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研究成果の概要（和文）：以下の肺腺癌についてのテーマにそって研究を進めた。
1) 転写産物による新規がん遺伝子シグナル活性化モデルの構築:浸潤性粘液癌で、マスター転写制御因子に相当するHN
F4aの発現を示すことを見出した。また、このタイプに特徴的なNRG1融合遺伝子を見出した。2)新しい非多段階発がん
モデルの検証: 腺癌前駆病変を用いて、非多段階発がんモデルに相当する発がん過程を経ている某証を得ることができ
た。3) 腫瘍内遺伝子変異多様性についての検討: ALK免疫染色とFISH法の乖離についての原因を考察した。4）分子腫
瘍学的知見の病理診断への応用: 各種ガイドラインや原発不明がんの検討基礎データを構築した。

研究成果の概要（英文）：We focused on the following four themes in this study.
1) A novel model of signal transduction according to transcripts: We found HNF4a functioned as a master 
regulator for invasive mucinous adenocarcinoma. Also, a novel fusion involving NRG1 was identified in 
this subtype. 2) Non-stepwise model of lung adenocarcinoma development: We had some findings that 
supported no-stepwise progression using preinvasive lesions. 3) Genetic heterogeneity of cancer: We 
analyzed discordant results between protein expression and gene rearrangement of a driver gene for the 
lung, ALK. 4) Diagnostic application of molecular findings: We contributed to generate guidelines for 
molecular testing and formulation of basic data for primary-unknown cancers.

研究分野： 分子腫瘍病理学
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1. 研究開始当初の背景 
 ゲノムワイドの分
子発現パターンの
相同性によってそ
れぞれの腫瘍の
特徴を類型化する
階層的クラスタリン
グ解析が発現解
析では汎用される。
この解析は、ゲノ
ムワイドの分子発
現パターンを指標
にした分子生物学
的な腫瘍の分類と
捉えることが可能
である１。肺がんに
おける発現解析
は、我々の報告
２も含め、ほとん
どの検討できわ
めて類似したパターンを示している（図 1）。すなわち、肺がん
は大きく 2 群に大別され、一方では正常肺組織と主として肺
腺癌からなるブランチ、もう一方は腺癌、扁平上皮癌、小細
胞癌など組織亜型にもとづいた小クラスターからなるブランチ
を形成している。逆に腺癌に着目してこれらの結果をみると、
腺癌は大きく 2 つのタイプに分けることができる； 1）正常肺
組織に類似した発現パターンを有するタイプ（グレーで囲ん
だ部分）、2）他の組織亜型との共通性の多い発現パターンを
示す腺癌、である。発現パターンの違いはクラスター間の距
離によって表されることから、この２つの腺癌亜型における発
現パターンの違いは、扁平上皮癌と小細胞癌との隔たりより
もはるかに大きいことになる。実際に大腸癌の転移（２段目
CM、矢印のクラスター）は肺癌の中にあって、肺扁平上皮癌
ともっとも近くにクラスタリングされている。これらのことから、肺
腺癌の一部（左ブランチ群）はきわめて特異なグループと捉
えることができる。このグループでは TTF-1 やサーファクタン
トが特異的に発現していることがわかっている。  

 
2. 研究の目的 
これまでの検討で肺腺癌が分子生物学的に 2 つのグループ
に大別され、その一方はユニークな臨床病理学的特徴（女性、
非喫煙者、TTF-1 陽性、EGFR もしくは ALK 変異）を示すこ
とを報告した。このグループの腺癌は、EGFR 阻害剤、ALK
阻害剤などの分子標的薬が存在し、高い治療効果が期待で
きる。一方で、これら遺伝子変異をツールとした解析も可能で
ある。そこで、本研究ではこの生物学的特性を有する 末梢細
胞型肺腺癌に焦点を当て、転写産物によるがん遺伝子活性
化の新たなモデルを構築することを目標とし s た。具体的に
は、1) 転写産物による新規がん遺伝子シグナル活性化モデ
ルの構築、2)新しい非多段階発がんモデルの検証、3) 腫瘍
内遺伝子変異多様性についての検討、4）分子腫瘍学的知
見の病理診断への応用、の 4 つのテーマを遂行した。これら
の研究は、相対的に増加傾向にある非喫煙者肺腺癌の発症

