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研究成果の概要（和文）： 

21 世紀、肺癌治療は大きく改善した。それは上皮増殖因子受容体（EGFR）特異変異が肺腺癌組
織でのみ集積し、人種的にアジア人に高頻度で、経口リン酸化酵素阻害薬の標的効果による。
本研究は、肺癌の生物学的解明を目的に、NOD-SCID マウスで同変異細胞株の臨床類似肺転移形
成に成功し、他方当該変異の人種差の解析として、発端者 SNP 解析や家族多発例での exome 解
析により、ゲノム背景の関連候補遺伝子を見出した。本知見による将来的な予防、治療への応
用が期待される。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Therapy for lung cancer has been revolutionized in 21st century. The discovery of 
somatic EGF receptor mutation with high incidence among Asian ethnics led to the 
targeted therapy by oral TKI administration. To further understand the biological 
background of lung cancer we succeeded in slow growing xenograft formation with 
clinical relevant EGFR mutation using NOD-SCID mice. We have identified candidate 
genes that could relate to somatic EGFR mutation selection in lung cancer through 
whole genome SNP microarray analysis of patients harboring EGFR mutations, and exome 
analysis among patients of familial lung cancer members with EGFR mutations. These 
findings could provide better treatment and preventive applications in the future. 
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１． 研究開始当初の背景 

肺癌生物学において、肺腺癌は非喫煙者も発
生し、肺発癌の基本的事象がゲノム背景に存
在することを推測させる。分子標的創薬理念

による EGF（上皮増殖因子）受容体チロシン
キナーゼ阻害薬（EGFR-TKI）は、第 I 相臨床
試験で非小細胞肺癌に有効例をみ、続く第Ⅱ
相臨床試験では肺腺癌例に著効例（super 
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responder）が一定割合存在し注目された。
2004 年、米国ボストンの研究者らが発見し
た、（１）EGFR-TKI 有効例の肺癌組織検体に
体細胞変異として EGFR 活性型変異が多数集
積し、この活性型変異の oncogene 機能で過
剰シグナルによる細胞死抑制を帰結する事
実、（２）逆に EGFR 活性型変異蛋白は阻害剤
への親和性が 10 倍高い点に分子標的性があ
る事実は、全く斬新な肺腺癌生物学を示した。 
この発見は、さらなる肺腺癌生物学への疑問
を浮かび上がらせた。（１）非喫煙者肺発癌
で、なぜ EGFR チロシンキナーゼ酵素活性型
変異（5 アミノ酸欠失（exon 19）と L858R 点
突然変異（exon 21）等）が polyclonal に選
択させるのか？（２）EGFR 活性型変異は肺癌
組織のみにみられる体細胞変異であるのに、
なぜ東アジア人で非喫煙者肺腺癌の 60～70%
と高頻度にみられるのか？ 
これらはいずれも肺発癌解明の基本的命題
である。 
 

２． 研究の目的 

本研究の目的は、分子標的薬が明らかにした
肺腺癌生物学的背景をさらに検討し： 
（１）肺腺癌における EGFR 活性型変異選択
の生物学的背景（肺転移モデルによる臨床例
類似 xenograft、肺内特異リガンド同定、肺
癌細胞株における癌幹細胞等） 
（２）体細胞変異 EGFR 活性型変異が東アジ
ア人に多数集積するゲノム生物学的背景 
の解明を目的とする。 
 

３． 研究の方法 

（１）EGFR 活性型変異陽性細胞株を用いた、
変異選択の生物学的検討： 
① PC9 肺腺癌細胞株（EGFRdel 型変異株）、
A549 肺腺癌細胞株（k-ras 陽性、EGFR 野生型）
の GFP 陽性細胞化：pDN-IRESEGFP を、VSV-G
を用いて 293gp 細胞に導入。GFP 陽性 293gpg
細胞を FACS で増強、これよりウイルス粒子
を収集。これをさらに PC9 や A549 細胞に感
染して、これらの GFP 強陽性株を xenograft
実験に使用した。 
② EGFR 活性型変異細胞株のXenograft 形成
による相違の検討：GFP 強陽性 PC9、A549 細
胞各 106 個を NOD-SCID マウス尾静脈より静
注。6週間以降にマウス肺を4％パラフォル
ムアミドで固定、ショ糖添加PBSで置換しOCT
中に凍結。蛍光顕微鏡下に xenograft 形成を
検討した。 
③ EGFR リガンド amphiregulin（AREG）の効
果：AREG cDNA を pcDNA3.1 (+/-)を使用して
PC9、A549 細胞株に導入。AREG 産生をELISA
で測定。抗腫瘍剤 paclitaxel と gefitinib
耐性への効果を検討した。 
④ EGFR 活性型変異細胞株のside 
population による相違の検討：BD FACS Aria 

II を用い、verapamil（50uM）、Hoechst 33342
（5ug/ml）で side population の差を検討し、
その分画の遺伝子発現差を調べた。 
⑤ A549 細胞による self seeding の検討：
Matrigel に混合した GFP 陽性 A549 細胞株、
同陰性A549細胞株各々106個をNOD-SCIDマウ
スの左右の側腹皮下に xenograft を形成し、
2ヶ月後 GFP 陽性 A549 細胞株の対側、及び肺
組織への self seeding 播種を検討した。 
 
