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研究成果の概要（和文）：　遺伝子変異特異的microRNAが癌細胞のEGFR，KRAS変異そのものに特異的な変化を示
さないことを明らかにし、論文発表した（小林さやか ら．ヒト肺腺癌細胞株におけるドライバー遺伝子変異特
異的microRNA発現の解析．The Kitakanto Medical Journal. 74(1). 2024）。
　核膜関連蛋白であるエメリン，ラミンA, B1, B2発現と核所見の連続変数データや臨床病理学的所見との関連
を統計解析し、成果を現在論文投稿している。

研究成果の概要（英文）：We revealed that driver mutation-specific microRNA did not change 
specifically even if lung adenocarcinoma cells have EGFR or KRAS mutation. These results were 
published in Japanese. 
 In addition, we examined the association between expression of emerin, lamin A, B1, B2 and nuclear 
morphological factor (nuclear area, perimeter and shape factor), clinicopathological features in 
human lung adenocarcinoma cases utilizing formalin-fixed paraffin-embedded tissues by 
immunohistochemistry. These results are summarized and being submitted to a journal.

研究分野：病理組織・細胞診断学

キーワード： 肺腺癌　遺伝子変異特異的microRNA　EGFR遺伝子変異　KRAS遺伝子変異　エメリン　ラミン　核の形状
因子　臨床病理学的所見

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　ヒト組織に対する遺伝子変異特異的microRNA解析は他の手法よりも比較的簡便な手法であるが、上記microRNA
は培養細胞の検討で癌細胞そのもののEGFR，KRAS変異を反映せず、EGFR，KRA変異検査としては使用できないこ
とが明らかとなり、臨床的に意義深い。
　またエメリン，ラミンの発現の有無と核所見や臨床病理学的所見（特に組織亜型）との関連を明らかにしたこ
とは我々が初めてであり学術的意義がある。

※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（共通） 
 
 
１． 研究開始当初の背景 
 病理組織診断（組織診）または細胞診断（細胞診）では、核の大きさ、形や色の濃さの程度等
の核形状を捉えて診断している。特に組織診に比し細胞診では、核形状の細かな所見を捉えるこ
とが重要であるが、症例によって核形状は多彩な像を示しており、良・悪性の診断に苦慮する。
他方で、肺腺癌ではドライバー遺伝子異常が多く認められ 1)、それらの遺伝子異常例における核
形状の変化について報告があり 2-7)、ドライバー遺伝子異常毎に核形状を特徴づけられる可能性
がある。またこれにより肺腺癌細胞における核形状の診断基準が明確になる可能性がある。ただ
し、これらの核形状の特徴を明確にするためには客観的な核形状の所見を得ることが重要であ
るが、現在、上記の報告はいずれも核の染色にヘマトキシリン染色のみを用いており、定量的な
解析を行っている研究は少ない。 
 
 
２．研究の目的 
(1) まずは肺腺癌切除例の組織診検体を対象とし、EGFR, KRAS, ALK, p53 遺伝子異常ごとの核
形状の特徴を画像解析手法によって明らかにすることを目的とした。 
(2) 加えて、遺伝子異常が共存していた場合の核形状の変化や、癌の進展課程での遺伝子異常と
核形状の変化の推移を明らかにすることを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
(1) 対象症例の抽出、臨床情報の収集およびホルマリン固定パラフィン包埋（FFPE）ブロック
の借用 
 2011 年 11 月～2013 年 12 月までに群馬大学医学部付属病院で手術された肺腺癌の切除例 83
例を抽出し、同時に性別、年齢、組織型、組織亜型、腫瘍径、ステージなどの情報も診療情報か
ら得た。また対象症例の FFPE ブロックを借用した。尚、1 例検討が不可能であったため、最終
的な対象症例数は 82 例となった。 
 
(2) 各種染色の施行、染色標本の Whole-slide Imaging (WSI)の作製および核の形状に関する
画像解析 
FFPE ブロックより未染色標本を作製し、フォイルゲン染色、エメリンの免疫染色を施行し、
これらの染色標本の WSI の作製を行いデジタル画像化し、核の面積、周囲長、真円度について画
像解析ソフトを用いて計測した。 
 
(3) 核膜関連蛋白であるエメリン、ラミンの免疫染色の施行、WSI の作製および蛋白発現に関す
る画像解析 
 (2)のようにエメリンの免疫染色を施行したところ、蛋白発現が低下または消失していると思
われる症例が約半数程度認められたことから、エメリンの免疫染色標本を画像解析し、肺腺癌細
胞中のエメリン蛋白発現陰性、陽性の細胞数、陽性細胞率を計測した。これに関連して、エメリ
ンと機能的に相互作用をしていると考えられているラミン A，B1，B2 の免疫染色を施行し、エメ
リン同様、各々の染色標本について画像解析によって核の面積、周囲長、真円度、蛋白発現陰性、
陽性の細胞数、陽性細胞率を計測した。 
 
