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研究成果の概要（和文）：　ドライバー変異（EGFR, KRAS, ALK）のない肺の腺癌は、喫煙などの外来性発癌因
子との関連がより濃厚であると推定される。本研究では、mRNAおよびmiRNA発現を網羅的に検索した。外来発が
ん因子として、喫煙とアスベスト曝露とに着目した。喫煙量、肺内アスベスト量とmiRNAの発現と相関を検討
し、アスベスト曝露に特有のmiRNAを抽出できた。miRNA発現とRNA発現の統合的解析を試みたが、miRNAとmRNAと
でクラスターが一致せず、再実験を行っている。
　免疫チェックポイント阻害薬関連のバイオマーカーPD-L1発現は腺癌では予後不良因子であったが、小細胞癌
では予後良好因子であった。

研究成果の概要（英文）：Lung cancers without driver mutations (EGFR, KRAS, ALK etc.) are thought to 
relate with exogenous carcinogens such as smoking. In this study, we focused on exposure to 
cigarette smoke and asbestos and comprehensively investigated mRNA and miRNA expression. By 
comparing cumulative smoking, asbestos burden with miRNA expression, we successfully identified 
specific miRNA to asbestos exposure. Although we attempted to perform integrated analysis using mRNA
 and miRNA expression, clusters drawn from mRNA and miRNA were not identical. Also, we examined 
PD-L1 expression in adenocarcinoma and small cell carcinoma and found that PD-L1 expression in small
 cell carcinoma was unexpectedly a marker for good prognosis.

研究分野：腫瘍病理学
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１．研究開始当初の背景 
 肺腺癌では、EGFR 変異、KRAS 変異、
ALK 融合遺伝子、HER2 変異、MET 増幅/
変異、BRAF変異、AKT1変異、PIK3CA変
異が指摘され、RET および ROS1 融合遺伝
子が発見されている。これらは相互排他性が
かなり高いことから、日本人の肺腺癌はほぼ
3/4が driver遺伝子変化による分類で説明さ
れるようになった。この分類は、治療のため
の標的薬剤を直ちに示すので、非常に有用で
あり、かつ、癌細胞増殖パスウェイの主経路
を示すものである。 
 しかしながら、EGFR変異肺癌、KRAS変
異肺癌、ALK融合遺伝子肺癌までは、頻度が
それぞれ大まかに 50-60%,10%, 5%と、比較
的高頻度であったが、それ以外は、非常に頻
度が低い。 
 では、残りの腺癌（日本では 2-3割、欧米
ではほぼ半分）も、このように 1％刻みで癌
遺伝子変化が driver 遺伝子変化として見出
されるのであろうか。おそらくそうではない
であろう。というのは、これまで発見されて
いる主たる driver遺伝子変化は、KRAS以外
は大部分が非喫煙者ないし軽度喫煙者に発
生するものである。残っている driver変異不
明の腺癌は、殆ど重喫煙者の癌である。 
 腺癌では一般に、喫煙との関連が強い癌は
染色体不安定性（≒LOH頻度）が高く、driver
遺伝子変異が見出されていない。すなわち、
｢driver 変異–passenger 変異｣という概念で
説明できない腺癌である。 
 扁平上皮癌、小細胞癌では、高速シークエ
ンスを用いた研究でFGFR1やMYCの増幅、
DDR2・SLIT2・MLL変異などの変化が見出
されているが、その頻度はそれほど高くなく
大半は不明なままである。癌抑制遺伝子の変
化は高頻度であるものの、癌の分類や治療に
結びつきにくいのが現状である。 
 すなわち、｢oncogene中毒を起こすような
癌遺伝子を見出して分子標的薬で治療する｣
という戦略は、腺癌の 20-30%と、他の組織
型に対してはあまり有効でない可能性があ
る。 
 
