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研究成果の概要（和文）：EGFR変異型肺腺がんにおいて、微小乳頭亜型(mPAP)の比率が予後に重要であり、予後
不良である間質性肺炎(IIP)合併肺腺がんでは、特異な細胞像を示す。今回の研究では、mPAPにおいて高発現さ
れる分子をマイクロアレイを用いて検索した。また、IIP合併肺腺がんにおける粘液関連分子の発現について検
索し、背景病変におけるRAS遺伝子異常をdigital droplet PCR法によって検討した。mPAPにおいて、DYRK2遺伝
子の発現亢進が認められ、免役染色、FISH法によって確かめた。IIP合併肺腺がんでは種々の粘液分子の発現亢
進、低下が認められ、RAS遺伝子の異常は背景病変においても認めた。

研究成果の概要（英文）：In EGFR-mutated lung adenocarcinoma, the proportion of micropapillary 
subtype (mPAP) is important for prognosis. In interstitial pneumonia (IIP) -associated lung 
adenocarcinoma, which has a poor prognosis, a unique cellular feature is shown. In the present 
study, molecules highly expressed in mPAP were searched using a microarray. Furthermore, the 
expression of mucin-related molecules in IIP-associated lung adenocarcinoma was investigated, and 
RAS gene abnormalities in background lesions were examined by digital droplet PCR. In mPAP, 
increased expression of the DYRK2 gene was observed, which was confirmed by immunohistochemistry and
 FISH analyses. In lung adenocarcinoma complicated with IIP, expression of various mucus molecules 
was increased and decreased, and RAS gene abnormality was also observed in the background lesion.

研究分野：人体病理学

キーワード： 病理学　肺がん　腺がん　間質性肺炎　微小乳頭亜型　EGFR
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研究成果の学術的意義や社会的意義
日本人に多いEGFR変異肺腺がんにおいて、予後に密接に関連する微小乳頭亜型の発生に関連する分子が明らかに
なったことは学術的意義が高く、今後の研究によってさらにマーカーの開発、分子を標的にした治療に発展する
可能性があり、社会的意義も高いと考えられる。今回明らかにしたDYRK2遺伝子の周囲にはさらに重要な遺伝子
が複数存在しており、さらに重要な遺伝子異常が見つかる可能性も秘めている。
IIP合併腺がんにおいてもその病理学的特性がさらに解明されたことは意義が高いと考えられる。背景病変にお
いてもRAS遺伝子の異常が明らかになったが、前癌病変からの発がん過程の解明に発展することが期待される。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
肺がんは日本人がん死の 20%以上を占める致死率の高い難治がんである。日本人に多い肺腺が
んにおいては、EGFR(Epidermal Growth Factor Receptor)、KRAS、BRAF、ALK、ROS1な
どの Driver遺伝子の相互排他的な異常が起きていることが明らかになり、遺伝子異常に合わせ
た治療薬の開発が進められている。EGFR遺伝子変異を有した肺腺がんは、日本人非喫煙者、女
性に多く、細気管支肺胞上皮型など Terminal respiratory unit(TRU)型の頻度が高く、予後はや
や良好とされるが、内科症例では EGFR 陽性であっても早期から全身転移する例、分子標的薬
に耐性を示す例が多く経験されている。また、間質性肺炎(IIP)に合併する肺がん例は喫煙者の
男性に多いが、特に予後が不良であることがよく知られている。これら予後不良肺腺がんにおけ
る分子メカニズムを明らかにして、高悪性度肺腺がんを早期に診断するマーカーを開発し、適切
な治療に結びつけることが急務である。 
これまで我々の研究室では、KRAS、EGFR変異肺腺がんの発生機序、IIPに合併する肺がんの
発生機序について研究を行ってきた。EGFR 変異型肺腺がんにおいて、多発性微小脳転移の頻
度が高い一群があり、微小乳頭亜型(mPAP)をしばしば示すこと、外科手術例においてmPAPを
示す一群がリンパ節転移の頻度が高く、予後が悪いこと、mPAPの比率が進展、予後に重要であ
り、全身転移を示す内科症例と結びつくことを明らかにしてきた。IIP合併肺腺がん例の解析で
