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研究成果の要旨 

 肺がんの発現遺伝子異常やゲノム異常を網羅的に解析し、肺がんの発がんや浸潤転移に関与する

遺伝子異常をできるだけ多く明らかにする。この目的を遂行するための研究を開始し以下の成果を

あげた。 

１） 予後情報など臨床情報の明らかな小型肺腺がん症例を 140 例収集し、この症例を用いて本研究

班で明らかにする、また従来より報告されてきた肺がんの種々の遺伝子異常を解析し、その重

要度を明らかにするための研究を開始した。 

２） 肺腺がんの発生あるいは悪性度に関連する遺伝子として、tumor-associated signal transducer 

2 (TACSTD2), S100A2, BAX inhibitor 1 (BI-1), tumor-associated signal transducer 1 

(Ep-CAM), Follistatin (FST), 活性型 c-met, WAP four-disulfide core domain 2 (WFDC2), DNA 

polymerase h (Polh), connexin 32 (Cx32)などを同定した。 

３） 肺腺がんの予後予測のための術前 CT 診断法を改善した。 
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分担研究課題 

肺がん病理学的研究 

肺がんの分子病理学的研究 

肺がんの発生・進展に関与する遺伝子の研究 

肺癌の発生と浸潤に及ぼす TGF-βの役割に関する研究 

肺がんの転移に関する研究 

マウスモデル発がん系を用いた肺発がん機構の研究 

肺癌の発生・進展に関与する遺伝子の研究 

 

アデノウイルスを基本構造とした肺がんの分子治療法の 

開発 

肺がんの臨床病理学的研究 

肺がんの画像診断学的研究 

肺がんの臨床病理学的研究 

肺がんの臨床病理学的研究 

肺がんにおけるヒトパピローマウィルス関与の臨床病理 

学的検討 

定量的 RT-PCR 法による肺癌組織中の遺伝子発現

(mRNAlevel)の測定と免疫組織染色による検討 

がん抑制遺伝子の機能回復による肺がん予防・治療法の 
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検討  

 ＊1：平成16年4月1日～平成16年6月30日 

  ＊2：平成 16年 7月 1日～平成 17年 3月 31 日  

  

  