２．研究の目的 
 では、driver変異不明の肺癌を層別化して、
個別治療へと近づけるにはどのようにした
ら良いのであろうか。我々は、腺癌、扁平上
皮癌、小細胞癌を対象に、以下のような解析
を計画した。 
 １．ゲノム不安定性：特に chromothripsis
に着目 
 ２．メチル化異常：グローバルメチル化、
内在性レトロトランスポゾン、癌抑制遺伝子 
 ３．非コード RNA：miRNA（腫瘍中、血
中エクソソーム内）、長鎖非コード RNA 
 ４．増殖分化パスウェイ解析：RTK下流因
子では AKT経路、ERK経路、STAT経路因
子の発現を、さらにHedgehog (HH), Notch, 
Wnt経路を、特に小細胞癌におけるHH経路

を調べる。 
 ５．転写因子解析：山中因子の発現や、特
に小細胞癌におけるMYC系因子について 
本研究では、driver変異が見つからない肺癌
を上記の手段によって層別化する試みを行
う。 
 
３．研究の方法 
[1]対象例の選定： 
 (1) 腺癌：ドライバー変異陰性の 33 例を
主たる対象とする。更に、シークエンスにて
BRAF, PIK3CA, HER2 の変異を、FISH で MET
の増幅について、それぞれ検索する。 
 (2) 小細胞癌：新鮮凍結組織のある 28 例
を対象とする。 
 (3) 扁平上皮癌： EGFR・KRAS・DDR2 の変
異, ALK 融合遺伝子、FGFR1 増幅のないもの
40 例を対象とする。 
 以上の対象例（約 100 例）について、組織
型、病理病期、再発の有無・再発形式・死因
などの予後情報、喫煙歴、アスベスト曝露歴
（曝露歴のあるものについては肺内アスベ
スト量）、腫瘍歴、家族歴などを、対象症例
ファイルとしてまとめる。免疫染色での検索
を効率化するため、tissue arrayを作製する。 
 
[2] ゲノム不安定性の解析 
 腺癌 33 例の全ゲノムにおけるアレル量デ
ータを詳細に解析する。小細胞癌について、
driver遺伝子変化のないものをCGHアレイに
よるアレル量解析を行う。扁平上皮癌につい
ても、driver 遺伝子変化のないものを CGH ア
レイによるアレル量解析を行う。 
 いずれの組織型でも、chromothripsis 特有
のアレル量のoscillationがないか慎重に検
討する。 
 
[3] メチル化異常 
 腺癌 33 例、扁平上皮癌約 40 例、小細胞癌
28 例についてでは、ゲノムワイドメチル化解
析 を Illumina 社 の Infinium Human 
Methylation 27 BeadChip を用いて行う。 
 次に、内在性レトロエレメントについては、
LINE-1 のプロモータ部位のメチル化を検索
する。さらに、主たる癌抑制遺伝子（CDKN2A, 
PTEN など）のメチル化の程度も調べる。 
 
[4] 非コード RNA の検索 
 CGH アレイ解析を実施した腺癌の全例
（n=130）について、miRNA 発現アレイを用い
て miRNA 発現を網羅的に解析する。さらに
Agilent 社 の SurePrint G3 Human Gene 
Expression 60K v2 Microarray を用いて、長
鎖非コード RNA（と mRNA）発現解析を行う。 
 
[5] 増殖分化パスウェイ解析 
 我々のこれまでの研究では、(i) EGFR変異、
MET 増幅のある腺癌でも、その下流シグナル
の活性化は一定ではない、(ii) EGFR 変異肺
癌でも AKT が活性化しているもの、ERK 経路



が活性化しているもの、両方が活性化してい
るものなどがある、(iii) ALK 肺癌では、STAT
経路が活性化している細胞株があるが、臨床
例ではむしろそれは少ない、などを解明して
きた。このように、RTK 下流因子の活性化に
より、種々の癌を層別化できる可能性がある。
本研究で対象とする 100 例について、ERK, 
AKT, STAT3蛋白発現を免疫染色により検討し、
他の因子との相関を検討する。 
 
[6] 転写因子の病理学的解析 
 本研究では、腫瘍細胞の stemness の度合
いを見るという観点から、細胞初期化因子
（山中因子）をはじめ、種々の幹細胞マーカ
ー、胚細胞マーカーの発現を調べる。 
 
