の発生に関わるとされる、他の既知の遺
）の変異とも相

互排他性を認めたため、小細胞肺がんの発生
に関与していると考えられた。 
（４）培養細胞実験系の構築と遺伝子産物の

：（２）の切除例臨床
検体の網羅的遺伝子解析の結果から、

経路が、小細胞肺がんの発生
に関与していることが示唆されたため、培養
細胞実験系を構築し、細胞生物学的機能の確
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