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研究成果の概要（和文）：肺癌のAktの解析で、i)AKT1,2増幅で変動するmicroRNAをscreeningし、miR-200aは腺
癌、早期癌でAKT2により亢進し、リンパ管侵襲と逆相関を示した。このmiR-200aのターゲットはEphA2であった
(2017年日本病理学会)。ii)p27-ubiquitin ligase解析では、Pirh2はN因子, pStage、細胞質p27はN因子と相関
し、p27の分解制御機構を示した(2016年日本病理学会、Hum. Path.2017)。iii)MLPAのAKT1,2プローブを独自合
成し、遺伝子数を定量した結果、腫瘍内不均一性内での遺伝子増幅を同定した(論文準備中)。

研究成果の概要（英文）：We analyzed the involvement of Akt in lung carcinomas. Results were, i) 
Microarray analysis revealed 28 miRNAs upregulated in AKT1 or AKT2-amplified carcinomas, including 
miR-200. Carcinomas with lymph vessel invasion had lower expression of miR-200a/b and in 
adenocarcinoma and in the early carcinomas, miR-200a was higher in AKT2-amplified group. MiR-200a 
was significantly correlated with the expression of its target, EphA. ii) Expressions of p27 and 
ubiquitin ligase Skp2, KPC and Pirh2 were analyzed. Cytoplasmic p27 was correlated with nodal 
metastasis and, inverse correlation between nuclear-p27 and Pirh2 was observed. Moreover, Pirh2 was 
correlated with Stage and overall survival. iii) We performed multiplex ligation-dependent probe 
amplification (MLPA) analysis with fluorescence in situ hybridization analysis and 
immunohistochemistry. By placing modified cutoff values, cases containing fewer cancer cells with 
gene increase could be picked up by MLPA using custom-made probes.

研究分野： 人体病理学
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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)をはじめと

する癌遺伝子は近年、"分子標的療法"の観点

から細胞内分子も含めた遺伝子発現、異常の

網羅的解析がなされ、そこに立脚したゲノム

創薬は癌研究の大きな柱となった。しかし、

多数の分子標的療法剤の中で奏効した抗癌

剤は少数という背景があり、我々は原因が実

験系とヒト体内の癌の差異や副作用の他、臓

器特異性、個体間 heterogeneity による可能

性もあると考え、多臓器の腫瘍で RTK を中心

に遺伝子増幅，蛋白過剰発現様式，予後との

相関等を報告してきた。結果、肺癌、骨軟部

肉腫で EGFR 等の遺伝子、蛋白発現異常と下

流因子活性化の関連の多様性も見出し、癌症

例の更なる細分化の必要性を考えるに到っ

た。一方、我々も含めた国内外の最近の研究

で、癌における遺伝子多型、抑制系蛋白の分

解亢進、microRNA(miR)の関与も報告され、

細胞内エフェクター分子と周辺分子との相

互作用の解析も必要とする新しい局面を迎

えた。我々は治療プロトコールが確立した特

定の癌以外ではこうした多因子を用いた詳

細な層別化、個別化が必要と考え、個々の癌

の形質(増殖、浸潤、転移、治療抵抗性)を規

定する複数の因子の解明を目標とした。今回

計画したターゲット因子の培養細胞での機

能解析と、ヒト腫瘍材料での解析という”双

方向からの制御機構の解明へのアプロー

チ”はこの分野における研究の王道である

が、Akt を軸とした複数因子の報告はほとん

ど無い。 

 

２．研究の目的 

多数の基質を有する Akt、その下流の

mTOR(mammalian Target of Rapamycin)を中

心とし、周辺因子も含めた研究を目的とした。

特に研究結果を臨床応用へ近づけるために、

Akt/mTOR 系の周辺因子の異常にも注目し、

Akt 自体の他、miR、遺伝子多型も解析対象に

加え、機能的複合体として同時に解析する。

その多因子の解析を行うと同時に、個々の症

例ごとに複数の活性化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、

Akt/mTOR ネットワークの多様な制御機構を

包括的に解析する研究を計画した。 

 

３．研究の方法 

Akt/mTOR の異常、その腫瘍間、腫瘍内

heterogeneity、更に周辺遺伝子の異常、蛋

白の発現異常と活性化制御の相互関係を解

明するため、 

(1) ヒ ト 肺 癌 手 術 材 料 で Akt-isoform 

(Akt1-3)の発現、活性化の免疫組織化学的検

索 と 共 に 、 AKT1-3 の 遺 伝 子 増 加 を

MLPA(Multiplex ligation dependent Probe 

Amplification)法と fluorescence in situ 

hybridization (FISH) 法 で 、 腫 瘍 内

heterogeneity と 共 に 検 索 し 、 多 型 は

Illumina 社の CytoSNP チップで解析する。 

(2) アレイ解析で Akt, mTOR と共変動する蛋

白、miR を同定し、ヒト肺癌組織で q-RT PCR

により validation を行う。 

(3) 得られたターゲット遺伝子を培養細胞

で knock-in, knock-out し、形質変化、周辺

諸因子の活性化異常を検索する。 

(4) Akt の制御を受ける蛋白、特に p27 の独

自の ubiquitin ligase による分解の異常を

解析する。 

(5) 以上のデータを総括し、活性化以上のパ

ターンで症例群を細分類し、臨床病理学的プ

ロファイルと対照する。 

 