(4) EGFR，KRAS 遺伝子変異の解析 
 当初、FFPE ブロックから DNA 抽出を行い、EGFR, KRAS 遺伝子の塩基配列を検索することで両
遺伝子変異の有無を検索する計画であったが、両遺伝子変異の有無をある種のドライバー遺伝
子変異特異的microRNA (miRNA)の発現量により予測することが可能であるという論文を発見し、
当初計画の手技よりも比較的簡便で時間も短縮ができる miRNA を用いた両遺伝子変異の予測に
よって対象症例を非変異群と変異群に分けて前述した画像解析結果との対比を行うこととした。 
 そこで、まず当研究室が保有するヒト肺腺癌細胞株 9株から RNA 抽出し、シークエンス受託サ
ービスにより 7 株は EGFR 遺伝子変異の有無を検索し、9 株は KRAS 遺伝子変異の有無を検索し、
変異状態を明らかにした。そしてこれらの細胞株を用いて miRNA の抽出を行い、遺伝子変異特異
的 miRNA との報告があった miR-1253, 504-5p, 26a-5p, 21-3p, 495-3p の発現量を計測した。 
 
(5) 画像解析結果の統計解析 
 各種核膜関連蛋白発現の有無に関するデータが得られため、統計解析ソフトを用いて、核の面
積、周囲長、真円度と各種蛋白発現の関連、各種蛋白同士の関連、臨床病理学的因子（組織亜型、
分化度、腫瘍径、ステージなど）と各種蛋白発現の関連を検討した。 
 
 



４．研究成果 
(1) ヒト肺腺癌細胞株におけるドライバー遺伝子変異特異的 miRNA の解析 
① EGFR, KRAS 遺伝子変異状態の検討 
 ヒト肺腺癌細胞株である H1650, H1975 は予め EGFR 遺伝子変異が起こっている細胞株を購入
したため、ABC-1, RERF-LC-MS (MS), VMRC-LCD, A549, RERF-LC-Ad1 (Ad1), RERF-LC-Ad2 (Ad2)
および HCC827 の細胞株について EGFR のエクソン 19 および 21 の変異を DNA シーケンス解析に
よって検索した。結果を表 1に示す。また全 9株については KRAS 遺伝子変異が未知であったた
め、KRAS のエクソン 2の変異を DNA シーケンス解析によって検索した。結果、HCC827 に EGFR エ
クソン 19 の E746 – A750 変異が、A549 に KRAS エクソン 2の G12S 変異が、Ad1 に KRAS エクソ
ン 2の G12A 変異が、Ad2 に KRAS エクソン 2の G12V 変異が認められた。ABC-1, VMRC-LCD, MS に
は EGFR, KRAS 遺伝子変異は認められなかった。 
 
表 1 ヒト肺腺癌細胞株における EGFR, KRAS 遺伝子変異状態 

 
 
② EGFR, KRAS 遺伝子変異状態と変異特異的 miRNA の発現量の比較 
 ①で EGFR, KRAS 遺伝子変異状態が明らかとなったヒト肺腺癌細胞株における遺伝子変異特異
的 miRNA の発現量を計測し、シーケンス解析結果と比較し、遺伝子変異特異的 miRNA が EGFR, 
KRAS 遺伝子変異状態を本当に反映するか検討した。 
現在までの報告によると、miR-1253 の発現が増加した症例で高率に ALK 転座が認められ、miR-
1253 の発現が増加した症例を除く miR-504-5p の発現が増加した症例で高率に EGFR 変異が認め
られ、miR-504-5p の発現を増加した症例を除く miR-26a-5p の発現が増加した症例の半数程度に
EGFR, KRAS 変異および ALK 転座は認められず、発現が低いままであった症例の全例に KRAS 変異
が認められたと報告されている 8)。また別に miR-21-3p の高発現症例は有意に KRAS 変異してい
ると報告があり 9)、KRAS 変異群では、正常組織に比較し肺腺癌組織で miR-495-3p の発現量が増
加しているとの報告もある 10)。本研究の結果を表 2 に示す。今回、miR-504-5p の発現量に関し
て、EGFR 変異株 (HCC827)だけではなく KRAS 変異株 (Ad1)、EGFR および KRAS 変異陰性株 (MS)
で発現量が他の細胞株よりも高かった。また miR-26a-5p の発現量は細胞株間で大きな差が認め
られず、EGFR および KRAS 変異陰性株 (MS)でも miR-21-3p や miR-504-5p の発現量の増加が認め
られた。以上の結果より、miR-504-5p, 26a-5p, 21-3p, 495-3p の全てにおいて EGFR または KRAS
遺伝子変異状態を反映していないことが明らかとなった。なお、miR-1253 の発現量は全ての細
胞株で発現は低かったが、細胞株の ALK 転座を検討することができなかったため、ALK の転座状
態を反映しているかは不明だった。 
上記のように、遺伝子変異特異的 miRNA が EGFR, KRAS 遺伝子変異状態を反映していなかった
ため、ヒト組織を対象とした遺伝子変異特異的 miRNA を使用した EGFR, KRAS 遺伝子変異検索は
検討不可能であった。 
 現在までの報告はヒト組織を用いた検討であったが本検討では培養細胞を用い、癌細胞自体
の EGFR, KRAS 遺伝子変異状態を遺伝子変異特異的 miRNA は反映せず、遺伝子変異特異的とは言
い難いことを明らかにした点で、本検討は意義深いと考えられる。 
 
