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研究成果の概要（和文）：肺腺がん症例48例のホルマリン固定パラフィン包埋標本から、微小乳頭状成分(T2)と
その背景の通常型腺癌成分(T1)を組織マイクロダイセクション法を用いて分取し、ゲノム網羅的DNAメチル化プ
ロファイルを取得した。全例全プローブを用いた教師なし階層的クラスター解析・主成分分析では、同症例のT1
とT2は近い関係にあった。T1からT2へのDNAメチル化変化が高頻度に観察される247プローブから、微小乳頭型腺
癌の発生に関与する可能性のある分子経路２つと遺伝子Aを見出した。遺伝子Aの低発現群は高発現群に比して予
後不良と報告されており、微小乳頭状肺癌の悪性度の高さを説明できる可能性がある。

研究成果の概要（英文）：Genome-wide DNA methylation analysis was performed using formalin-fixed, 
paraffin-embedded specimens of micropapillary (T2) and corresponding conventional adenocarcinoma 
(T1) components from 48 lung adenocarcinoma patients by tissue microdissection method.
DNA methylation profiles of T1 and T2 in the same cases were close in unsupervised hierarchical 
clustering analysis and principal component analysis. Two molecular pathways and gene A were found 
to be potentially involved in the development of micropapillary adenocarcinoma from 247 probes with 
high frequency of DNA methylation alterations from T1 to T2. Since low expression group of gene A 
has been reported to show a poorer prognosis than the high expression group in lung adenocarcinoma, 
aberrant DNA methylation of gene A may explain the aggressiveness of lung micropapillary 
adenocarcinoma.

研究分野：分子病理学

キーワード： 微小乳頭型腺癌　肺がん　アノイキス

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
外科医と病理医が協調し、自験例のホルマリン固定パラフィン包埋標本からのマイクロダイセクション手法を採
用したことで、微小乳頭型腺癌の、微小乳頭型腺癌の発生進展に関与する可能性のある遺伝子と分子経路を見出
すことができた。ジェネティック異常に比して腫瘍内多様性を説明しやすいエピジェネティック異常に当初より
着目したが、微小乳頭型腺癌と背景の通常型腺癌のエピジェネティック異常は個体間の多様性に比して非常に小
さいことがわかった。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 
 がん制圧の具体的目標には、予防による罹患率の低下、早期発見や効果的な治療による死亡率
の低下に加え、担がん状態での well being が含まれている。がんの転移能や治療抵抗性に関わ
る性質に着目し、その分子機構を解明することで、既にできたがんを全身諸臓器に拡げない維持
療法や、殺腫瘍剤の効果を上げる併用療法の可能性が拓かれると考えている。 
 複数の臓器がんに共通してリンパ節・遠隔臓器転移リスクを上げ、予後を不良にするがんの形
態学的特徴として、微小乳頭状構築が挙げられる。微小乳頭状構築とは、中心に血管間質の芯を
欠いて隆起する構築であり、空間に対しては花冠状の小型な腫瘍細胞集塊を形成して浮遊する 
(図 1)。また間質内では、通常の腺がん細胞は内側に分泌側を向けて管腔構造を形成するのに対
し、微小乳頭状構築では間質側に分泌側を向けて配列する。細胞極性が反転していることから
inside-out pattern と表現されている (図 2)。腺細胞の分泌側は通常接着因子を持たないため、
間質内に浸潤する微小乳頭状腫瘍は胞巣周囲の細胞外マトリクスと接着していない。ホルマリ
ンで固定した組織標本では、間質と細胞のホルマリンによる収縮率の違いから胞巣周囲に空隙
が観察され、腫瘍胞巣の外縁と間質とが接着していない様子が実際に確認できる。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 微小乳頭状構築と転移能、特にリンパ行性転移能の亢進の要因の一つとして、アノイキス抵抗
性の関与が考えられている。アノイキス anoikis とは、足場依存性細胞が細胞外マトリックス
との接着を失った際に発生するプログラム細胞死の一形態であり、アノイキス抵抗性の喪失は
がん細胞の悪性形質の形成に繋がる。また免疫担当細胞の豊富に含まれるリンパ液中で優位に
生存できる微小乳頭状腫瘍細胞は、腫瘍免疫を回避する機能を取得している可能性が高い。 
 微小乳頭状構築をとる腫瘍は、乳がんで初めて注目された。その後、他の臓器にも共通の組織
構築を示す腺がんが存在するとして、膀胱や卵巣、甲状腺等諸臓器で報告されている。そのうち
肺は、悪性腫瘍の発生頻度の高い臓器であるにも関わらず、微小乳頭状構築の存在が組織分類に
採用されたのがWHO分類第 4版 (2015年)と、比較的歴史が浅い。肺がんにおいても、微小乳
頭状構築を示すがんはリンパ節転移や遠隔転移を起こしやすいこと、早期肺がんのうち微小乳
頭状構築を有する群は有意に予後不良であることが報告されているが、微小乳頭状構築と悪性
形質の関連を説明できる分子異常の網羅的理解は十分なされてない。 
 その理由として、微小乳頭状成分と非微小乳頭状成分は明瞭な境界がなく移行像を伴って混
在するため、肉眼で微小乳頭状成分を見分けて凍結組織を採取することが不可能で、公共的な組
織バイオバンクから機械的にサンプルの分譲を受けるのが難しく、ヒト臨床試料からのデータ
駆動型研究が困難な点が挙げられる。これを解決するには、精緻な臨床情報に紐づいた臨床検体
にアクセスできる体制と、組織切片上で微小乳頭状構築を形態によって正確に見極めて分取す
るマイクロダイセクション法
が必須である。微小乳頭状構
築の意義に着目する研究者ら
によって、微小乳頭状構築を
とる乳がん・肺がん等由来の
株化腫瘍細胞の樹立も試みら
れているが、まだ成功例が少
ない。 
 微小乳頭状構築を特徴とす
るとして診断されるがんの殆
どは、組織学的に検索された
腫瘍の 100%が微小乳頭状構
築をとるわけではなく、別の
組織亜型と種々の程度に混在



