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研究成果の概要（和文）：様々なdriver変異が同定され分子標的治療の開発が進む肺腺癌でも、このような変異
が検出されない症例は多く、また検出されても癌の時間的空間的不均一性を基盤に耐性が獲得される。本研究で
は、これらを克服し得る診断・治療標的分子として、早期から高頻度に癌特異的高メチル化を示すfounder 
epi-driver型癌抑制遺伝子に着目し、①血漿で検出する早期、再発、治療効果予測epi-markerの開発、②治療標
的epi-driver遺伝子と関連パスウェイの同定、および③これらの活性化を模倣し得る化合物のin silicoスクリ
ーニングでの絞り込みを行なった。

研究成果の概要（英文）：Although various driver mutations have been identified and molecular 
targeted therapies are being developed in lung adenocarcinoma (LAD), many cases lack these driver 
mutations and drug-resistance is easily acquired based on the temporal and spatial heterogeneity of 
cancers. In this study, we focused on the founder epi-driver type tumor suppressor genes (TSGs), 
which shows frequent tumor-specific hypermethylation from early stage, as a diagnostic and 
therapeutic target molecule that can overcome these issues. As a result, we have developed 
epi-markers that can be detected in plasma to detect early stage LAC or recurrence and predict 
therapeutic efficacy. We also identified therapeutic target epi-driver TSGs and related molecular 
pathways, and selected chemical compounds that mimic the activation of these pathways by through in 
silico screening.

研究分野： ゲノム医科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
がん領域では、遺伝子パネル検査やエクソーム、全ゲノム解析の結果から、腫瘍の網羅的な解析による癌細胞特
異的治療標的検出や血漿を使った早期、再発、治療効果診断に有用な遺伝子変異の同定が進んでいる。特にリキ
ッドバイオプシーは低侵襲で繰り返し行える検査法として臨床実装されており、腫瘍組織のゲノム情報が不要な
各癌種に固有のバイオマーカーの同定は、早期のスクリーニング検査や組織のない症例での治療効果の評価、原
発不明がんの原発巣予測などに応用可能な重要課題である。本課題の成果は、肺腺癌の早期診断マーカーとその
検出法の開発に有用な情報を提供するもので、臨床応用が見込める点で意義がある。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
非喫煙肺腺癌では、一部の症例で EGFR 変異や EML4-ALK 融合遺伝子など一次構造異常に

より癌化促進に働く mut-driver 変異が検出され、これらに対する分子標的治療が有効である。
一方、喫煙肺腺癌では、KRAS などの mut-driver が知られるが、actionable な分子標的は少な
い。既に癌の mut-driver 数は飽和していると考えられ（Vogelstein, Science 2013）、 更なる病
態の理解と診断･治療の発展にはエピゲノム異常を背景に癌化に関わる epi-driver の同定が欠か
せない。また、actionable な mut-driver 変異が検出されても、癌の時空間的不均一性を背景に
様々な機序で耐性が獲得され治療の妨げとなることから、早期からの癌化に必須な基盤分子異
常（founder 異常）の同定とこれを標的とする治療法の開発が喫緊の課題である。 

 
申請者らは、喫煙やゲノム構造異常の有無にかかわらず肺腺癌で早期から高頻度に特定の領

域に DNA メチル化異常が生じ、その一部は肺腺癌の癌化に必須な founder epi-driver の異常に
つながることを、新規肺腺癌抑制遺伝子 TRIM58 の同定で証明した（Oncotarget, 2017）。これ
らを背景に、「肺腺癌では、特定の領域の癌特異的 DNA メチル化が、どの症例でも（癌化過程
に必須）、早期より（時間
的均一性）起こることで、
癌細胞集団で共通した
（ 空 間 的 均 一 性 ）
founder epi-driver 異常
が生じて癌特異的パスウ
ェイ異常が誘導され、こ
れに種々のゲノム･エピ
ゲノム異常が付加されて
不均一な細胞集団が形成
される」と考えた（図 1）。 
 
