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研究成果の概要（和文）：次世代シークエンサーを用いてnon-TRUタイプの肺腺がん43症例86検体(腫瘍部と非腫
瘍部のペア）の全エクソン解析を施行した。その結果、43例中7例においてNKX2-1/TTF-1遺伝子に8種類の非同義
変異の存在が認められた。これら8つのNKX2-1/TTF-1変異体はいずれも失活変異体であることが確認され、変異
陽性の7症例はいずれもTTF-1免疫染色が陰性で、そのうち5例にはKRAS変異も併存していた。組織学的には
NKX2-1/TTF-1変異陽性7例中5例が粘液産生腺癌で、本遺伝子変異は直接的な癌化能を持たないものの、non-TRU
タイプの肺腺がんの発生機序に関与していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We examined the whole exome sequencing of 43 non-TRU-type lung 
adenocarcinoma　specimens (tumor-normal pairs) using the next generation sequencer. As a result, in 
7 of 43 cases, there were 8 kinds of nonsynonymous mutations in NKX2-1/TTF-1 gene. All of these 
eight NKX2-1/TTF-1 mutants were confirmed to be inactivating mutants, and TTF-1 immunostaining was 
negative for all 7 mutation-positive cases. KRAS mutations were confirmed in 5 of 7 cases. 
Histologically, 5 of 7 NKX2-1/TTF-1 mutation-positive cases were classified as invasive mucinous 
adenocarcinomas, and it was suggested that NKX2-1 gene mutations were involved in the developmental 
mechanism of non-TRU type lung adenocarcinoma.

研究分野： 肺がんのゲノム機能解析

キーワード： 肺がん
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１．研究開始当初の背景 

肺がんは我が国及び欧米先進国における

がん死数の第一位を占める予後不良の疾患

であり、世界中で毎年 130 万人が、また日

本だけでも年間 6 万人以上が肺がんのため

に亡くなっている。旧来の抗がん剤による

化学療法は殆ど有効でなく、肺がん患者へ

の延命効果が証明された治療剤は少ない。

2004 年に主にアジア人の若年非喫煙者に発

症する肺がんの2〜4割において上皮成長因

子受容体（EGFR）遺伝子変異が認められ、

これら肺がんに対してEGFRの特異的酵素活

性阻害剤であるゲフィチニブやエルロチニ

ブが著効を示すことが報告された。 

2007 年に我々は、非小細胞肺がん(NSCLC)

の約 3-5%に EML4（echinoderm microtubule 

associated protein–like 4 ） -ALK

（anaplastic lymphoma kinase）融合型遺伝

子が存在することを発見した（申請者ら 

Nature 448:561,2007）。EML4-ALK は非常に

強いがん化能を有しており、本遺伝子陽性例

における発がん原因であることが証明され、

ALK キナーゼ活性阻害剤であるクリゾチニブ

の臨床試験が米国を中心に行われた。2010 年

にその著しい治療効果が報告され（Kwak EL 

et al., N Engl J Med 363 :1693, 2010）2011

年には同阻害剤が米国で、2012 年 3月には日

本でも薬剤承認を受け実地医療での処方が

開始され、ALK 陽性肺がんに対する ALK 阻害

剤は肺がん診療におけるキードラッグと位

置づけられるようになった。 

我々はさらに肺がんにおける治療標的を

発見するプロジェクトを発展させ、RET チロ

シンキナーゼと ROS1 チロシンキナーゼがそ

れぞれ肺腺がんの数%において融合型キナー

ゼとなっていることを発見した（竹内、申請

者ら Nat Med 18:378,2012）。いずれのキナ

ーゼも遺伝子融合の結果恒常的に活性化さ

れたがん化酵素となっており、それぞれに対

する特異的阻害剤が新しい分子標的治療薬

になると期待される。実際、本成果をもとに、

RET特異的阻害剤およびROS1特異的阻害剤を

用いた肺がんに対する医師主導試験が行わ

れ、EML4-ALK の発見に続いて、我々の研究成

果が新たな特効薬を肺がん患者に届ける事

につながると予想されていた。 

 

２．研究の目的 

「悪性腫瘍の主要がん遺伝子を同定してそ

の阻害剤を開発すること」が有効な分子標的

療法を開発する上で極めて重要である。そこ

で本研究計画の第一の目標を、 EGFR、

EML4-ALK、RET、ROS1 以外の新たな肺がん原

因遺伝子の同定とする。この目的のために、

我々がこれまでに集積した肺がん臨床検体

を用いて「cDNA 発現ライブラリーシステム」

ならびに「次世代シークエンサーを用いた

paired-end sequencing」による遺伝子解析

を行う。さらに本研究の第二の目標として、

ALK 阻害剤耐性機構の解明とする。すでに

我々は、次世代シークエンサーを用いて耐性

原因となるALK内の二次変異の発見に成功し

ているが（崔、申請者ら N Engl J Med 

363:1734,2010）、同様のアプローチで ALK 阻

害剤耐性となった症例の治療前後の検体に

ついて解析を行う。 

 

