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研究成果の概要（和文）：肺癌, 骨軟部肉腫でAktの遺伝子増加、蛋白発現、活性化を包括的に解析した。肺癌, 骨軟
部肉腫ともAkt発現は約60%、活性化は40%で認め、肉腫では予後不良群であった(Clin. Can. Res., 2012, Hum. Pathol
. 2014)。また肺癌のAkt3発現率はAkt1,2より低く、AKT1/2遺伝子増幅群はAktの活性化を伴い(Hum. Pathol. 2012)、A
KT1増加は腫瘍径と、p-Akt/Akt2発現はリンパ節転移と相関した。AKT1、2 の増幅で変動する因子をarray解析し、浸潤
に関与するmRNA、メチル化や上皮間葉転換に関与するmicroRNAを得た。

研究成果の概要（英文）：In lung carcinomas and soft tissue sarcomas, Akt expression/activation, and AKT1-3
 gene gains were investigated. In lung carcinomas, immunohistochemistry revealed expression of Akt in 60% 
and phosphorylated-Akt (p-Akt), Akt1, Akt2 in 40%, but expression of Akt3 was lower as 20% in approximate.
 A significant correlation between Akt2/p-Akt expression and lymph node metastasis was observed. In sarcom
as, the cases showing activated Akt/mTOR pathway revealed worse prognosis in several histological types. F
ISH analysis indicated "FISH-positive" gene gain (amplification/high level polysomy) of AKT1/2 in 15 to 25
% in both tumors. FISH-positive AKTs gene gain accompanied activation of Akt, but not EGFR gains. Microarr
ay analysis revealed that AKT1/2 gene increase induced specific mRNA and microRNA, which are known to be i
nvolved in invasion or epithelial-mesenchymal transition. Moreover, a polymorphic site in AKT1 related to 
cancer predisposition was identified by SNP analysis. 
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１．研究開始当初の背景 
受容体型チロシンキナーゼ(RTK)は下流
因子の解析と併せて国内外で癌研究の対象
とされ、近年は"分子標的療法”の隆盛によ
り更に注目されている。その視点からのゲ
ノム創薬は癌研究の重要な柱の一つをなし、
多数の分子標的療法剤が開発されたが、奏
効した薬剤は少数である。我々は、一因は
実験系とヒト体内の癌の性質の差異と考え、
ヒト多臓器の腫瘍で RTK の増幅，蛋白過
剰発現を報告し，必ずしも下流因子が恒常
的に活性化されない事、予後と相関しない
症例も多い事などを報告し、細胞内下流因
子の活性化の研究の必要性を考えるに到っ
た。結果、肺癌、骨軟部肉腫で Epidermal 
growth factor receptor (EGFR)の遺伝子、
蛋白発現異常と下流因子の活性化の特異的
関連を報告し(Mod Pathol. 2006, Human 
Pathol. 2007)。我々も含めた国内外の研究
では、更に細胞周期抑制系(CKI)の不活化、
抑制系蛋白質の分解亢進なども明らかにな
り、シグナル伝達経路の相互作用の解析も
必要とする新しい局面を迎えた。 
 
２．研究の目的 
我々が専門に研究を継続してきた肺癌を

主に、骨軟部肉腫と対照させ、RTKの中で
も特にEGFRとそのシグナル伝達経路の下
流の蛋白質群に関する遺伝子変化、活性化
を含む包括的解析から個々の癌のプロファ
イルを解析する。それにより悪性形質(増殖
、浸潤、転移)を規定する(複数の)重要な因
子を抽出することで、”個別化抗癌療法”の
標的を同定することを主たる目的とする。 
 従来の研究成果を基盤に本研究で
は、成果を臨床応用へ近づけるために、
EGFRの系、下流因子(特にAkt)の遺伝子増
幅、多型にも注目し、多因子の多種変化を
同時に解析する。つまり個々の症例ごとに
活性化しているエフェクターを特異的に抑
制する多分子標的療法を目指して、分解系
の関与も含めたシグナルネットワークを肺
癌、肉腫で解析する。具体的には、1) EGFR
の発現や遺伝子異常とその下流因子活性化
の特異的関係と、変動する遺伝子の探索、
2)下流のエフェクター(特にAkt)遺伝子の
増幅と多型解析、3) mTORの組織型特異的機
能、特に形態形成や浸潤に関与する下流因
子の探索、を行う。 
 
