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研究成果の概要（和文）：難治の悪性腫瘍であるNUT midline carcinoma（NMC）において新たな治療標的を探索
する研究を行った。次世代シークエンサー（NGS）を用いてNMCの遺伝子異常を網羅的に解析し、薬剤パネルを用
いて薬剤の有効性をスクリーニングした。さらに、NMCにおけるSmall RNAのプロファイルをNGSにて解析した。
その結果、治療への応用に結びつくような特定の遺伝子異常と、治療標的となりうるmicroRNAを見つけることに
成功した。また、NMCの診断法を確立するため、digital PCR法を用いたNMCの新たな診断法を開発し、微量な臨
床検体からNMC症例を同定することにも成功した。

研究成果の概要（英文）：To identify novel therapeutic targets in NUT midline carcinoma (NMC), we 
examined the gene mutations and comprehensive drug sensitivity screening of NMC, using next 
generation sequencing and drug panels. We then identified the gene mutation as potential therapeutic
 target and micro RNA related to cell growth in NMC. We used digital PCR (dPCR) and designed optimal
 dPCR probes to detect BRD-NUT fusion genes in clinical tumor samples. Consequently, we succeeded in
 diagnosis of NMC using the dPCR system.

研究分野： Medical Oncology

キーワード： NUT midline carcinoma
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１．研究開始当初の背景 
 我が国では、悪性腫瘍が死因の第 1 位を占
めている。近年、がん組織から検出される遺
伝子異常の種類別に、分子標的治療薬を中心
とした個別化治療が進められている。一方、
特定の遺伝子異常を有する悪性腫瘍のうち、
未だに有効な治療法が確立されていないもの
が 存 在 す る 。 な か で も 、 NUT midline 
carcinoma (NMC)は比較的新しい概念の悪性
腫瘍であり、縦隔や体幹の中心部に発生する
特徴を持ち、NUTM１遺伝子の異常（異常転
座融合遺伝子）を持つ癌として知られている
1)。NMC の病理組織像は多彩であり、病理学
的所見のみでは NMC の診断は不可能とされ、
その診断法は確立されていない。NMC の報告
数は徐々に増えつつあるが、診断法が確立さ
れていないために進行癌として発見されるケ
ースが多く、正確な疫学については未だに把
握されていない。また、NMC に関する研究報
告も少なく、その病態が他の癌種と比較して
十分に解明されていない。このため、有効な
治療法が確立されておらず、その平均生存期
間は 7 ヶ月程度と予後不良な現状である 2)。 
 
２．研究の目的 
NMC における新たな治療標的を見つける。 
NMC の診断法を確立させる。 
 
３．研究の方法 
 本研究では次の４つの主要な研究計画（図
1）を設けた。これら研究で得られた結果を統
合し、治療標的や診断法、バイオマーカーの
候補を検証した。 
 
図 1. 主要な研究計画 

 
 以下にそれぞれの方法を示す。 
 
（１）抗がん剤パネルを用いた薬剤感受性の
スクリーニング 
 
 我 々 は 、 希 少 な 2 つ の NMC 細 胞 株
(HCC2429 細胞/Texas University, Ty82 細胞
/RIKEN, いずれも BRD4-NUT 融合遺伝子を

持つ)を保有しており、本研究ではこれら細胞
株を用いた。薬剤感受性のスクリーニングを
行うため、Drug screening library (化学療法
基盤支援活動)を用いて、分子標的治療薬を主
体とした約 400 の薬剤に対する感受性を評価
した。感受性の評価には MTS assay を使用し
た。各分子標的治療薬に対する感受性の結果
をもとに、パスウェイ解析を加えて、細胞増
殖に関与する細胞内シグナル伝達経路を評価
した。我々はこのスクリーニング評価及びパ
スウェイ解析を終え、主要なシグナル経路を
特定した。これら同定された経路が、以降に
示す研究計画 2〜4 で得られた結果とどのよ
うにリンクするか、解析を進めた。 
 NMC に対する BET 阻害剤による効果は限
定的であるため、BET 阻害剤の耐性株を作成
して、耐性機序や耐性後に有効な治療薬を評
価した。我々は BET 阻害剤である JQ-1 に耐
性の細胞株を作成した。この耐性株を用いて、
同様に薬剤スクリーニング・パスウェイ解析
を行い、耐性前の親株と比較することで耐性
機序ならびに耐性後の治療標的を探索した。
また、耐性株での獲得遺伝子変異を検索する
ため、後述の次世代シークエンサーによる遺
伝子変異解析も加えた。 
 