解明、治療法開発に継がるデータとなる点で有用であると考
え研究を進めた。 

3. 研究の方法 
1）研究サンプル 
本施設においては、多くの腫瘍で国内有数を誇る手術件数
と詳細な臨床情報、臨床医との密接なコンタクト(分担研究者 
外科：坂尾 幸則、内科：樋田豊明)が得られる。また、1996 年
より系統的凍結組織の保存やそれらのデータベース化を進
めてきた。また、核酸、蛋白保持などの組織保存法について
も詳細な検討を加え、エタノール固定パラフィン包埋などの
実用的多機能保存方法を一部では導入している。実際に、
臨床治験 WJOG3405 などの遺伝子解析コア施設としてもそ
の解析を広く実施したことからもわかるように、その技術的な
水準は高い位置にある。肺癌検体においては、p53、EGFR、
KRAS、BRAF、HER2 変異などの基本的遺伝子データがデ
ータベース化され、有機的に活用した。実際に、これらのコホ
ートを用いた報告は海外でも高く評価されている。また、これ
らの検討を通して得られた結果は、日本肺癌学会における
EGFR 変異検査の解説、ALK 検査の解説として広く臨床に
生かされているほか、国際的にも肺癌 WHO 分類の策定、
ALK 免疫染色のための国際標準化会議などの基礎データと
して用いられている。 
 
2）解析方法 
① ゲノムシークエンス: 核酸をキアゲン DNeasy もしくは
RNeasy キットにより抽出し、PCR で増幅の後、ABI 3500 
Genetic analyzer でかいせきした。また、2015 年より Ion 
S5/Ion S5 XL 次世代シーケンスシステム を用いて targeted 
squencing 法で検索した。 
② 免疫組織化学的解析:  Dako Autostainer, ベンタナ XT
システム ベンチマーク, ライカ ボンド III を用いて解析を行っ
た。 
③ FISH 解析: Vysis TermoBrite を用いた他、ベンタナ XT
システム ベンチマークによる CISH 法での解析も行った。 
④ 統計学的解析:  IBM SPSS 統計ソフトウエアーを用いた。 

 

4. 研究成果 
それぞれのテーマごとに研究年度をまたいで同時並行的に
検討を進めていった。 
1) 転写産物による新規がん遺伝子シグナル活性化モデルの
構築 
我々のグループでは、変異解析として mRNA を用いたエクソ
ンシークエンスを主として行い、基本的遺伝子変異（ p53, 
EGFR,KRAS, HER2, BRAF）を 3000 例にわたり検討してきた。
その中で、特異な組織学的形態を呈する浸潤性粘液癌は
KRAS 変異の頻度が高いことが報告され、欧米の報告では
80%以上の検出が示されている。しかしながら、本邦における
報告および我々の検討においても 50-60%の範囲にとどまり、
新規遺伝子変異が存在する可能性があることに着目した。ま
ずは、この群を組織学的特徴以外に明瞭に区別するバイオ
マーカーについての検討を行った。その結果、これまでまっ
たく言及されてこなかった HNF4αが疾患をきわめて分別よく
分類する腫瘍であることを見出し、肺癌を含む多くの腫瘍で

 
図 1 網羅的発現パターンによる分子学的
腫瘍分類のまとめ 



の検討を行った。その結果は Am J Surg Pathol 37: 211-8, 
2013 として報告した。HNF4a の発現は表 1 に示すごとく、腸
上皮からの腫瘍では高頻度であるが、肺癌においては一部
の特定の肺腺癌に認められ、ほぼ浸潤性粘液癌に特異的と
もいえる。そのため、診断が難しいとこの腫瘍のよい鑑別マー
カーとなることも報告した。 
 その後、他のグループから、末梢肺細胞の発生および維持
を司る遺伝である TTF-1/NKX2.1 を抑制することで、この
HNF4a が誘導され、胃の腺細胞への分化が誘導されるととも
に、浸潤性粘液癌が発生することがマウスモデルで見出され
た（Mol Cell. 50: 185-99, 2013）。この結果は、我々の結果と
一致する結果であり、HNF4a は生物学的、臨床的にも浸潤
性粘液癌において重要な分子であることが示された。 

また、この特徴を持つ肺腺癌について、転写物を用いたホー
ルエクソームシークエンスを用いたドイツ・ケルン大学との共
同研究において、特異的な遺伝子変異を見出すことができ
た（Cancer Discov, 4, 415-422、図 2） 。 この腫瘍において
はこれまで KRAS 変異が多いことが知られていたが、人種差
が存在し、アジア人においては 30%前後においてのみ見出さ
れる変異であり、50-60%を占める白人種と異なる。この融合
遺伝子はその差を埋める重要な発見で、EGFR 遺伝子変異
についで本邦でのよい分子標的となりうる変化と考えられる。
また、この融合遺伝子によって下流の ERBB3 を介してシグ
ナルが伝わることが細胞株での検討で明らかとなり、pan-
HER 阻害剤などの治療へ結び着く結果が得られた。 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
2)新しい非多段階発がんモデルの検証 
これまでの研究で、EGFR 変異を示す腺癌においては、
EGFR 変異が前駆病変ですでに獲得されることを報告したほ
か１、EGFR 変異に関連した EGFR 遺伝子増幅が腫瘍内の
浸潤部で獲得されることを示した２。これに対し、KRAS 遺伝