 
２．研究の目的 
本研究課題では、研究期間中に、上述の仮説を証明して日本人肺腺癌の個別化医療を実現する

ことを目標に、以下を達成することを目的とした。 
① 日本人特有の安定な癌特異的メチル化異常を liquid biopsy で検出する低侵襲の超早期・再

発診断や治療効果予測アルゴリズムの開発 
② 体系的なエピゲノム、発現、機能の解析による網羅的な新規 founder epi-driver の同定と機

能解明 
③ これら founder epi-driver 異常により活性化される癌細胞特異的パスウェイ異常を標的と

した既存化合物の in silico スクリーニングやエピゲノム編集技術を応用した予防・治療法
の開発 

 
 
３．研究の方法 
以下の方法で、研究を進めることを計画した。 
 
1) 肺腺癌の早期から安定して癌特異的高メチル化を示す CpG マーカー候補の抽出 

I 期肺腺癌症例のメチローム解析で得られた癌特異的メチル化 CpG island を対象に、各領域
内で非癌部に比べ癌部で特異的（平均の差が大きい）かつ安定して（有意差が大きい）高メチル
化を示す CpG 配列を選択する。前浸潤病変（異形腺腫様過形成, AAH；上皮内腺癌, AIS）と追
加早期癌症例とを対象にパイロシーケンスを用いてメチル化解析を行い、癌化特異的にメチル
化される CpG 配列を抽出する。定量データからカットオフ値を設定し、高い感度と特異度で癌
と非癌状態を鑑別できる CpG 配列とその組み合わせを選択する。このセットを、公的オミック
スデータベース（The Cancer Genome Atlas, TCGA）で検証することで最適化する。 
 
2) DNA メチル化マーカーを用いた肺腺癌リキッドバイオプシー（LB）の最適化 
担癌者と対照非担癌者の血漿（担癌者では術前・術後を含め経時的に複数回採取）を用いて、

bisulfite 処理-デジタルドロップレット PCR（ddPCR）による候補 CpG 配列のメチル化状態の
定量的検出からカットオフ値を決定し、癌の早期診断ならびに経過モニターとしての妥当性を
検証する。LB に最適な感度・特異度を示す CpG 配列の評価アルゴリズムを構築し、別検体で
検証を行う。 
断片化 ctDNA の bisulfite 処理によるさらなる断片化や配列複雑性の低下で感度・特異性が不

十分な場合には、ペプチド核酸（PNA）を用い非メチル化 DNA をマスクして検出感度を上げ最



終感度 0.01％以上を確保する。必要に応じて、次世代シーケンサー（NGS）に切り替える。 
 
3) 肺腺癌の founder epi-driver 型メチル化標的癌抑制遺伝子の体系的同定 
肺腺癌の早期から高頻度癌特異的高メチル化を示す 113 の CpG island を含む遺伝子から、

mRNA 発現（定量 PCR）と DNA メチル化レベルが相関を示すものを追加臨床検体と細胞株パ
ネルを用いて探索し、TCGA データセットで検証する。細胞株において脱メチル化で発現回復
することも確認する。候補遺伝子の肺腺癌細胞株への強制発現で、足場依存性増殖（MTT アッ
セイ）・非依存性増殖（スフェロイド形成能）や in vivo 腫瘍形成能（マウスへの同所・異所移
植）、浸潤や転移能（Boyden チャンバー+/-マトリゲル）が変化する epi-driver 候補を絞る。さ
らに、epi-driver に依存して癌化の表現型形成に関わるパスウェイは、肺上皮細胞株での siRNA
やゲノム編集による発現抑制や癌細胞株への強制発現における網羅的遺伝子発現解析（RNA シ
ーケンス）結果のプロファイリングやパスウェイ解析により決定する。一連の機能解析実験パイ
プラインは先行研究（Oncotarget, 2017）において構築済みで、情報解析によるパスウェイ抽出
も先行研究で TRIM58 消失が細胞-細胞間接着あるいは細胞-細胞外マトリックス接着の破綻を
介して癌化に促進的に働くことが推定できるなど有効性を確認している。 
 
4) Founder epi-driver 異常を直接・間接の標的とした治療法の検討 
早期肺腺癌症例に共通して見られる遺伝子発現パターンや 3)で同定した関連パスウェイ内遺