は、Non-TRU 型の頻度が高いが、TRU 型においても特異な細胞像、粘液関連分子の発現を示
すことを明らかにした。本研究課題では“予後不良な肺腺がんの分子メカニズムは何か”を核心
的かつ学術的な問いとして、これまで行ってきた研究をさらに発展させる。  
２．研究の目的 
(1) 予後不良肺腺がんに多い mPAP 発生に関わる分子メカニズムを明らかにする。mPAP 部分
において高発現される分子を検索し、Driver 遺伝子を含め網羅的に遺伝子異常を検索する。肺
腺がんの進展、特に微小乳頭型への進展、全身転移への進展に関わる分子メカニズムを明らかに
する。 
(2) 予後不良であることが知られ、特異な組織像を示す IIP合併肺腺がんの病理学的特性を明ら
かにし、発生に関する分子メカニズムを明らかにする。特徴的組織像を示す部分に特異的に発現
されている分子、特に粘液関連分子の発現について検索する。また、腫瘍部分から遺伝子を抽出
し、遺伝子異常を高精度に検索する。Driver遺伝子等の変異検索については digital droplet PCR
の技術を活用する。 
３．研究の方法 
(1) 外科切除された mPAP 成分を多く含む EGFR 変異型肺腺がん例(いずれも凍結検体)の mPAP と
それ以外の組織亜型について、それぞれ腫瘍部のみをレーザーマイクロダイセクションで切り
分け、 RNA を抽出し、U133 gene chip microarray を用いて発現解析を行った。マイクロアレイ
に用いた例において、共通して発現が増加あるいは減少した 4 つの分子(KIAA1324, DYRK2, 
COL4A3, ITGBL1)について定量的 RT-PCR での解析を行い、マイクロアレイの結果を検証した。次
に症例数を増やし、mPAP(+)EGFR 肺腺がん 19 例、 mPAP(-)EGFR 肺腺がん 17例、EGFR 陰性肺腺
がん(mPAP の有無は問わない)12 例、において RT-PCR による解析を行い、その普遍性の検証を行
った。RT-PCR の結果とその働きから DYRK2 に着目し、免疫組織化学染色にて検討を行った。染
色結果はスコア化され、mPAP を含む EGFR 変異型肺腺がんと、mPAP を含まない EGFR 変異型肺腺
がんとで比較検討を行った。DYRK2 遺伝子の増幅の有無を評価するため, ホルマリン固定パラフ
ィン包埋材料を用いて FISH 法による解析を行った。EGFR 変異型肺腺がん 64 例 (mPAP を含む腫
瘍 33 例と mPAP を含まない腫瘍 31例)について検索を行った。腫瘍細胞 50個の chr12(オレンジ
蛍光シグナル)総数に対する DYRK2(グリーン蛍光シグナル)総数の比率を算出した。DYRK2/chr12
のシグナル比が 2以上の場合を増幅と判定した。 
(2) IIP 合併肺腺がん例において、臨床病理学的な検討とともに、mucin family protein, MUC1, 
MUC2, MUC3B, MUC4, MUC5AC, MUC5B、MUC6, MUC7, MUC9, MUC21 の発現を免疫組織学的に検討し
た。腺がんはさらに形態像、TTF-1 の発現により、TRU 型と非 TRU 型に分類され、それぞれの型
において IIP 群と非 IIP 群の間で mucin family protein の発現がさらに比較検討された。免
役染色の結果はスコア化され、high 群と low 群の 2 群に分け、IIP 関連肺腺がんと非関連肺腺
がんの間で単変量解析を行った。症例情報のうち、間質性肺炎や肺腺がんと関連する事項である
年齢, 性別, 喫煙指数, 腫瘍の大きさ, 組織亜型, 細胞亜型を抜粋した。単変量解析を行い有
意差の示された mucin 及び有意差の示された症例情報に対して多変量解析をさらに行った。 
KRAS 変異があり、non-TRU 型を示す IIP 関連肺腺がん 1例と KRAS 変異のない症例 1例に対し、
正常肺胞上皮，気管支上皮化生，腺がんの各成分を laser microdissection により採取した。各
組織片の DNA を抽出し、KRAS exon 2 codon 12 or 13 (G12C, G12R, G12S, G12V, G12A, G12D, 
G13D)の point mutation の頻度を digital droplet PCR(QX200 Droplet Digital PCR System)を
用いて検索した。digital droplet PCR では、20000 個の droplet 中に DNA を振り分け、droplet
中で PCR を行い、PCR 産物中の変異遺伝子を検出する。0.01％程度の低頻度の遺伝子変異を定量
的に検出できる。 



４．研究成果 
(1) 遺伝子発現について、解析した例のどれにおいても、mPAP とそれ以外の組織亜型との間で
3倍以上の発現上昇がみられたものは 2個(KIAA1324 と DYRK2)であった。また、3倍以上の発現
低下がみられたものは 2個(COL4A3 と ITGBL1)であった。マイクロアレイで発現上昇がみられた
DYRK2、KIAA1324 については、定量的 RT-PCR においても mPAP において、mPAP 以外の組織亜型と
比較して発現量の増加がみられ、マイクロアレイで発現低下がみられた COL4A3、ITGBL1 につい