（２）体細胞変異 EGFR 活性型変異が東アジ
ア人に多数集積するゲノム生物学的背景： 
① ホモ接合ハプロタイプ法によるEGFR活性
型変異関連遺伝子同定： 
EGFR 活性型変異陽性の非喫煙者個体、兄弟、
家族多発例を中心に約300例の末梢血有核細
胞より一部はゲノム DNA を精製、SNPアレー
解析（外注：AROS 社、Denmark）を行い、一
部は EBウイルスによるゲノム不死化処置を
した（東北大学医学部倫理委員会承認
2006-319）。解析は萩原らによる方法
（Miyazawa H, et al: Am J Hum Genet, 2007）
を用いた。 
② 家族例における exome 解析： 
2家系の肺癌多発家系に属する 6個体で
exome 解析を行った（Agilent 社 SureSelect
キットで exon部分回収、その後全 exon シー
クエンス）。対象として健常者遺伝子と比較
し、候補遺伝子を絞り込んだ。 
 
４． 研究成果 
（１）EGFR 活性型変異陽性細胞株を用いた、
変異選択の生物学的検討 
① EGFR 活性型変異細胞株の Xenograft 形成
による相違の検討： 
A549によるxenograft形成が既報通り6週で
広汎に肺転移巣を形成するのに対して、PC9
では高度免疫不全の NOD-SKID においても 6
週では微少な転移巣形成を見たのみで、肺へ 

         図１ 
の定着はみるもののPC9細胞株では転移巣形
成は遅く、増殖性より抗細胞死性の強さを反
映すると考えられた（図１）。 
また、さらに時系列を追跡したところ、PC9
細胞株では臨床例に見られるような肺胞構
造を維持しながら転移巣形成がなされる点
が注目された（図２）。 



 

 

Estimated SP from PC9 can be 

found in the range 0.1%-1.4%

PC9 stained with Hoechst33342 and PI

PC9 incubated with Verapamil for 48h.

Then stained with Hoechst33342 and PI

A549 stained with Hoechst33342 and PI

A549 incubated with Verapamil for 48h.

Then stained with Hoechst33342 and PI

Estimated SP from A549 can be 

found in the range 20%-50%

          図２ 
② EGFR リガンド amphiregulin（AREG）の効
果： 
AREG 導入細胞株、mock 細胞株では、A549 細
胞では PC9 細胞に比べ AREG 蛋白の高発現を
みた。抗腫瘍剤存在下の viability では、
paclitaxel では EGFR 活性型変異細胞 PC9 は
AREG 存在下に mock に比べて viability が高
く、一方、gefitinib では、PC9 においても
AREG 存在下で mock より生存性が高かった。
これらの事実は気道上皮細胞で高発現する
AREG が抗細胞死作用の生理的リガンドとし
て作用する可能性を示唆する（図３）。 

         図３  
③EGFR 活性型変異細胞株の side population
による相違の検討： 
PC9 細胞株ではside population 形成が A549
細胞株に比べ僅かであった（図４）。また、
side population 細胞の遺伝子発現は、増殖
に関与すると考えられるJARID1B発現がA549
細胞株において亢進していたが、PC9 では差
を見なかった。これらの事実は、PC9 肺腺癌
細胞の性質を反映するものと考えられる。 
 

         図４ 
④ A549 細胞による self seeding の検討： 
増殖性の強い A549 細胞株を用い、最近注目
される腫瘍細胞の self seeeding を、GFP 陽
性 A549 細胞で解析したところ、予想より僅
かであるが、接種より 2ヶ月後では対側 A549 
xenograft 組織に GFP 陽性細胞集塊を、また
肺にも転移巣を認めた（図５）。臨床的に進
行期に見られる多発転移は、これに加えて炎
症関連遺伝子発現がこうした病態をさらに
亢進するものと考えられる。 

          図 5 
 
（２）体細胞変異 EGFR 活性型変異が東アジ
ア人に多数集積するゲノム生物学的背景： 
① ホモ接合ハプロタイプ法によるEGFR活性
型変異関連遺伝子同定： 
約 300 例における SNP解析は萩原らによるソ
フトウェアーで解析中である。一部の染色体
領域の特異変化が検出されているが、解析を
継続する。 
 
② 家族例における exome 解析： 
当該家系では exome で約 6万カ所の一塩基置
換を認め、SNP データベースに存在する変異
を除いた後、蛋白質機能に影響ある変異（ア
ミノ酸置換、ナンセンス変異等）を抽出し、
候補遺伝子絞り込みを行った。その結果、遺
伝形式が優性遺伝で2家系に変異のある遺伝
子が 9種類、劣性遺伝でホモ接合、あるいは
一方の脱落等で関与する可能性が 80 カ所、



 

 

この内コンパウンド・ヘテロ接合となる可能
性として 15 カ所の候補遺伝子が同定された
（論文化予定）。これら遺伝子がEGFR 活性型
変異を持つ肺腺癌組織の発癌に関連する遺
伝子であることが示唆される。 
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