伝子の epi-driver 強制発現癌細胞株での遺伝子発現パターンを取得し、これらと Cmap/LINCS
既存薬剤応答遺伝子プロファイルデータなどのデータベースとの遺伝子発現プロファイル相関
分析から epi-driver の機能を補完しうる薬剤を探索し、DR による治療法開発を行う。候補薬剤
の効果は、機能解析実験パイプラインで評価する。 
一方、肺腺癌細胞株を対象に epi-driver のプロモーター領域のメチル化をガイド RNA により

特異的に脱メチル化することで内因性の遺伝子発現抑制解除を行い（図 2）、表現型への効果と
下流パスウェイ遺伝子の発現パターンの変化
を 3)の実験系を用いて確認する。エピゲノム
編集システムの発現回復効果が弱い場合に
は、畑田らの改良法（Nat Biotech, 2016）に
切り替える。また、１つの epi-driver の内因性
発現の回復やその下流パスウェイ異常を修復
しうる薬剤では機能回復効果が不十分な場合
には、複数の epi-driver を標的に効果を検討
する。 
 
 
４．研究成果 
 
1) 肺腺癌の早期から安定して癌特異的高メチル化を示す CpG マーカー候補の抽出 

I 期肺腺癌症例のメチローム解析で得られた癌特異的メチル化 CpG island を対象に、各領域
内で非癌部に比べ癌部で特異的（平均の差が大きい）かつ安定して（有意差が大きい）高メチル
化を示す CpG 配列を選択したリストを作成した。リストは、遺伝子発現に関与する可能性のあ
る 113 領域に絞り、かつ対応する遺伝子をがん抑制遺伝子候補、がん遺伝子候補、がんとの関連
が不明な遺伝子に分類した。TCGA データベースでも、肺腺癌におけるこれらの領域のがん特
異的メチル化が確認された。 
前浸潤病変（AAH、AIS）と追加早期癌症例各 12 例を対象にパイロシーケンスを用いてメチ

ル化解析を行い、113 領域内の検出標的候補 CpG 配列が癌化特異的にメチル化されることを確
認するとともに、定量データから配列ごとにカットオフ値を設定した。当初は、多数の検出標的
候補 CpG 配列に対して多検体での分析になるため、質量分析による解析を行う予定であったが、
検出感度が不十分であったため、パイロシーケンスでの解析が必要になった。この結果、比較的
高い感度と特異度で癌と非癌状態を鑑別できる 10 種類の異なる領域の CpG 配列を選択できた
が、AAH、AIS ではパイロシーケンスでも感度、特異度が不十分であることがわかった。 
 
2) DNA メチル化マーカーを用いた肺腺癌 LB の最適化 
担癌者と対照非担癌者での血漿（担癌者では術前・術後を含め経時的に複数回採取）を用いて、

血漿中 cell-free DNA (cfDNA)を bisulfite 処理し候補 CpG 配列のメチル化状態の定量的検出を
試みた。Bisulfite 処理 cfDNA をテンプレートに通常の ddPCR で methylation-specific PCR 
(MSP)を行った場合には、ctDNA 量が少ないと検出感度以下になった。MSP 後の蔵副産物の
NGS 解析でも同様であった。このため、ctDNA の濃縮あるいはメチル化 DNA の濃縮が必要で
あり、メチル化断片を免疫沈降（MeDIP）した後に bisulfite 処理し ddPCR で MSP を行う方
法、および bisulfite 処理 cfDNA を PNA とともに ddPCR で MSP を行うことで非メチル化
DNA 断片の増幅を抑える方法の 2 つを試みた。いずれの方法でも、検出感度は上がるものの定
量性は下がるため、メチル化状態の腫瘍特異性が高くかつ非腫瘍部でほぼメチル化されていな
い候補 CpG 配列においてのみ、特異的なシグナルが得られた。ddPCR を次世代シーケンサー



