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     研究要旨： 

①腫瘍の発生増悪のメカニズムを解明するにはより早期の遺伝子異常

を解明することが必須である。小型肺腺癌の上皮内腺癌と初期浸潤癌

に対してArray-CGH解析を行って、浸潤癌で明らかに増幅のみられる遺

伝子を同定した。これら増幅の認められる遺伝子は3q26領域に多く含

まれていた。3q26領域で同定できた遺伝子に対して、多数例で検証を

行い、ECT2遺伝子の異常が肺腺癌の予後を規定する予後因子であるこ

とを明らかにした。 

②ヒト組織を用いた研究の活性化のためにどのような材料保存、供給

体制が必要かを検証し、最終的に『つくばヒト組織バイオバンクセン

ター』を筑波大学附属病院内部局として立ち上げる事に成功した。 

 

Ａ．研究目的 

①腫瘍の発生増悪のメカニズムを解明する

には、前臨床がん状態の非常に早期病変に

起こる異常を研究することが必須である。

そこで我々は肺腺癌において、発生初期の

非浸潤がんと初期浸潤がんにおける染色体

異常を網羅的に検出し、肺腺癌の発生と増

悪に関与する遺伝子異常を探索した。 

②一方で上記のようなヒトがんの発生悪性

化を研究するにはヒト試料を用いた研究が

必須である。しかし現在日本においてはヒ

ト組織の利用は研究機関単位で行われてお

り、自由に研究利用する事の出来る機関も

システムも存在しない。そこで県レベルで

の組織バンキングシステムを構築すること

を目的に研究を行った。 

 それぞれ①、②について分けて報告する。 

 

①3q26領域における遺伝子増幅に関する研

究 

Ｂ．研究方法 

 小型肺腺癌のゲノム異常に関する研究遂

行にあたっては、筑波大学医の倫理審査委

員会で承認を受けた。 

 筑波大学附属病院症例で上皮内肺腺癌

（野口分類 TypeA,B）６例と早期の浸潤癌

(野口分類 Type D,E)９例について、メタノ

ール固定検体の正常部と腫瘍部からそれぞ

れDNAを抽出し、Whole genome amplificati

onを行い、正常部と腫瘍部の差次で得られ



た遺伝子を標的としArray-CGH解析を行っ

た。array-CGHは東京医科歯科大学の稲澤譲

治博士が開発したCancer Array 800(Inaza

wa J et al. Cancer Science, 2004)で800

のBACクローンを搭載したDNA arrayで、786

の既知の癌関連遺伝子が含まれている。 

 有意に増幅が見られた3q26領域6遺伝子P

IK3CA、ECT2、EIF5A2、TNFSF10、EVI-1、 

SKILと3q29に含まれ、粘液産生に関わるMUC

4に対して、さらに症例を追加し増幅の検証

のためにQuantitative Real-Time genomic

 PCRを行った。特異的プライマーセットはp

rimer 3で設計し、primer blastで特異性を

検証した。PCRはインターカレーター法でSY

BR Premix Ex Taq II(Takara)を使用し、AB

I PRISM 7300を用いて比較検討した。用い

た症例はType A,B 15例、Type D,E 17例、

進行浸潤腺癌 51例である。それぞれ、腫

瘍と正常部でQuantitative Real-Time gen

omic PCRを行い、GAPDHで補正し、腫瘍／正

常比の増幅を算出した。type A,Bで>1.5(tu

mor/normal)の増幅が認められず、types D,

E(tumor/normal)でのみ>1.5の増幅が認め

られた遺伝子ECT2,EIF5A2,PIK3CA,TNFSF10

を選び出し、さらに進行肺腺癌を追加し免

疫染色を行い、発現を免疫染色にて比較検

討した。抗体はECT2(1946562, MILLIPORE),

 EIF5A2(HPA029090, SIGMA), PIK3CA(C73F

8, Cell Signaling Technology), TNFSF10

(k-18, Santa Cruz)を用いた。評価方法は、

PIK3CA、EIF5A2、TNFSF10は切片中の染色さ

れている腫瘍細胞の割合(%)と染色強度(0:

