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研究成果の概要（和文）：本研究では特発性肺線維症(IPF)合併肺扁平上皮癌の臨床手術検体を用いて、ビーズ
アレイ、エクソンシークエンスを用いた網羅的遺伝子解析を行った。DNA異常メチル化解析により2つの
epigenotype(高メチル化群、低メチル化群)を同定し、IPF合併例では低メチル化傾向を示すタイプの腫瘍が多い
事が分かった。さらにパイロシークエンスによる検証を行い、低メチル化が独立した予後不良因子である事がわ
かった。 さらに変異解析では変異スペクトラムとしてはC>Tのパターンが多く、Signature 1を主な変異シグニ
チャーとして同定した。また特異的な遺伝子変異を認め、予後不良因子となっている事を確認した。

研究成果の概要（英文）：We conducted DNA methylome analysis and mutation analysis of clinical lung 
squamous cell carcinoma (SCC) associated with idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) using Infinitum 
BeadChip and targeted exon-sequencing.
     Analyses stratified SCC into two distinct epigenotypes, low methylation and high methylation. 
The low-methylation epigenotype was significantly associated with IPF. The correlation between 
low-methylation subgroup and IPF was further validated by five markers specifically hypermethylated 
in high-methylation subgroup using pyrosequencing. Furthermore, low-methylation epigenotype 
significantly correlated with poorer prognosis.
     Using target-exon sequencing to survey somatic mutation, we investigated genetic landscape and 
specific gene alterations of SCC with IPF. We found that C<T and Signature 1 predominantly 
contributed to SCC with IPF, and that a specific gene mutation was significantly associated with SCC
 with IPF and poor prognosis. 

研究分野：呼吸器外科、特発性肺線維症、肺移植
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
特発性肺線維症(IPF)合併肺癌は予後不良である事が報告されているが、その分子生物学的詳細は不明であっ
た。
今回我々が行ったIPF合併肺扁平上皮癌に対する網羅的DNAメチル化解析は世界初の試みであり、これにより予後
不良なタイプとして同定された低メチル化扁平上皮癌とIPF症例に相関を認めた事、遺伝子変異解析によりIPF症
例で予後不良因子となる特有の遺伝子変異を認めた事から、これらの分子異常はIPF合併扁平上皮癌の生物学的
悪性度を示している事が示唆され、さらにバイオマーカーとしての有用性が示唆された。
本研究は肺扁平上皮癌の層別化やIPF合肺癌の分子生物学的詳細に新たな知見を与える研究である。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

特発性肺線維(idiopathic pulmonary fibrosis; IPF)は肺癌発症のリスク因子であり、その発

生リスクは非 IPF 患者の 7～14倍と報告され、肺癌は IPF 患者死亡原因の第 3位を占める。IPF

合併肺癌は非合併癌に比べて有意に予後が悪いことが大規模疫学調査で確認されている。IPF で

は繰り返し生じる炎症による組織障害と修復が発癌を誘発する事が複数の研究結果から示唆さ

れているが、肺癌発症に関連するバイオマーカーは明らかにされていない。一方 IPF 合併肺癌で

は放射線・抗癌剤・手術の後に IPF の致死的急性増悪(acute exacerbation; AE)が生じての治療

関連死が多い。IPF 合併肺癌の治療では AE と肺癌再発リスクという２つの課題を克服しなけれ

ばならないが、AE のリスクから手術症例が少ないため十分な検体を採取して遺伝子レベルで検

討した報告は現在までのところ少ない状況である。 

 