 総括研究報告 

 １ 研究目的 

ら免疫染色用、あるいは in situ hybridization 用の切

片を薄切し、p53 の異常発現など現在までに報告されて

いる予後関連異常を解析していく準備が整った。症例数

が１４０例と限られているがこれについても今年度も数

を増やしていく予定である。 

 本研究の目的は肺がんの発現遺伝子異常やゲノム異常

の情報を網羅的に解析し、肺発がんや浸潤転移に関与す

る遺伝子をできるだけ多く明らかにすることにある。さ

らに予後情報の明らかな肺がんを多数集積し、現在まで

に報告されている、あるいは今後本研究班で明らかにさ

れるであろう遺伝子異常やゲノム異常について同一集団

を用いて比較解析することによって検証し、予後に関与

する重要度の程度を明らかにする。 

 上記の症例を用いてがん関連因子の重要度の相対評価

を行うためにさらなる新たな予後関連因子を求めて以下

の研究を遂行した。 

（１） 異型腺腫様過形成症例から SV40 large T 

antigen を遺伝子移入することで分離樹立した

細胞株(PL16T)と同一症例から分離樹立した気

管支上皮細胞株(PL16B)の２つの細胞株を用い

て発現遺伝子の差次的解析を行った。PL16B も

PL16T もヌードマウスに腫瘍形成能はないがコ

ロニーフォーミングエフィシエンシーアッセイ

を行うと PL16T にはコロニー形成能があるのに

対し、PL16B には形成能がないことが分かった。

PL16B, PL16T はそれぞれ気管支上皮細胞と異型

腺腫様過形成細胞の性質をある程度保っている

ことが推察された。差次的遺伝子解析を行い７

０４個の PL16T により多く発現する遺伝子を選

択した。この中から複数個選択された遺伝子と

し て tumor-associated calcium signal 

transducer 2 (TACSTD2)と S100A2 の２つの遺伝

子を同定した。この２つの遺伝子は異型腺腫様

過形成症例からすでに過剰発現していることを

ヒト切除材料を用いて明らかにした。今後はさ

らに多くの症例を集めてこの２つの遺伝子発現

異常を解析し、肺腺がん発生における生物学的

意味を明らかにしていく。 

 現在までに肺がんに関する臨床的、病理学的、分子生

物学的研究が国内外で多数行われているが、依然として

肺がんは日本におけるがん死亡数のトップであり、特に

男性の死亡者数の増加傾向が著しい。この原因として喫

煙のほかには肺がん発生の明らかな要因がなく、かつ肺

がんが多様性に富む腫瘍であり、単純な分子機構でその

発がん増悪が説明できないことやそれぞれの研究結果が

単独施設による比較的少数例の報告であるために有用な

情報が必ずしも有機的に結びついていない可能性が上げ

られる。 

 本研究を遂行することによって、種々の方法論による

知見が集積され、また同じ症例についてそれぞれの遺伝

子異常の重要度が比較検討され、肺がんの発がん増悪要

因が総合的に明らかになると期待される。 

 

２ 研究成果 

 本年度は小型肺がん（直径２ｃｍ以下）で予後の確定

した、かつ少なくともメタノール固定材料が入手でき遺

伝子解析が可能な症例を１４０例収集した。これらの症

例は臨床病理学的情報も登録整理されている。この内訳

は抹消小型肺腺がん分類（野口分類）で３０例が A/B 型、

８５例が C型、残りの２５例は D, E, F 型に分類された。

これらの症例のメタノール固定材料より、レーザーキャ

プチャーマイクロダイセクション法にて腫瘍細胞を選択

的に採取し、DNA を抽出して遺伝子解析が可能であるか

どうかの検討を行い、十分に解析可能であることを確か

めた。現在 k-ras, EGFR の点突然変異の検討を開始して

いる。さらに今後必要な遺伝子解析を追加検討していく

予定である。また同症例群のホルマリン固定ブロックか 

（２） 抹消小型肺腺がん組織分類（野口分類）の C 型

の非浸潤部(bronchioloalveolar spreading)と

浸潤部の両方の凍結材料からレーザーキャプチ

ャーマイクロダイセクション法にてmRNAを抽出

し、これらの間での差次的発現遺伝子解析を行

い、浸潤部では非浸潤部に比べて高発現する遺

伝子として 1100 個のクローンから 30 クローン
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を選択した。この中でも in situ hybridization

法 に て BAX inhibitor 1 (BI-1), 

tumor-associated signal transducer 1 

(Ep-CAM), mitochondrion cytochrome C oxidase 

II (MTCO2), の３つの遺伝子が腫瘍細胞で高発

現していることを明らかにした。また機能未知

であるが EST(FLJ12770)も浸潤部腫瘍細胞に特

異的に高発現しており今後機能解析を行う予定

である。 

（３） 肺がんの多臓器転移の分子機構解明を目的に臓

器特異的転移関連因子の検索を行った。NK 細胞

除去の SCID マウスにおけるヒト小細胞肺がん

SBC-5 の多臓器（肝、肺、骨）転移モデルにおい

て臓器特異的に発現が亢進している 435 の遺伝

子群のうち、骨転移巣で発現が上昇している

Follistatin (FST)に着目し、研究を行った。実

際のヒト肺腺がん症例においても骨転移巣で

FST は高発現していることを明らかにした。今後

は FST の機能解析を進める予定である。今年度

は肺小細胞癌のモデルを用いたが肺腺がん株

ACC-LC-319 の肝、肺、骨を含む多臓器転移モデ

ルも確立できたので DNA マイクロアレイ法を用

いて転移巣の発現遺伝子異常を解析し、SBC-5

と共通して異常になる遺伝子を解析していく予

定である。 

（４） チロシン受容体をコードするがん関連遺伝子で

あるc-metに着目し、リン酸化c-metの抗体(Tyr 

1235)を用いて７８例の肺腺がん組織と１７個

の培養細胞株を用いて免疫組織学的に検討した。

肺腺がんでは１４例(18%)に、また培養細胞株で

は５株において c-met の活性化を認めた。リン

酸化c-metの発現は高分化型では12/36 (33.3%)