negative, 1:weak, 2:strong)を掛け合わ

せて算出した。ECT2は、x400の視野で1000

個の細胞のうち染色されている細胞の数を

カウントした。 

 qPCR と免疫染色の結果が最も相関する

ECT2 についてさらに検討した。ECT2 

(epithelial cell transforming sequence 

2) は細胞分裂をに関与したがん原遺伝子

と考えられているので、日常頻用されてい

る細胞分裂像のマーカーである Ki-67 の免

疫染色も行い、比較検討した。症例は２で

使用した進行肺腺癌７０例を用いた。抗体

は Ki-67(MIB1, DAKO)を用いた。Mitotic 

index (MI)は高倍率視野（400 倍）で 10 視

野の細胞を数えて、値を算出した。 

 ECT2 および Ki-67 の免疫染色結果と病理

学的因子（術前転移巣、TNM 因子、病理病

期、静脈浸潤、リンパ管浸襲、胸膜浸潤、

組織亜型、MI）や予後の関係を解析した。

統計解析は無再発生存率は Kaplan-Meyer 

Method を用いた。 

 筑波大学附属病院症例を用いた解析の

Validation のために、国立がんセンター中

央病院の早期肺腺癌 200 例において、3q26

上の遺伝子の増幅と発現と予後の関連を

Copy number assay (GeneChip Human 

Mapping 250K-SNP array, Affymetrix)と同

じく 198 例の早期肺腺癌に対して mRNA 

expression profile (Affymetrix 

U133Plus2.0 array)を行った。3q26 領域の

ゲノムの ECT2 の増幅について、国立がんセ

ンターにおいて切除された小型肺腺癌 65

例 を 用 い て GeneChip Human Mapping 

10K-SNP array (Affymetrix)と早期肺腺癌



204 例を用いて cDNA microarray を行い、

Prognoscan 

(http://www.prognoscan.org/ , 

Dataset:GSE31210)で解析を行った。 

C：研究結果 

 筑 波 大 学 附 属 病 院 病 理 を 用 い た

Array-CGH 解析で Types A,B と types D,E

を比較すると、types D,E において解析対

象の786遺伝子中33遺伝子に有意に増幅が

認められ、そのうちの 22 遺伝子が 3q 領域

に認められ、7遺伝子で 3q26 領域に認めら

れた。3q26 領域で増幅がみられた 7遺伝子

中 6遺伝子、ECT2, EIF5A2, EVI-1, PIK3CA, 

TNFSF10, SKIL を対象にし、101 例の肺癌症

例に対して qPCR を行って検証した結果、

ECT2,EIF5A2,PIK3CA,TNFSF10 では、types 

A,B で 1.5 未満の増幅かつ types D,E で 1.5

以 上 の 増 幅 が 認 め ら れ た 。

ECT2,EIF5A2,PIK3CA,TNFSF10について免疫

染色を行い、qPCR との相関を調べた結果、

ECT2 が IHC と qPCR で相関係数 0.40 と相関

が認められた。ECT2 と Ki-67 および MI は

それぞれ 0.760, 0.870 の相関係数を示し、

高い相関が認められた。免疫染色結果と病

理学的因子や予後について関連を調べたと

ころ、予後や N因子、静脈浸襲、病理病期、

組織亜型について有意差が認められた。

ECT2遺伝子発現は腺癌細胞においては通常

存在する核内のみならず細胞質内にも認め

られ、この発現陽性症例も同様に肺腺癌の

予後などに関係していた。 

 これまでの結果の validation のために

国立がんセンター中央病院症例を用いて

ECT2 の SNP 解析を行ったところ、types C,D

にのみ増幅(CN>3)が 18 例に認められた。ま

た早期肺腺癌 200 例の copy number assay

では3q26上に47例(24%)で増幅が検出され

た。さらに早期肺腺癌 198 例での遺伝子増

幅と RNA の発現解析では、ECT2, PIK3CA に

２遺伝子が有意に発現上昇していた。さら