３．研究の方法 
  癌における形質変化と EGFR -Akt 系の
遺伝子異常、蛋白過剰発現、活性化の因果
関係を解明するため、以下のような方法で
研究を進めた。 i) 手術材料での過剰発現、
活性化、遺伝子の数的変化の解析、ii) AKT
遺伝子の多型解析と臨床病理学的パラメー
タとの関連検索、iii) Akt, mTOR 等の蛋白

質過剰発現群と非発現群を用いたアレイ解
析で変動遺伝子を抽出する。以上、肺癌を
中心に肉腫を対照として下流、周辺諸因子、
分解系も含めた EGFR -Akt 系の中に一連の活
性化異常の特異性を見い出すことを目的に
解析した。 
[2011 年度] 
1. 病理組織検体における発現、活性化と変
動遺伝子解析：収集した症例(肺癌、肉腫)で
下記を検討した。解析に使用する肺癌試料等
は遠藤が収集した。 
a) 抗体を用いた免疫組織染色：A. RTK 蛋白
(EGFR とリン酸化型), B. 下流因子(Akt, 
p-Akt, mTOR, S6K, S6, PTEN),  C. 分解系
ligase (Pirh2, Skp2), D. p27 等について免
疫組織染色, immunoblot で発現, 局在、リン
酸化レベルと活性化を検討した。抗体は EGFR, 
p27, [Novocastra], p-EGFR, Skp2 
[Invitrogen], Pirh2 [Calbiochem]以外は
Cell Signalling 社製である。 
b) 分解系の解析：Pirh2, Skp2 による分解の
検索には癌手術材料で免疫染色を用いた。 
c) 上記の系で変動する遺伝子の解析：上記
の系で解析した Akt/mTOR の発現群、非発現
群の比較から変動する遺伝子を 3D-gene(東
レ)を使用して抽出した。mTOR+/-の系で有意
に変化する候補を得たので、Akt+/-の系で変
動するマーカー遺伝子も抽出した。 
2. 遺伝子増幅, 変異, 多型解析：  
a) 遺伝子増幅, EGFR 変異の解析： EGFR, AKT
の増幅の解析は、centromere, 標的遺伝子共
に BAC clone (東京医歯大・稲沢教授より供
与)由来のプローブで FISH 解析を行った。
EGFR のシークエンスは exon 18-21 について
行った。 
b) PI3-K /Akt 系異常と多型解析： FISH 法
で AKT1-3の遺伝子増加の有無を検索した。ま
た AKT1,2,3 には多型部位がそれぞれ 12, 6, 
11 か所あり、SNP アレイ(affimetrix, Ver 6.0、
Illumina 社製 SNP チップ)で連携研究者・椙
村と共同で解析した。 
[2012 年度以降] 
前年度の 1-a)免疫組織染色： 研究開始後も
症例を収集したため、同様の方法で検索を継
続した。特に C.分解系 ligase (Pirh2, Skp2), 
D. p27 等については 2013 年度から本格的な
検討を開始した。 
1-c) 変動する遺伝子の解析： AKT 遺伝子増
加群、非増加群の比較から変動する遺伝子を
3D-gene(東レ)を使用して抽出した。また同
様の群比較で変動するmicroRNAも抽出した。 
上記で得た個々症例のデータと臨床的パラ
メータ (TNM 因子, 生存期間等)との相関を
統計解析した。 
 