（２）次世代シークエンサーによる遺伝子変
異解析 
 
 次世代シークエンサーを用いて NMC が持
つ遺伝子変異を解析した。次世代シークエン
サーには Ion Torrent(Thermo Fischer)を用い
た 。 解 析 パ ネ ル と し て Ion AmpliSeq 
Comprehensive Caner Panel を、解析ソフト
に は Ion Reporter や CLC Genomics 
Workbench (CLC bio Japan)を用い、主要な
遺伝子変異を検索した。我々はこの解析によ
り、NMC の表現型に関わることが予想される
候補遺伝子と、その遺伝子異常を新たに見出
した。その変異遺伝子の機能を解析するため、
遺伝子導入実験を行った。まず、野生型及び
変異型の候補遺伝子を NMC 細胞株やコント
ロール細胞株に導入するべく、プラスミドベ
クターを作成した。発現プラスミドベクター
には pF12K RM Flexi Vector (Promega)を用
い、Coumermycin による候補遺伝子発現誘導
株を作成した。 
 
（３）Small RNA プロファイリング解析と機
能解析 
 
 Small RNA の解析を行った。NMC 細胞株
よ り small RNA 分 画 を 抽 出 し (PureLink 
miRNA isolation kit, Thermo Fisher)、Ion 
Torrent にて RNA シークエンシングを行った。
CLC Genomics Workbench（CLC Bio）を用
いて Small RNA のプロファイリング解析を行
った。 
 Small RNA プロファイルの変化を調べるた
め、NUTM1 遺伝子の knockdown 実験を行っ



た。Stealth RNAi siRNA (ThermoFisher)によ
る Knockdown を行い、HCC2429 細胞、Ty82
細 胞 へ 、 Lipofectamine RNAiMax 
(ThermoFisher)を用いて導入実験を行った。
コントロールと、siRNA 治療後の細胞の Small 
RNA のプロファイルを比較した。 
 
（４）臨床検体における NMC の解析 
 
 NMC の診断法を確立すべく、臨床検体の解
析を行った。胸部悪性腫瘍と診断された症例
の病理組織検体から RNA を抽出し、Digital 
PCR(QuantStudio 3D, Thermo Fischer)を用
いて NMC の新たな診断法を確立させた。は
じめに、BRD-NUT 融合遺伝子を検出できる
ような digital PCR 用のプローブを設計した。
コントロールの合成 DNA にて、そのプローブ
が work することを確認し、次に陽性コント
ロールである HCC2429 細胞と Ty82 細胞、陰
性コントロールである肺がん A549 細胞を用
いて、NMC の診断に必要な NUTM1 融合遺
伝子の検出を評価した。 
 さらに、縦隔腫瘍 の臨床検体を 用いて
digital PCR による NMC の診断法を評価した。
臨床検体の FFPE 組織検体より、RecoverAll 
Total Nucleic Acid Isolation kit 
(ThermoFisher)を用いて RNA を抽出した。
抽出した RNA から、SuperScript VILO cDNA 
synthesis kit (ThermoFisher) を 用 い て 、
cDNA フラグメントを合成した。合成された
cDNA を用いて、前述の digital PCR 法を用い
て NUTM1 融合遺伝子の検索を行った。縦隔
腫瘍３０検体につき、解析を行った。さらに、
digital PCR 法による NUTM1 遺伝子の発現が
確認された検体については、次世代シークエ
ンサー(Hi-seq, illumina)による RNA シーク
エンスによる解析を追加し、合併する遺伝子
異常を検索した。解析には CLC Genomics 
Workbench (CLC bio)を用いた。 
 