３．研究の方法 

研究代表者らが収集した肺がん外科切除

試料（何れもインフォームドコンセントを得

ており、かつ東京大学ならびに共同研究機関

における倫理審査委員会の承認済）を用いて、

大規模に次世代シークエンサー解析を行い、

肺がん発症メカニズムに起因し得るゲノム

異常を同定する。具体的には各検体から正常

部と腫瘍部のゲノム DNA を調整・増幅し、全

エクソン領域をキャプチャーした後に次世

代 シ ー ク エ ン サ ー （ イ ル ミ ナ 社

Hiseq2000/2500 ） に よ る paired-end 

sequencing を行い、主に遺伝子変異解析を行

う。同様に腫瘍部の total RNA をもとに次世

代シークエンサーにてRNAシークエンス解析

を行い、新規融合遺伝子の同定を試みる。 

また「がん化能」を指標としたがん遺伝子



のスクリーニングを目的として、マウス繊維

芽細胞 3T3 を用いた focus formation assay

を行う。これは研究代表者らが EML4-ALK を

同定した際と同じ手法で、肺がん臨床検体よ

り作成した cDNA をレトロウィルスプラスミ

ドに挿入することで、cDNA 発現組み換えレト

ロウィルスライブラリーを構築し、本ウィル

スライブラリーを3T3細胞に感染させるもの

である。それぞれの cDNA は 3T3 細胞内でウ

ィルスが持つ強力な転写制御ユニットであ

る LTR (long terminal repeat) によって発

現が誘導されるため、その結果全ての cDNA

が感染細胞において高発現することになり、

肺がん細胞内にもともと存在したがん遺伝

子が効率よく同定されると期待される。 

ALK 阻害剤耐性症例においては、その ALK

阻害剤治療前後の検体から試料を調製して

次世代シークエンサーにて全エクソン解析

を施行し、耐性期にのみ発現している遺伝子

変異の存在を解析・評価する。 

 

４．研究成果 

数例の肺がん臨床検体から構築したcDNA発

現レトロライブラリーを用いたマウス繊維芽

細胞3T3 focus formation assayから複数個の

肺がん原因遺伝子候補が得られたものの、現

時点で真のがん遺伝子かどうかを特定するこ

とに難渋しており今後引き続き検証していく。 

EML4-ALK陽性肺がん症例に対して、ALK阻害

剤であるクリゾチニブを投与後に一度は薬剤

に奏効したもののその後再増悪したため別の

ALK阻害剤であるアレクチニブを投与したと

ころ一時的に奏効後、再度増悪（薬剤耐性期）

した症例の検体を入手した。本症例の治療前

（薬剤感受性期）と耐性期検体の全エクソン

解析を施行し、感受性期と耐性期とで発現し

ている遺伝子のプロファイリングを比較検討

したところ、ALKのキナーゼドメイン内の

G1202R変異を薬剤耐性期でのみ認めた。残念

ながら本遺伝子変異は新規発見ではなく、既

にクリゾチニブやアレクチニブの薬剤耐性変

異として報告されている遺伝子変異であった。 

次世代シークエンサーを用いて非小細胞肺

がんを中心に発がんに関わる遺伝子異常を解

明するためにそのゲノム解析を行った。その

うちnon-TRU タイプの肺腺がん43症例86検体

(腫瘍部と非腫瘍部のペア）について全エクソ

ン解析ならびに腫瘍部に関してRNAシークエ

ンスを行い、腫瘍部検体でのみ発現が認めら

れているアミノ酸置換を伴う遺伝子変異につ

いて肺がんとの関連を検証した。その結果43

例中7例においてNKX2-1/TTF-1 遺伝子に8種

類の非同義変異の存在が認められた。

NKX2-1/TTF-1により転写活性化される標的遺

伝子であるMYBPH を指標としたルシフェラー

ゼアッセイにおいて、これら8つの

NKX2-1/TTF-1変異体はいずれも失活変異体で

あることが確認された。これら7症例はいずれ

もTTF-1免疫染色が陰性でうち5例にKRAS 変

異の併存が認められた。7例中5例が粘液産生

性の肺腺癌に分類され、non-TRU タイプの肺

腺癌の中でも同タイプに特徴的な失活変異体

であることが示唆された。さらに

NKX2-1/TTF-1 遺伝子のメチル化をバイサル

ファイトシークエンスにより検討したところ、

NKX2-1/TTF-1に変異を持たないTTF-1免疫染

色陰性例の多くが高度にメチル化されている

ことも確認され、遺伝子変異ならびに高メチ

ル化によりTTF-1の発現が抑制されているこ

とが解明された。以上の結果はnon-TRUタイプ

肺腺癌の発生機序を解明する重要な知見と考

えられる。 

同コホートのRNAシークエンス解析結果か

らは、3つの新たな融合型遺伝子を同定したも

のの現時点ではそのがん化能を確認するには

至らなかった。本融合型遺伝子は分子標的薬

治療の直接的な標的とは考えにくいものの、

今後の解析により何らかの肺がん発症機構と

の関連が認められる可能性がある。 

以上より、明らかな新規肺がん原因遺伝子

の発見やALK阻害剤耐性に関する新規機序の

同定には至らなかったものの、肺がんの発生

機序に関与し得る組織特異的な遺伝子変異を



同定し、また複数の新規融合型遺伝子の存在

を示す結果が得られた（投稿準備中）。 
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