４．研究成果 



肺癌, 骨軟部腫瘍で前述の遺伝子、蛋白質の
包括的な解析を行った結果は、以下の通りで
ある。 
1. 肺癌におけるEGFR-Akt-mTOR-pS6系の活性
化：この系は小細胞癌での関与は低く、非小
細胞癌(NSCLC)の約10%に構成的活性化が見ら
れた。更にEGFR非依存性にAktが活性化されて
いる症例も目立ち、Aktの過剰発現は小細胞癌
も含めた肺癌全体の60%で、活性化は44%で認
められた。isoformではAkt1,2は約40%に発現
を見たが、Akt3は23%と有意に低かった。FISH
解析により全肺癌の24%にAKT1, AKT2遺伝子
の増加が見られ、全体の15%の症例に遺伝子増
幅、あるいは高レベルpolysomyを認めた。こ
の群は全例でAkt蛋白質の活性化を伴い、かつ
EGFR遺伝子の増加や変異が無く、両遺伝子変
化の排他性を認め、AKT-addiction を示す一
群である可能性が予想された(2011年, 2012
年、日本病理学会、日本癌学会発表, Human 
Pathol. 2011, 2012)。臨床病理学的にはAKT1
の増加は腫瘍径と相関し、p-Aktの発現とAkt2
の過剰発現はリンパ節転移と相関した(2014
年 日本病理学会発表)。一方AKT3遺伝子に増
幅は無く、polysomyによる増加は45%に認め、
蛋白の過剰発現と必ずしも一致しなかった
(2014年、日本病理学会発表、日本癌学会発表
予定)。 
2. 骨軟部肉腫におけるAkt-mTOR系の異常: 
軟部肉腫ではAkt-mTOR系の活性化の頻度が高
く、特に平滑筋肉腫では70%以上で, 悪性末梢
神経鞘腫では40-60%にPten非依存性にこの系
の活性化があり、pS6系も含めた活性化群は予
後不良であった(Cancer, Clin. Can. Res., 
Human Pathol.2012)。AKTに関しては、
total-Aktの発現は84%、活性化は71%、Akt1, 
Akt2 isoformの発現は70%であった。AKT1/2
遺伝子増加は13%, 25%に見られ、全て
polysomyで、増幅例は無かった。臨床病理学
的には、Aktの活性化は転移と有意に相関した
(2013年 日本病理学会、癌学会発表, Human 
Pathol. 2014)。 
3. Akt-mTORの系で変動する因子の解析： 
NSCLC でmTORの発現群、非発現群の比較から
変動する遺伝子をmicroarrayで4個抽出した。
その中で最も変動の大きい因子の発現は、扁
平上皮癌でmTORと拮抗し、腺癌では相関して
いた。この蛋白は浸潤先端部で発現が高くな
る傾向を認めた。 
4. 培養細胞でのmTORの抑制系の確立：肺癌培
養細胞株でmTORの多種siRNAを用いた効率的
な発現抑制実験の系を構築した(Int. J. Clin. 
Exp. Pathol.2012)。 
5. AKTで変動する因子：NSCLCにおいて
microarrayで抽出したAKT1、AKT2 の増幅によ
り変動するmRNA, microRNA(miRNA)には機能
的にオーバーラップがあり、転移、間質との

相互作用に関与するmRNA, メチル化やK-ras
を制御するmiRNAが得られた。特に上皮間葉転
換(EMT)に関与するmiRNA200は組織型別、
Stage別に、それを制御するAKTが異なり、更
に多数症例での解析を実施するため26年度よ
りこの分野を専門とする秋田大学・後藤教授
を共同研究者に加え、新たに助成を受けた基
盤研究を開始した。  
6. AKT1, 2, 3 の多型と臨床的パラメータと
の関連解析：AKT1の1多型部位で癌易罹患性、
AKT3の多型部位と高血圧、肥満、糖尿病に相
関を認めた。多数症例での解析を浜松医大・
椙村教授(連携研究者)と行っている。 
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