ては、定量的 RT-PCR においても、mPAP において発現量の低下がみられた。症例数を増やした検
討においても、DYRK2 については、mPAP 成分を伴う EGFR 肺腺がんでの発現量が、mPAP 成分を伴
わない EGFR 肺腺がんに比べて高い傾向がみられた。DYRK2(Dual specificity Tyrosine 
Regulated Kinase2)は細胞の成長や発生に関わるプロテインキナーゼファミリーのひとつであ
り、 様々な細胞の分化・増殖に重要な役割をもつ。肺がんについても発現上昇がみられたとい
う報告もあり、今回の結果を支持している。mPAP との関連については、これまで報告はない。
DYRK2 について、免疫組織学的検索結果をスコア化して算出したところ, mPAP を含まない EGFR
変異型肺腺がんに比べて mPAP を含む EGFR 変異型肺腺がんでは高いスコアを示した(p=0.0456)。
FISH 法による検索では、mPAP を含む腫瘍では 8例 (8/33 例, 24%), mPAP を含まない腫瘍では 2
例 (2/31 例, 6%)に増幅がみられた（P=0.0432）。 DYRK2 の増幅は特に高異型度成分において多
核認めた (p < 0. 0001)。 
(2) 単変量解析の結果、IIP 関連肺腺がん例では MUC1(IIP 群:非 IIP=36.3%:60.4%, p=0.0011)、
MUC7(38.8:59.4, p<0.0051)、MU21（7.5:22.6, p=0.0039)は high の頻度が non-IIP 肺腺がん例
に比べ有意に低く、MUC4 (43.8:24.5, p=0.022), MUC5AC (25.0:9.4, p=0.0043), MUC5B 
(32.5:8.5, p<0.0001), MUC9 (42.5:21.7, p=0.0051)は high の頻度が有意に高かった。Lepidic 
subtype 群では MUC5AC 発現 high の頻度が non-lepidic subtype に比べ有意に低い結果
（Lepidic:nonlepidic=4.3:23.3, p=0.0002）を示した。TRU 群は non-TRU 群と比較して MUC1 
(TRU:non-TRU=55.1:39.0, p=0.0399), MUC21 (19.7:8.5, p=0.0424)で発現 high の頻度が有意
に高く、 MUC5AC (7.9:33.9, p<0.0001), MUC5B (13.4:30.5, p=0.0068), MUC6 (3.2:18.6, 
p=0.0005), MUC9 (26.0:40.7, p=0.0456)では発現 high の頻度が低い結果を示した。多変量解
析の結果、IIP と関連する他のデータとは独立に、IIP 関連肺腺がんでは MUC1 (Odds ratia:95%CI, 
P value=0.038: 0.18-0.78:0.0080), MUC7 (0.44:0.21-0.89:0.0230), MUC21 (0.22:0.007-
0.62:0.0034)は低発現、MUC4 (2.39:1.14-5017:0.0214), MUC5B(4.25:1.67-11.73:0.0022)は高
発現という特徴が確認された。 
KRAS 遺伝子の変化が認めた例において、背景の化生上皮巣、正常上皮においても同じ G12V の変
異が低頻度に認められ、fractional abundance はそれぞれ 0.05, 0.15%であった。腫瘍で認めた
変異以外の変異（G12C, G12R, G12S, G12A, G12D, G13D）についても検索を広げ、さらに腫瘍に
変異が認めなかった例についても検索を加えた。いずれの例においても非癌部の化生上皮、正常
上皮において各種 RAS 遺伝子の変異が低頻度ながら認めた。 
今後の展望について、mPAP の分子基盤については、マイクロアレイに加えて、次世代シーケン
ス解析を行い, さらに候補責任遺伝子の同定を試みたい。今回 DYRK2 遺伝子の増幅、発現上昇が
明らかになったが、その周りの 12q13-21 領域には MDM2 や CDK4 といった複数の重要ながん関連
遺伝子が存在する。それらを含めさらに検討する必要がある。 
IIP に合併した非 TRU 型肺腺がんの分子病理学的な特性をさらに追求していきたい。非 TRU 型肺
腺がんではこれまで知られている肺がんの Driver gene mutation の頻度が低く、発がんの分子
メカニズムについては不明な点が多いが、網羅的遺伝子解析を含めて、非 TRU 型肺腺がんの発が
ん機序を検討していきたい。これまでの研究では蜂巣肺における細気管支上皮の異型上皮と腺
がんの連続性がしばしば観察されたが、体系的に蜂巣肺における前がん病変の解析を行い、前が
ん病変における分子病理学的な異常を明らかにして、IIP 合併腺がんに特徴的な発がん機序の解
明につなげていきたい。背景肺における低頻度の発がん遺伝子変異の解析については、今後背景
が健常肺(non-smoker)の症例及び気管支上皮化生の多い症例を増やして解析していきたい。症
例を増やすことで、間質性肺炎の患者における肺がんの発生頻度が高いメカニズムが明らかに
なり、気管支上皮化生から肺腺がんに至る発生経路の存在を追求することができると考える。 
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