 

Cell lines and mutation 

 Examined in this study 
EGFR mutation-negative and KRAS mutation-negative 

ABC-1 
RERF-LC-MS 
VMRC-LCD 

 KRAS mutation+ 
 A549（KRAS G12S mutation） 
 RERF-LC-Ad1（KRAS G12A mutation） 
 RERF-LC-Ad2（KRAS G12V mutation） 

 EGFR mutation+  
 HCC827  (EGFR exon19 E746-A750 deletion) 

 Already reported by the literature 
   EGFR mutation+ 

 H1650 10 (EGFR exon19 E746-A750 deletion) 
 H1975 10 (EGFR exon 21 T790M and L858R mutation)  

 



表 2 ドライバー遺伝子変異特異的 microRNA のΔCt値 

 
 

これら①および②の研究成果を論文発表した 11)（小林さやか ら．ヒト肺腺癌細胞株における

ドライバー遺伝子変異特異的microRNA発現の解析．The Kitakanto Medical Journal. 74(1). 

2024）。 

 
 
(2) ヒト肺腺癌組織を対象とした核形状因子および核膜関連蛋白発現の画像解析による検討 
① フォイルゲン染色標本の画像解析における核形状因子の検索 
 ヒト肺腺癌組織 82 例のフォイルゲン染色標本の WSI デジタル画像を画像解析によって核面
積、周囲長、真円度の連続変数データを得ることができた。 
 
② 核膜関連蛋白であるエメリン、ラミン A, B1, B2 免疫染色標本の画像解析における核形状
因子および蛋白発現の検索 
 ヒト肺腺癌組織 82 例のフォイルゲン染色標本の WSI デジタル画像を画像解析によって核面
積、周囲長、真円度、蛋白発現陰性、陽性の細胞数、陽性細胞率の連続変数データを得ること
ができた。 
 
③ 核の形状因子および各種核膜関連蛋白発現の関連および各種核膜関連蛋白と臨床病理学的
所見の関連 
上記①、②のようにヒト肺腺癌細胞の核面積、周囲長、真円度や各種核膜関連蛋白発現の有
無に関するデータが得られため、統計解析ソフトを用いて、核の面積、周囲長、真円度と各種
蛋白発現の関連、各種蛋白同士の関連、臨床病理学的因子（組織亜型、分化度、腫瘍径、ステ
ージなど）と各種蛋白発現の関連を検討した。これらの検討結果は現在、論文投稿中である。 
 
 本検討により、肺腺癌におけるエメリン、ラミン A, B1, B2 とった核膜関連蛋白発現を画像
解析にて連続変数データを得ることができた点は我々が初めてであり、各種核膜関連蛋白発現
と臨床病理学的所見との関連を明らかにすることにより、今まで明らかにされていなかった肺
腺癌細胞におけるエメリンやラミンの機能に関する新たな知見を得ることができた点で意義深
い。 

 Cell lines        Mutation          ΔCt of miRNAs: Average (±SD)            

                                 1253   504-5p  26a-5p  21-3p  495-3p 

ABC-1  EGFR/KRASnor -15.12  -11.98 -5.58 -8.96   -16.67 
                (±0.26) (±0.19) (±0.00)  (±0.08) (±0.83) 

RERF-LC-MS  EGFR/KRASnor -16.70  -10.78 -7.52 -6.35    -5.32 
                               (±0.04) (±0.03) (±0.08)  (±0.05) (±0.22)

VMRC-LCD    EGFR/KRASnor   -14.80  -11.64  -7.91    -7.04   -17.59 
                               (±0.59) (±0.00) (±0.05)  (±0.05) (±2.46) 

A549  KRASmut  -16.66   Un -8.10 -6.00    -7.95 
                               (±0.23)   (Un)  (±0.02) (±0.16) (±0.14) 

RERF-LC-Ad1  KRASmut -16.73 -10.60 -6.65 -7.26     Un 
                               (±0.03) (±0.01) (±0.01)  (±0.01)   (Un) 

RERF-LC-Ad2  KRASmut  -16.61   Un -5.46 -7.04    -8.19 
                               (±0.52)   (Un)  (±0.05) (±0.02) (±0.05) 

HCC827  EGFRmut  -14.80 -10.06 -7.18 -9.27   -13.48 
                               (±0.68) (±0.01) (±0.09)  (±0.05) (±0.38) 

H1650   EGFRmut  -15.53 -15.06 -5.15 -9.04   -14.64 
                               (±0.77) (±0.83) (±0.05)  (±0.01) (±0.65) 

H1975  EGFRmut  -14.51 -14.27 -6.61 -10.12  -14.49 
                               (±0.08) (±0.34) (±0.12)  (±0.07) (±0.20) 

Abbreviations: EGFR/KRASnor, EGFR and KRAS mutation negative; 
KRASmut, KRAS mutation positive; EGFRmut, EGFR mutation positive; Un, 
Undetermined 
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