２．研究の目的 

本研究では千葉大学病院呼吸器外科にて手術を施行された症例のうち、凍結もしくはパラフィ

ン包埋にて保存されている肺扁平上皮癌手術検体に対して、ビーズアレイを用いた網羅的 DNA メ

チル化解析や次世代シークエンサーを用いた遺伝子発現、遺伝子変異の網羅的解析を行い、IPF

合併肺癌における発癌機構の解明、並びに新規バイオマーカーの探索を行う。さらに TGF-阻害

薬であるピルフェニドンによる EMT 抑制等の抗腫瘍効果に対しても同様にして分子生物学的に

検証する事を目的とした。 

 
３．研究の方法 

(1)外科切除検体からの RNA, DNA 抽出 

当院で手術を施行した原発性肺扁平上皮癌で、凍結保存、または FFPE 検体として保存して

いる症例のうち、IPF 合併肺扁平上皮癌(IPF(+))に対して、腫瘍検体 35 例から、またコント

ロールとして、43例の IPF 非合併例(IPF(-))から RNA, DNA を抽出した。腫瘍検体は腫瘍含

有率が高いもの(50%以上)を病理医によりスライド上で確認の上、使用した。また上記症例

に対し、各症例の背景肺も同様に核酸抽出を行った。 

(2)IPF 合併肺癌における遺伝子網羅的解析 

①DNA 異常メチル化解析 

凍 結 保 存 検 体 の 中 か ら

IPF(+):10 症例、対照群として

IPF(-):10 症例を抽出し、それぞ

れ腫瘍部位と背景肺組織から抽

出した DNA に対し、バイサルフ

ァイト処理後、45 万個のプロー

ブを搭載したIllumina社のビー

ズアレイを用いて、DNA メチル化

網羅的解析を行った(図 1)。さら

に抽出された代表的な遺伝子を

用いて計 77 例の症例に対し、パ

イロシークエンス法による検証を行った。自験例に加え、The Cancer Genome Atlas(TCGA)デ

ータを用いて、メチル化、遺伝子変異に対して比較検討を行った。 

②遺伝子変異解析 

同様に凍結検体から抽出した DNA を用いて IPF(+):16 例、IPF(-):31 例の腫瘍部に対し、キア

 

図 1.DNA メチル化解析の流れ 



ゲン社の Lung Cancer Panel®を用いた次世代シークエンサーによる遺伝子変異解析を行い、

IPF 合併肺扁平上皮癌に特徴的な遺伝子変異を検証した。 

(3)臨床病理学的検討 

  上記遺伝子異常に関して、IPF 合併の有無に加え、性別、喫煙歴、病理病期、予後を含めた

臨床病理学的検討を行った。 

 
４．研究成果 
 

(1)DNA メチル化解析 

①網羅的 DNA メチル化解析 

ビーズアレイの結果より遺

伝子プロモーターに存在す

るプローブのみを抽出し、

階層的クラスタリングを行

ったところ、腫瘍部と背景

肺で大きく２つのクラスタ

ーを形成した(図2)。腫瘍部

は全体にメチル化が高く、

さらに高メチル化群と低メ

チル化群の 2 つのサブクラ

スター（エピジェノタイプ）

に分類された。それぞれの

群での IPF 症例の比率を検

証すると、低メチル化群では 77.8%(7/9), 高メチ

ル化群では 17%(1/6)と、有意に低メチル化群にお

いて IPF 症例が多い事がわかった(P=0.04)。次に

高メチル化群において特異的にメチル化された遺

伝子群を抽出し、GO (Gene Ontology) 解析を行う

と、“regulation of gene silencing” や 

“negative regulation of growth”といった増殖

抑制機能を持つ遺伝子群が抽出された。 

②パイロシークエンスによる検証 

高メチル化群に特異的な５つのメチル化遺伝子

(DLEC1, CFTR, MTM, ALDH7A1, CRIP3)を高メチル

化マーカーとし、パイロシークエンスによる検証

を 77 例の肺扁平上皮癌を用いて検証したところ同様に IPF(+)群では有意に低メチル化と相関

していた(P<0.01)（図 3）。予後解析では低メチル化群は予後不良因子となっていた（図 3）。ま

た TCGA を用いた解析でも同様の傾向が見られた。その他の臨床病理学的項目との相関はみられ

なかった(図 4)。 

 

図 2.腫瘍部と背景肺のメチル化パターン 

 

図 3.高メチル化マーカーを用いたパイロシー

クエンスによる検証 



背景肺組織における検証では、腫瘍部の解析結果とは反対に non-IPF より IPF でメチ

ル化遺伝子が多く、102 個の遺伝子で癌組織と共通した異常メチ

ル化を認めた。 

(2) 次世代シークエンサーによる遺伝子変異解析 

 遺伝子変異解析（エクソン変異解析）では IPF(+)で有意に変

異を認めた遺伝子を複数同定し(Hata et al. manuscript in 

preparation)、そのうちの一つは予後不良因子となっていた (図

5)。 

 IPF(+)における変異スペクトラムとしては C>T のパタ

ーンが多く、Signature 1 を主な変異シグニチャーとし

て同定した。またエピジェノタイプ間での比較では変

異数や変異スペクトラムに有意差は認めなかったが、

低メチル化群で有意に変異が少ない遺伝子を検出し

た。 

（今後の展望） 

今後は IPF 合併肺癌において、癌の発生母地となる上

皮系細胞や腫瘍微小環境を担う肺線維芽細胞や血管内

皮細胞といった特定の細胞集団に焦点を当てた研究を

行う予定である。 

また当初肺癌の遺伝子解析に加え、ピルフェニドンの影響を網羅的遺伝子発現解析にて検証す

る予定であったが、RNA の保存状態が悪く、結果的に施行する事が出来なかった。今後は前向き

にサンプル収集を行い、遺伝子発現に関しても検証する予定である。 

 
 

 
図 4.低メチル化群の予後不良 

 

図 5.GeneA 変異陽性例の予後不良 
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