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研究成果の概要（和文）：肺分化のマスター遺伝子TTF-1 (thyroid-specific transcription factor-1)陰性の
肺腺癌（肺腺癌全体の20-30％を占める）では、肺本来の分化形質の発現が低下した粘液腺癌や充実性の低分化
腺癌の形態を示すことが多く、また治療標的となるドライバー変異が見つかる頻度が低い。本研究では、このよ
うな肺腺癌にみられる分化異常が、１）ヒストン修飾因子の発現異常、２）クロマチンリモデリング因子BRM, 
BRG1の発現低下・喪失、３）TTF-1遺伝子自体の変異あるいはDNAのメチル化による失活など、さまざまなエピジ
ェネティックス異常により誘導される可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：About 20-30% of lung adenocarcinoma show loss of expression of TTF-1 
(thyroid-specific transcription factor-1), a master regulator of lung development and 
differentiation. These adenocarcinomas frequently present with either mucinous or poorly 
differentiated solid morphology, features of epithelial-mesenchymal transition, and lack targetable 
driver mutations, such as EGFR and ALK. In this study, we have revealed that these characteristics 
of this subset of lung cancer may be causally related with 1) abnormalities of histone modifier 
expression, 2) loss of expression of chromatin remodelers BRG1/BRM, and inactivation of TTF-1 gene 
itself by gene mutation or methylation.

研究分野：人体病理学

キーワード： 肺腺癌　上皮間葉転換　エピジェネティックス
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ゲノム解析の進歩にも拘わらず、肺腺癌の20-30％では、治療標的となるドライバー変異がいまだ見出せていな
い。本研究によってもたらされた知見により、このような一群の肺腺癌におけるエピジェネティックス異常の重
要性が認識され、今後の診断・治療開発に向けた研究が促進されることが期待される。
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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，EGFR, ALK などの分子標的治療剤が一定の効果を挙げている．しか
し，EGFR, ALK に変異を持つ肺腺癌は，肺のマスター遺伝子 TTF-1(thyroid-specific 
transcription factor-1)を発現した TRU (terminal respiratory unit)-type の肺腺癌のなか
にほぼ限られている(Yatabe et al. Am J Surg Pathol, 2005, PMID: 15832087; Inamura et al. 
J Thorac Oncol, 2008, PMID: 18166835)．ゲノム解析の進歩にも拘わらず，肺腺癌の 20-30％
では，治療標的となるドライバー変異がいまだ見出せていないが，病理組織学的にみると，肺
腺癌全体の 20-30％を占める TTF-1 陰性の肺腺癌（その多くは肺本来の分化形質の発現が低下
した粘液腺癌や充実性の低分化腺癌の形態を示す）が，治療標的となるドライバー変異の見出
だせない一群にほぼ相当している． 
 
２．研究の目的 
われわれのこれまでの研究の中で，上皮形質の低下した上皮間葉転換 (EMT,epithelial 
mesenchymal transition)の形質を示す低分化腺癌（肺腺癌全体の 10％程度）においてクロマ
チンリモデリング因子 BRM, BRG1 の発現低下が高頻度にみられることを明らかにしてきた．今
回の研究では，このような肺本来のものとは異なる形質を示す肺腺癌を対象として，１）ヒス
トン修飾因子の発現異常，２）クロマチンリモデリング因子 BRM, BRG1 の発現低下・喪失の意
義，３）TTF-1 遺伝子の DNA のメチル化による失活機構など，さまざまなエピジェネティック
ス異常について検討を行った． 
 
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 (Matsubara D, et al. Am J Pathol 2010, PMID: 20934974)． 
②遺伝子解析：これまでに取得したゲノムワイドな遺伝子発現プロファイル，コピー数解析， 
driver mutation (EGFR, MET, KRAS, HER2, EML4-ALK, etc) 変異解析のデータを用いた
(Matsubara D, et al. Am J Pathol 2010, PMID: 20934974; Matsubara D. et al. Cancer Sci 
2013, PMID: 23163725; Matsubara et al. J Thorac Oncol 2012, PMID: 23154560)． 
③細胞形質の解析：タンパク発現の解析は Western Blot 法によった． 
④細胞増殖アッセイ：Dojindo の Cell Count Assay kit-8 を用いて解析した． 
（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 400 例のなかから，(A)充実性の低分化な形態
を示す症例，あるいは（B）粘液産生を示す症例，総計 43例を選出し，免疫染色ならびに次世
代シーケンサによる変異解析，RNA-sequence 解析を行った．  
４．研究成果 
（１）ヒストン修飾因子の発現解析 
肺癌細胞 40株の遺伝子発現プロファイルのなかからヒストン修飾因子の発現データを抽出し，
上皮型と EMT 形質型との間で発現の違いのある遺伝子を検索した．その結果，EMT 形質型の肺
腺癌が PRMT5 (protein arginine methyltransferase-5)を高発現していることを明らかにした
（図１）． 
 次いで肺腺癌組織における PRMT5 の発現と局在を免疫組織学的に検討したところ，低分化腺
癌では細胞質内に PRMT5 が高発現しているのに対し，高分化～中分化の腺癌では，核内に PRMT5
が局在していた．PRMT5 はヒストンのほか，p53, NF-κBなどの非ヒストンタンパクにも作用す
ることが知られており，局在の変化によりそのターゲットが変わる可能性が指摘されている．
肺腺癌の分化度により PRMT5 の発現・局在が異なることから，PRMT5 のヒストン，p53, NF-κB
などに与える影響が細胞の分化に依存している可能性が示唆された． 