で陽性を示し、中ないし低分化型 2/42 (4.8%)

に比べて有意にその発現頻度が高かった。また

その局在は c-met が細胞の基底部に存在するの

に対して、活性化 c-met は細胞表面に局在し、

さらに vinculin, integrin との共局在が認めら

れた。細胞株における HGF 産生は高いとはいえ

ず、c-met の活性化はリガンド非依存性の機序が

考えられた。 

（５） 治癒が十分に期待される外科切除が行われ、予

後情報の明らかな50例の非小細胞肺がんから抽

出したmRNAについて８６４４遺伝子に対応する

メンブレインタイプマイクロアレーを用いて網

羅的遺伝子発現プロファイルを作成した。各種

のフィルタリング基準による前処理を通過した

遺伝子数は解析対象といた８６４４遺伝子の

9.6%にあたる８２９遺伝子であり、これらの発

現情報を用いた外科切除後の予後を予測すると

非扁平上皮がんの良好な予後と最も強い相関が

認められる遺伝子として WAP four-disulfide 

core domain 2 (WFDC2)が同定された。ヒト肺が

ん細胞株で WFDC2 遺伝子の発現を正常肺組織と

比較すると約 80%の細胞株において発現の低下

が認められた。ヒト切除例についても定量的 PCR

法で解析すると発現の多い群は少ない群に比べ

て予後が有意に良好であった。 

（６） マウス１８番染色体に存在する肺発がん抵抗性

遺伝子座 Par2 (pulmonary adenoma resistance 

2)のポジショナルクローニングを目指して研究

を重ね、その有力な候補遺伝子として DNA 

polymerase ι (Polι)を同定した。Polιは極

端に fidelity の低い損傷乗り越え型の DNA 

polymerase で、DNA 修復を通じて発がんに関与

することが想定される。興味深いことに、ごく

最近、129 系統マウスが Polιに nonsennse 

mutationを持つことが明らかにされた。この129

マウスにおける Polι欠損が、ウレタン誘発肺発

がん感受性に及ぼす影響を連鎖解析により検討

した。その結果、129 の変異 Polιアレルは正常

アレルに比べて、肺腫瘍数を 60%増加させる可能

性が示された。以上より Polιは肺腫瘍発生の防

御機構に何らかの貢献をしている可能性が示さ

れた。 

（７） がんの増殖、生存、浸潤、および血管新生など

悪性形質発現に対して網羅的に作用することが

示されている connexin (Cx)遺伝子について肺

腺癌に対し抑制的に働く Cx の分子種を特定し、

その抑制機能を評価することを目的に研究を行

った。正常肺胞上皮には Cxが発現しているのに

対し、A549 や PC14 細胞株では Cx 遺伝子の発現

が減弱、抑制されていた。特に Cx32 の発現抑制

が著しく、Cx32 遺伝子の発現抑制が肺上皮細胞

のがん化と密接に関係していることが示された。

Cx 発現ベクターを用いた遺伝子移入実験をこれ

ら２つの細胞株について行うと、A549 では

saturation density, anchorage dependency, 

invasion capacity, amorphosis およびヌードマ
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ウス移植モデルにおける造腫瘍形成に差が認め