での高深度読み取りに変更した場合でも同様の結果であった。このため、早期のがんなど cfDNA
が少ない場合や Baseline で通常の ddPCR-MSP が感度以下（Limit of detection, LOD）の場
合、これらの方法を用いたシステムを採用することが考えられた。以上の結果から、候補 CpG
配列の選別基準を変更してリストを 4 配列に絞りがんの経過モニター（定量的に判定可能）な
らびに早期診断（陽性・陰性の区別が可能）の系を異なるシステムで構築することとした。 
 
3) 肺腺癌の founder epi-driver 型メチル化標的癌抑制遺伝子の体系的同定 
肺腺癌の早期から高頻度癌特異的高メチル化を示す 113 の CpG island を含む遺伝子から、

mRNA 発現（定量 PCR）と DNA メチル化レベルが相関を示すものを追加臨床検体と細胞株パ
ネルを用いて探索し、さらに TCGA データセットで検証した。 
リスト内で、5’領域などプロモーターと想定される領域内でなく遺伝子内に位置する CpG 

island が明確ながん特異的メチル化を示した GAD1 遺伝子に注目して、mRNA 発現との関連を
検討すると、メチル化上昇に伴い発現亢進が認められた。mRNA 高発現群は TCGA データ、
Gene Expression Omnibus（GSE）データとも再現性を持って全生存率が予後不良であり、タ
ンパク発現で検討した自験例でも高発現群は無再発生存、がん特異的生存率で有意に予後不良
であった。これらの所見から、特定部位の DNA メチル化が発現抑制シグナルを阻害することで
がん遺伝子 GAD1 の発現を亢進させ、肺腺癌の発症に早期から促進的に働くことが示唆された
（Cancer Med, 2019）。 
また、5 種類の新規肺腺癌抑制遺伝子候補を対象に、先行研究の TRIM58（Oncotarget, 2017）

と同様に、発現消失肺腺癌細胞株パネルへの強制発現によって、がん細胞の足場依存性・非依存
性増殖、浸潤や転移能の検討を行った。強制発現系のベクターの工夫により細胞株や遺伝子間で
の遺伝子発現レベルを調整し、遺伝子と細胞株の組み合わせごとに複数の安定発現クローンの
選別を行った上で、再現性のあるがん抑制の表現型を示した遺伝子のみを絞り込んだ。選択され
た 3 遺伝子の強制発現株と対照株を用いた RNA シーケンスで発現量に変化の認められた遺伝
子群の解析により、各新規肺腺癌抑制遺伝子のがん抑制機能に関わるパスウェイをそれぞれ決
定できた。いずれも、TRIM58 同様に細胞間接着に関連するパスウェイに関連しており、肺の上
皮細胞シートからの逸脱ががん化早期における重要なイベントであることが示唆された。一方、
上述の GAD1 遺伝子の shRNA ならびにゲノム編集による発現抑制系構築を試みたが、クロー
ンの単離に至らなかった。 
 
4) Founder epi-driver 異常を直接・間接の標的とした治療法の検討 
既存薬剤応答遺伝子プロファイルデータとの照合による遺伝子発現プロファイル相関分析か

ら、3) での epi-driver 強制発現癌細胞株で同定した関連パスウェイを負に制御する可能性のあ
る薬剤のスクリーニングを行った。その結果、パスウェイ特異性は高くないものの epi-driver の
機能を補完し得ると考えられる薬剤候補が得られた。がん発症早期に関与するパスウェイへの
効果が予測されることから、がんの予防効果も期待されるが、候補薬剤の遺伝子発現や表現型へ
の影響や必要な用量などの実験的検証は、研究期間内に行うには至らなかった。 
一方、直接標的遺伝子の発現抑制解除による治療法の検討に関しては、方法を一部変更して、

epi-driver のプロモーター領域のメチル化配列をガイド RNA により認識させ、これに結合する
Tag 付き不活化 Cas9 を介して TET1 の Catalytic ドメインを作用させることで配列特異的に脱
メチル化させるエピゲノム編集を試みた。本方法は、lipofection、electroporation のいずれでも
細胞への導入が可能で、内因性のメチル化レベルを特異的かつ効率的に低下させ遺伝子発現を
回復させることが期待されたが、予備実験ではメチル化状態の部分的な低下が認められたもの
の、研究期間内に有効な遺伝子発現量の回復が確認できなかった。 
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