 
 



図２ BRMのノックダウンによる EMT形質の誘導と高密度での細胞増殖の亢進 

 
図１ 肺腺癌細胞株における PRMT5 の発現は EMT 形質を示す肺腺癌で高い． 
 
（２）クロマチンレモデリング因子 BRM の機能解析 
これまでの研究により，クロマチンレモデリング因子 BRG1/BRM の発現低下が EMT 形質を示す肺
腺癌で起きていることを報告してきた (Matsubara D. et al. Cancer Sci 2013, PMID: 23163725)．
今回，その因果関係を明らかにするため，BRM のノックダウン (KD)実験を行った．レンチウイ
ルスベクターにより BRM をノックダウンしたところ，肺腺癌細胞 H1975 の細胞形態が紡錘形へ
と変化するとともに，E-cadherin の発現低下など EMT 形質が誘導された（図２）．細胞増殖に
ついては，通常の培養条件では差はなかったが，高密度の状態では confluency に到達後も
BRM-KD 細胞ではしばらく増殖が継続した。 
また CHIP (chromatin immunoprecipitation)-sequence により，全ゲノム上で BRM が結合す
る遺伝子領域を約 1000 箇所同定し，その中には E-cadherin をコードする CDH1 遺伝子，
claudin-4 をコードする CLDN4 などが含まれることも突き止めた．クロマチンレモデリング因
子 BRG1/BRM がダイレクトに上皮分化の遺伝子プログラムを制御することを示したデータと考
えている． 

 
 

 
（３）マスター遺伝子 TTF-1 の失活とその分子機構の解析 
Non-TRU-type の形態を示す肺腺癌 43 症例の包括的な遺伝子解析を次世代シーケンサにより行
った（現，国立がん研究センター研究所長の間野博之博士との共同研究）．その結果，肺のマス
ター遺伝子 TTF-1 の失活変異が 7/43 (16.3%)に認められた（図３）．TTF-1 陰性の肺腺癌では，
TTF-1 遺伝子の変異だけでなく，TTF-1 遺伝子領域のメチル化が広範に起きていることも明らか
になった．TTF-1 陰性の肺腺癌では，消化管
上皮の分化マーカーである，MUC5AC, CK20, 
HNF4A などの異常な発現が高頻度にみられた．
以上の結果より，TTF-1 遺伝子の変異が DNA
のメチル化とともに TTF-1 の失活，発現消失
に関与し，消化管上皮への異常な分化の原因
となっている可能性が示唆された．従来より
肺腺癌は多様な形態と分化形質を示すこと
が知られていたが，今回の検討によりその原
因となる分子機構の一端が明らかになった
と考えられた． 
                     図３ TTF-1 遺伝子の変異部位のマッピング 
 
（４）EGFR ならびに KRAS の変異株を用いた薬剤耐性機構の解析 
EGFR 変異株のなかには，EMT 形質を示すとともに EGFR 阻害剤に耐性を示す癌細胞があることが
指摘されている．KRAS 変異株は未だに有効な分子標的薬がない．研究分担者の佐久間らは，オ
ートファジーと PIN1 (prolylisomerase-1)活性
が EMT による薬剤耐性に関わっており，これら
の阻害剤が FGFR 阻害剤の耐性克服に有用であ
る可能性を示した（図４）．また上皮型の KRAS
変異株 H358, H441 において，MEK 阻害に加えて，
bcl-2 と survivin を，あるいは MCL1 を阻害す
ることによって効果的にアポトーシスを誘導で
きることを明らかにした． 
 
 
                   図４ PIN1 siRNA による細胞増殖の抑制 
 
 

図 ３ 
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