られ Cx32 が A549 に対してがん抑制遺伝子とし

て作用していることが示された。一方 PC14 細胞

についてはこれらのパラメーターについて抑制

効果は A549 ほどに強くはなかった。 

 以上の（１）から（７）までに示される研究は今後個々

の班員の組織で更なる研究を推し進めることは勿論であ

るが、来年度は上記の同一症例（国立がんセンター中央

病院）を用いて検討し、それぞれの因子（遺伝子発現や

DNA の傷）が予後に与える影響を相互に比較検討する計

画である。 

 その他、肺がんの発生と進展におけるトランスフォー

ミング増殖因子（TGF-b）の作用を検討するために、TGF-b

が薬物代謝第 II 相反応酵素群の転写を誘導し化学発が

ん物質の解毒を促進する Nrf2 遺伝子の活性化に及ぼす

影響について検討した。その結果Nrf2の転写活性はSmad

を介する TGF-b のシグナルによって強く抑制されること

を明らかにした。この抑制作用は、TGF-b のシグナル伝

達に関与する Smad2 または Smad3 を TGF-b の恒常的活性

型 I型受容体とともに発現させた時に明らかになった。

また Smad4 を加えると抑制作用はさらに強まった。また、

Nrf2 は Smad2, Smad3, Smad4 のいずれにも結合した。

Smad3と種々のNrf2欠失変異体を用いてNrf2の Smad結

合部位を検討したところ、Nrf2 は Neh2 ドメインと 217

番から 232 番目のアミノ酸領域で Smad3 に結合すること

が示された。 

 肺がんに対する新規治療法としてがん特異的に細胞溶

解を引き起こすウイルス療法の研究を行った。５型アデ

ノウイルスゲノムの e1 部分のプロモーターをテロメラ

ーゼのサブユニット hTERT のプロモーターに置換した腫

瘍特異的制限増殖型アデノウイルスをすでに作成してい

るが、さらに E3の部分を GFP 遺伝子発現カセットに置換

し、感染細胞を GFP で可視化する TRAD-GEF を作製した。

肺がん細胞株を含む各種がん細胞株において TRAD-GEF

と各抗がん剤(Docetaxel, Vinorelbine, Irinotecan)と

の併用効果を XTT assay にて検討したところアデノウイ

ルスに感受性の高いがん細胞株においては TRAD-GEF 単

独でも強い増殖抑制効果がみられ、さらに Decetaxel, 

Vinorelbine との併用により相加効果を認めた。また

Docetaxel は腫瘍細胞内でのアデノウイルスの増殖に干

渉しないことが確認された。 

 小型腺がんの画像診断は主に CTを用いて行われる。CT

画像を用いた小型肺腺がん分類はいくつかの施設で独自

の分類を行い、予後との相関を検索している。本年度は

日本を代表するような施設での CT 診断基準の詳細な検

討を行った。 

（１） がんセンター中央病院においては１９９３年か

ら２００３年に切除された直径２ｃｍ以下の肺

がん４８８例を用いて術後の浸潤を術前に予測

可能かどうかを検討した。術後の浸潤の病理因

子はリンパ節転移、リンパ管侵襲、脈管侵襲の

３因子である。病理学的にこれらの３要素をい

ずれも含まない症例を術前因子で予測すること

を試みるためのロジット回帰分析を行うと、多

変量解析の結果、腫瘍径、術前の CEA 値、画像

診断ですりガラス濃度を呈するか否かの３要素

が有意な予後因子として抽出された。これに基

づいた予後予測式を求め、術前に何％の可能性

で切除後に早期肺がん（非浸潤がん）と診断で

きるかが予測できるようになった。 

（２） 術前CTのすりガラス陰影の占める割合で分類す

る東山分類を大阪成人病センターで外科的に切

除された抹消小型肺腺がん３６３例について行

い術前に予後再発様式を予測した。東山分類と

は腫瘍内のすりガラス陰影の比率を 0%, 1～50%, 

50～95%, 95%以上の４群に分けて予後を予測す

る方法で、すりガラス陰影の比率が多いほど予

後良好ですりガラスの比率が 95%以上であれば

全例が生存していた。再発時期の検討ではすり

ガラス陰影の比率が 0%の症例は２年以内の早期

再発死亡例が多い一方、すりガラス成分が 50～

95%例では術後５年以降の晩期再発が経験され

た。 

（３） 神奈川がんセンター病院や国立がんセンター東

病 院 で は 径 ２ ｃ ｍ 以 下 の 肺 腺 が ん は

thin-section CT (TS-CT)の肺野と縦隔条件の両

画像を解析することにより含気型（縦隔条件で

の腫瘍面積が肺野条件に比べて 50%以下）と充実

型（50%より大きい）に分類され、含気型は充実

型に比べて予後が良好であり臨床的に早期がん

であることを報告してきている。本年度は残存
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が多いことがわかった。 
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