４．研究成果 
 
（１）薬剤スクリーニング 
 
 2 つの NMC 細胞株(HCC2429 細胞/Texas 
University, Ty82 細胞/RIKEN)に関して、薬剤
感受性のスクリーニングを行い、パスウェイ
解析の結果、NMC の細胞増殖に関する主要な
シグナル経路を特定した（図 2）。 
 また、我々は BET 阻害剤である JQ-1 に耐
性の細胞株を作成することにも成功した。 
 
 
 

図 2. パスウェイ解析 

 
（２）次世代シークエンサーによる遺伝子変
異の解析 
 
 NMC 細胞における遺伝子変異を特定する
ため、次世代シークエンサーによる解析が必
要であるが、２つの希少株それぞれでの解析
を終えた。そして、我々はこの解析により、
NMC の表現型に関わることが予想される候
補遺伝子と、その遺伝子異常を新たに見出し
た。その遺伝子異常の機能を解析すべく、野
生型及び変異型の候補遺伝子をヒト正常細胞
及び NMC 細胞株へ遺伝子導入する必要があ
り、我々は pF12K RM Flexi Vector (Promega) 
による野生型及び変異型候補遺伝子の発現プ
ラスミドベクターの作成に成功した。 
 前述の細胞増殖アッセイを用い、野生型も
しくは変異型の候補 遺伝子が導入 された
NMC 細胞株の薬剤感受性を評価する計画を
設けるに至った。また、これら遺伝子発現時
の細胞増殖能や細胞内シグナル変化を、細胞
増殖アッセイや Western blot を用いて解析す
る課題も設けた。さらに後述の MicroRNA 
(miRNA)のプロファイリング解析も加えて、
候補遺伝子が及ぼす miRNA 発現パターンの
変化も評価する予定となった。 
 
（３）Small RNA の解析 
 
 Small RNA の解析には、次世代シークエン
サーを用いた miRNA のプロファイリングの
解析が必要であったため、我々はこれを解析
するシステムを構築し、NMC における Small 
RNA のプロファイリングを同定した。さらに
NUTM1 遺伝子の発現調節実験を通じて、
NMC の細胞増殖に関与する microRNA を見
出すことに成功した（図 3）。また、同様の解
析により、BET 阻害剤が関与しうる Small 
RNA も特定することができた。 
 我々はこれら Small RNA が治療ターゲット
として重要な候補であると予測し、今後、細
胞内シグナル経路と候補 miRNA との関係性
を評価していく計画を設けた。 
 
 
 
 
 
 



図 3. Small RNA 発現解析の結果 

 
 
（４）臨床検体における NMC 症例の解析 
 
 NMC 細胞株を用いた実験により、我々は、
Digital PCR 法による高感度・効率のよい
NMC 診断法の構築に成功した（図 4）。 
 臨床検体 30 検体を解析した結果、NMC の
症例を同定することにも成功した。さらに、
次世代シークエンサーによる、遺伝子変異の
解析により、NMC 細胞株を用いた In vitro 実
験にて検出された遺伝子異常が、同定された
NMC 症例でも検出された。 
 
 
図 4. Digital PCR による NUTM1 融合遺伝子
の検索 

 
 
（５）各々の研究結果の統合 
 
 次世代シークエンサーによる NMC 細胞株
の遺伝子異常の解析により、ある遺伝子の異
常を合併していることを見出したが、その遺
伝子の異常が、臨床検体でも同定されたため、
再 現 性 の あ る 遺 伝 子 異 常 （ Recurrent 
mutation）であることが判明した。 
 さらに薬剤スクリーニングやパスウェイ解
析の結果、有効性を示した薬剤および NMC 細
胞における主要な増殖シグナル経路が、同定
された遺伝子異常にも関連している可能性が
あることを見出した。 
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