４．研究成果 

(1) 既に収集した症例も含む108例 (全組織

型) における免疫組織染色の結果、Akt 過剰

発現 (pan-Akt陽性) は 61%, 活性化 (p-Akt

陽性)は 42%, Akt1, Akt2 は 47%, 41%に、Akt3

は 23%に認めた。これらの発現率に組織型、

喫煙習慣との統計的有意差は認めなかった。

臨床病理学的検索では、p-Akt 陽性群, 特に

細胞質陽性群、Akt2 発現群では有意にリンパ

節転移の頻度が高かった。FISH 法による遺伝

子増幅解析では、AKT1遺伝子は増幅を全症例

の 4%に、高レベル polysomy は 8%、AKT2は増

幅を3%、高レベル polysomyを11%に認めた。

AKT3 遺伝子の増幅例は無く、高レベル

polysomy による増加を 10%に認めたが、遺伝

子増加と Akt3 蛋白質の発現は一致しなかっ

た。AKT1遺伝子の増加は腫瘍進展度(pT)と相

関した(Can Sci. 2015)。 

(2) 遺 伝 子 増 幅 の high throughput 

screening として MLPA 法を用いた。市販の多

種の MLPA probe 含有キットを使用し、20 種

類の癌関連遺伝子の増減を同時に解析する

ことができた(Hum Pathol 2014, 2017, Paolo 



Int 2014, Mod Pathol 2015)。 

(3) またこの変法をデザインし、AKT1, AKT2

のカスタムプローブを独自に合成し、遺伝子

数を定量解析した。cut-off 値も独自で再設

定することで、パラフィン切片上の腫瘍内不

均一性を克服できるレベルで遺伝子増幅、

polysomy が同定できた。連携研究者である金

沢大学のグループと論文投稿準備中である。 

(4) CytoSNP チップを用いた多型解析で、

AKT1-rs2498794の T-alleleは短期間喫煙歴

群(44 年未満), 少量喫煙群(<20 本/日)で有

意に癌罹患性が低い事を見出した(Biomed. 

Res. Int. 2015)。 

(5) AKT1、AKT2 遺伝子のみの増加群各 15 例

を用い、各群で変動する miR を 2000 種搭載

Human miRNA oligo chip array で解析した。

両群間で発現に2倍以上の差があり、かつAKT

遺伝子増加の無い群よりも発現の高いmiRを

112 種同定し、q-RT PCR による validation

を行った。その中で、①特に癌の増殖、浸潤、

転移等に関わる miR-200a は腺癌、早期の癌

(Stage-I,II)では AKT2 により亢進する、②

miR-200a,b,c ともリンパ管侵襲とは負の相

関を示すが、血管侵襲とは相関しない(Hum 

Pathol, 2016, 日本病理学会発表 2015 年), 

③ 200aのターゲットのZEB-1, PTEN, YAP-1, 

EphA2, b-catenin, E-cadherin の染色スコ

アを解析した結果、腺癌、Stage I+II 群では

EphA2の発現がAKT2増幅群で有意に低かった。

かつ EphA2 スコアと miR200a は逆相関を示し、

AKT2→miR200aの系で200aのターゲットとし

て EphA2 の関与が示唆された(2017 年日本病

理学会発表、論文準備中)。 

(6) Akt の下流に位置する細胞周期制御因子

p27 とその分解系蛋白質の異常、活性化制御

の機序を解析した。p27 は Akt にリン酸化を

受けうる基質の 1 種であり、同時に独自の

ubiquitin ligase により分解を受けるとい

う複雑な機序で制御される蛋白質なので、

我々は癌細胞の増殖制御という観点から注

目していた。肺癌に関しては 2017 年初頭か

ら組織亜系分類が、新 WHO 分類、新肺癌取り

扱い規約に準じた分類へ全面的に移行した

こともあり、1 年間の研究延長期間を置き、

旧分類によるデータを再検した。93 症例 (全

組織型) の肺癌組織で p27 とその ubiquitin 

ligase の発現の関連を免疫染色で検索した。

Skp2 は扁平上皮癌、小細胞癌で、Pirh2, KPC

は非小細胞癌で発現が高頻度だった。臨床病

理学的に腺癌で KPC 発現は T 因子、Pirh2 は

pN, pStage と、扁平上皮癌で細胞質 p27 は N

因子と有意な相関を示した。また、Pirh2 は

腺癌では予後とも相関し、組織型特異的な

p27 制御機構と、ligase の悪性度の規定因子

としての有用性が示された。延長期間中に

ubiquitin ligase の予後への関与に関して、

overall survival に event-free survival 解

析結果も加えた詳細な検討を行った(Hum 

Pathol, 2017, 日本病理学会発表 2016 年)。 
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