に 早 期 肺 腺 癌 204 例 を 用 い て cDNA 

microarray を行い、Prognoscan で解析を行

ったところ、ECT2 の高発現群は有意に予後

不良であった。 

D：考察 

 遺伝子異常の多数症例解析はほとんどが

進行癌についてであり、非小細胞肺癌では、

3q26 領域(PIK3CA や EVI-1 など)について

は、遺伝子異常が予後に関連しているとい

う報告があるが、小型肺腺癌に特化した検

討はあまり報告されていない。3p 領域では

すでに小細胞肺癌で欠失が認められ、肺腺

癌 に お い て も Whole-genome/exome 

sequence analysis によって、新たな

mutation が発見されているが 3q について

の解析は少ない。 

 今回我々は、array-CGH を用いた解析で

上皮内肺腺癌(Types A,B)に比べ、早期の浸

潤癌(Types D,E)において有意に 3q 領域に

増幅が認めた。今回の結果は 3q 領域には、

肺癌においてがんの悪性化(転移・浸潤)に

関与する遺伝子が含まれているのではない

かと推測される。3q26 領域に存在する ECT2 

(epithelial cell transforming sequence 

2) はグアニンヌクレオチド交換因子をコ



ードし、 通常は核内に存在し GTP 加水分解

酵素である RhoA を活性化し、細胞分裂を制

御している。一方、遺伝子短縮した

oncogenic な ECT2 は細胞質に移行し、

PKCi-Par6 複合体と結合し、Rac1 を活性化

し、腫瘍の浸潤や増殖に関与するという報

告もある。今回の検討でも ECT2 の免疫染色

において、核内染色性以外にも細胞質染色

性を評価しても N 因子、静脈浸襲、病理病

期、組織亜型において有意差が認められ、

これらはすなわち浸潤に関与する因子にお

いて有意差が認められたと考えられる。

ECT2 の、特に細胞質内発現は肺腺癌におい

て予後に関与するバイオマーカーといえ

る。 

 国立がんセンター中央病院症例を用いた

SNP 解析、cDNA microarray での結果でも

ECT2 の増幅は浸潤癌にみられ、高発現群は

予後不良の結果もでており、筑波大学附属

病院症例を用いた解析結果を確認した。 

E:結論 

 小型肺腺癌の中で上皮内腺癌（野口分類

Type A,B）と早期の浸潤癌（野口分類 Type 

D,E）に対して正常部と腫瘍部の差次で得ら

れた遺伝子を標的とし Array-CGH 解析を行

い、3q26 領域に存在する遺伝子の中でも

ECT2の核内および細胞質内発現亢進は予後

に関するバイオマーカーであることを見い

だした。 

 

②ヒト組織研究における試料提供体制の確

立 

 ヒトがん研究を推進させるためにはヒト

組織を用いた研究が自由に行える環境を整

える事が必須である。そこで本研究ではヒ

ト組織バイオバンクシステムの構築を行っ

た。しかし国レベルでのバンキングシステ

ムの構築は現時点では極めて困難であると

考え、本研究では『県』レベルでのバンキ

ングシステムの構築を目指した。筑波大学

の位置する茨城県においてバンキングシス

テムを構築するためにまず、別図に示すよ

うな「つくばヒト組織バイオバンク」組織

を構築した。試料の提供は筑波大学附属病

院の外科系各診療グループに依頼して手

術、生検の残余検体をバンキングした。ま

た、ゲノム指針に則って試料を収集するた

めの必要細則、書類などを整備した。現在

呼吸器外科、消化器外科、泌尿器科、乳腺

甲状腺外科などの協力を得て 1200 例以上

の症例がバンキングされている。平成 25 年

11月に正式に筑波大学附属病院の一つの部

局として独立した。 

 今後、茨城県における地域医療貢献のた

めの病理診断システム（つくばヒト組織診

断センター）の協力を得て、茨城県下のが

ん診療拠点病院を中心に検体の収集病院を

拡大し、将来的には茨城県におけるがん組

織を網羅的に保存できるバンクを目指して

いきたい。さらにこのシステムを全国に拡

張できれば国レベルでのバンキングシステ

ムがスムーズに構築できる。 
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