４．研究成果 
[1] 対象 
 腺癌：これまで 130 例の肺腺癌を CGH アレ
イ解析し、33 例の EML4-ALK 肺癌、2 例の
KIF5B-ALK 肺癌、55 例の EGFR 変異肺癌、7例
の KRAS 変異肺癌において、詳細な allele 量
変化を記録した。更に、シークエンスにて
BRAF, PIK3CA, HER2 の変異を、FISH で MET
の増幅例を同定した。現在、喫煙との相関を
検討中である。 
 小細胞癌：28 例の新鮮凍結組織を用いてゲ
ノムワイドメチル化解析を行い、小細胞癌の
中にも予後良好な一群があり、メチル化の状
態が異なることを見出した。1/3 の症例に、
driver 遺伝子変化（EGFR, KRAS, FGFR2, MLL
などの変化）を見出した。喫煙との相関は、
はっきりしなかった。非喫煙者に発生した小
細胞癌のゲノム上の特徴も、これまでのとこ
ろ、有意な結果は得られていない。 
 扁平上皮癌：５生率の判明している 2008
年以前の手術例 50 例を調べ、EGFR・KRAS・
DDR2 の変異、ALK 融合遺伝子、FGFR1 増幅の
ないものを 35 例同定した。 
 対象症例の、免疫染色によるタンパク発現
解析のため、組織マイクロアレイを作製した。 
 
[2] ゲノム不安定性の解析 
 腺癌 33 例のアレル量変化と喫煙量との相
関を確認した。マイクロサテライト不安定な
症例は、染色体不安定なものよりも、喫煙と
の相関が少なかった。 
 小細胞癌、扁平上皮癌についても、driver
遺伝子変化のないものをCGHアレイによるア
レル量データを取得した。 
  
[3] メチル化異常 
 腺癌、扁平上皮癌、小細胞癌の計約 100 例
について、ゲノムワイドメチル化解析を行な
い、メチル化データを取得した。 
 内在性レトロエレメントについては、良好
な結果が得られなかった。 
 主たる癌抑制遺伝子（CDKN2A, PTEN など）
のメチル化解析は、実施中である。 
 

[4] 非コード RNA の検索 
 腺癌 150 例について、miRNA、mRNA、長鎖
非コード RNA のデータを取得した。miRNA と
mRNA の統合解析を実施したところ、クラスタ
ーが一致せず、意味のある結果が得らなかっ
た。また、mRNA によるクラスターも、これま
での結果と一致しなかった。実験がうまく行
かなかった理由を分析し、現在、再度、発現
解析実験を行い、データを入手中である。 
  
[5] 増殖分化パスウェイ解析 
 我々のこれまでの研究では、EGFR 変異、MET
増幅のある腺癌でも、その下流シグナルの活
性化は一定ではない。EGFR 変異肺癌でも AKT
が活性化しているもの、ERK 経路が活性化し
ているもの、両方が活性化しているものなど
がある（Hiramatsu et al. Lung Cancer 2010）。
ALK 肺癌では、STAT 経路が活性化している細
胞株があるが、臨床例ではむしろそれは少な
かった。本研究で対象とする100例について、
RTK 下流のシグナル因子発現による分類がで
きる可能性が得られた（詳細は、論文で発表
する予定）。また、ドライバー変異のある癌
でも、例えば、EGFR 肺癌では種々のパスウェ
イ活性があることが判ってきた。現在、整理
中である。 
 
[6] 転写因子の病理学的解析 
 転写因子の解析は、小細胞癌において集中
的に行った。特に神経内分泌性の発現を司り、
ASCL1 の上流に位置する INSM1 に着目した。
INSM1 は、神経内分泌マーカーとしては最も
高感度であった。また、腺癌や扁平上皮癌で
の発現が低く、特異性も高かった。小細胞癌
の診断は神経内分泌性を証明しなくてもで
きることになっているが、神経内分泌マーカ
ー陰性の小細胞癌でも、高率に INSM1 が陽性
であった。 
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