子変異は、本邦では組織学的に特徴のある腺癌（浸潤性粘
液癌）で頻度が高いものの、前駆病変である異型腺腫様過
形成においても変異が見出される。KRAS 変異を、提唱され
ている多段階モデルに当てはめると、その進行とともに頻度
が下がるという矛盾した結果が得られた３。他のグループによ
ってもこの現象は確認されている。これに対してわれわれは
KRAS 変異による oncogene senescence が異型腺腫様過形
成に重要な役割を果たしているのではないかと考えている４。
これは、遺伝子改変ﾏｳｽでの結果においても裏付けられてい
る。この仮説を証明するため、臨床的に早期病変と考えられ
ているスリガラス様陰影病変について、遺伝子変異をもとに
検討を行った。まずは臨床的に画像診断においてスリガラス
様陰影病変は 10 年余にわたって進行しない病変と 3 年のう
ちに進行する場合との 2 つに分けられることを報告した（J 
Thorac Oncol, 8(3), 309-314）。 観察した中央値 4.2 年であ
るが、108 病変中、29 病変で中央値 7mm の腫瘍の増大（2-
32mm）を認めたが、79 病変においてはその大きさに変化は
認められなかった（図 3）。 
 
次に、腫瘍サイズの変化とドライバー変異が関連するかにつ
いて検討を行った（Ann Oncol. 2015;26:156-61）。遺伝子変
異が検索できた症例は 71 例であったが、その 75%に EGFR, 
KRAS, ALK, もしくは HER2 の遺伝子変異が観察され、それ
らと経過中の腫瘍サイズの増減について統計学的に有意な
差が存在した（図 4）。すなわち、EGFR 遺伝子変異群では有
意に経過とともにサイズの増大を認めたが、KRAS 変異を含
む他の遺伝子変異群ではサイズの増大を示す症例は少なか
った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2  CD74―NRG1 融合遺伝子の模式図。 

図 4   ドライバー遺伝⼦ 変異と腫瘍サイズ変化の関係. 

表 1 がん腫における HNF4a 発現の比較

 

図 3  経過中に腫瘍サイズが変化した症例の分布。多くの腫瘍
ではサイズ変化は 3 年を経ても変わらないが、およそ 30%の症
例では発⾒ から3 年以内に腫瘍径が変化することが多い。 



 
 
 
これらの所見から、2011 年に総説として発表した非多段階発
がんモデル（図 5）については、ある程度の検証が得られたの
ではないかと考えている。 

 
 
3) 腫瘍内遺伝子変異多様性についての検討 
ALK 融合遺伝子はドライバー変異の一つと考えられており、
腫瘍進展の早期に獲得され、腫瘍内に均一に分布している
と考えられている。しかしながら、融合遺伝子形成の結果とし
て検出される ALK 遺伝子キナーゼ領域の免疫染色では部
分的にしか陽性を示さない症例も存在し、その腫瘍内遺伝
子変異多様性について疑問を呈する報告もある。特に、非小
細胞癌の 5%を占めるに過ぎない ALK 陽性肺癌を検出する
ために推奨されている免疫染色によるスクリーニング、それに
続く FISH 法での確認アルゴリズムが提唱されているが、その
多様性によって検出率が大きく変わる可能性がある。これま
での結果からは、ALK 免疫染色と FISH 法での融合遺伝子
の検出との相関性は 90%以上と報告されているが、数百例を
用いた大規模研究の結果をまとめると少なからずの症例で免
疫染色と FISH 法の結果の乖離が存在することを示すことが
できた（J Thorac Oncol, 10, 548-550、表 2）。 その原因とし
ては、FISH 法における異常シグナルのカウント数が陽性限
界値付近に存在することが関連することが報告があり、それら
をまとめて解釈の際の pitfall になることを示した。 

 
 

4) 分子腫瘍学的知見の病理診断への応用 
① 転移性腫瘍の鑑別:  肺は原発性腫瘍のみならず、転移
性腫瘍の標的として最も頻度の高い臓器として知られている。
特に、原発が臨床的に同定できない腫瘍の転移は治療上の
問題となるため、その鑑別はきわめて重要である。そこで、原
発不明がんについて、原発の同定をどのようにしたらよいか
について、原発不明がん治療ガイドラインの改訂を視野に入
れて、検討を行った。また、原発不明がんの特集を組み、病
理診断に役立つ内容となるべく、現在執筆を進めている。 
② ガイドラインへの貢献:  臨床の現場では、その診療の指
針となるガイドラインの整備が進められている。研究期間内に、

肺癌患者における EGFR 遺伝⼦変異検査の⼿引き 第 2 版、

ALK 遺伝子検査の手引き 第 2 版、大腸がん患者における
RAS 遺伝子(KRAS/NRAS 遺伝子)変異の測定に関するガイ
ダンスなどのガイドライン作成に携わり、実際の診療の手助け
となるべく、本研究のデータの一部を積極的に提供した。 
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