して観察される。しかも多くの場合、微小乳頭状構築をとる成分とその他の成分に明瞭な境界は
なく、腫瘍内の複数箇所で微小乳頭状構築をとるか、移行像を示す。このようなファジーな腫瘍
内多様性は、1塩基変異や欠失・挿入型変異、増幅といった塩基配列の変化を伴うゲノム異常と
いうよりは、ゆるやかに生じる分子変化を想起させる。同時に、転移先でも微小乳頭状形態を維
持するがん細胞の性質は、転写シグナルによる一過性の発現変化ではなく、分子経路のいずれか
で、細胞分裂に際して娘細胞に受け継がれるような比較的強固な変化と推察される。これらの要
件を満たすのが、エピジェネティクス異常である。 
 
２．研究の目的 
 
 微小乳頭状構築を有する悪性度の高い肺腺がんに注目し、多数のヒト臨床試料を用いてエピ
ゲノム・ゲノム異常を網羅的に解析することで、微小乳頭状構築を伴う腫瘍に生じているアノイ
キス抵抗性や腫瘍免疫回避を説明し得る分子異常の解明を目指す。 
 
３．研究の方法 
 
 本研究は慶應義塾大学医学部研究倫理委員会の承認 (研究課題名「パラフィンブロックを用
いた肺癌の臨床・病理学的解析」承認番号：20170351)に基づき、倫理指針および法令を遵守し
て実施する。文書で同意の得られた、慶應義塾大学病院で肺摘除術を受けた肺腺がん患者の病理
組織標本を検鏡し、微小乳頭状成分をもつ症例 48 例を選定する。 
 病理診断後のホルマリン固定パラフィン包埋標本を 10μm 厚に複数枚薄切し、微小乳頭状成
分とその背景の非微小乳頭状成分を、組織マイクロダイセクション法を用いて相互の混入を避
けて分取する。48 症例より採取したがん組織 (微小乳頭状・非微小乳頭状)全 96 検体からゲノ
ム DNA を抽出する。 
 ゲノム上のシトシン 約 800 万箇所にプローブが設計された高密度ビーズアレイ (Infinium 
MethylationEPIC Kit) でゲノム網羅的に DNA メチル化解析を行い、微小乳頭状成分・非微小乳
頭状成分それぞれのエピゲノムプロファイルを取得する。微小乳頭状成分・非微小乳頭状成分の
エピゲノムプロファイルをバイオインフォマティクス解析し、微小乳頭状成分で特異的な DNA メ
チル化異常を抽出する。先行研究で既に取得した正常肺 (転移性肺腫瘍に対して肺切除された、
原発性肺がんを有さない症例の肺組織)・非がん肺 (原発性肺腺がんの背景にあり、前がん状態
にあると認識される肺組織)・肺腺がんのエピゲノムプロファイルデータを適宜参照する。自ら
取得した微小乳頭型腺癌・背景腺癌のエピゲノム異常プロファイル、 対照として病理学教室の
先行研究で取得済みの非癌肺組織のエピゲノムプロファイルのバイオインフォマティクス解析
を行い、臨床病理学的情報と対比させながら、微小乳頭型腺癌の特異的な形態と生物学的特性を
説明し得る分子機構を明らかにする。着目した分子経路中の分子が、タンパク発現異常やリン酸
化等の修飾に実際に帰結しているか、病理組織標本上で免疫組織学的に検証する。これらの異常
が蓄積する分子経路の中に微小乳頭型腺癌の治療標的やバイオマーカーの候補となりうる分子
を同定する。 
 
４．研究成果 
 
 慶應義塾大学病院で肺摘除術を受け
た微小乳頭状成分をもつ肺腺がん症例
48 例の病理診断後のホルマリン固定パ
ラフィン包埋標本から、微小乳頭状成分
(T2)とその背景の通常型腺癌成分(T1)
を組織マイクロダイセクション法を用
いて相互の混入を避けて分取し、ゲノム
DNA を抽出し、ゲノム網羅的 DNA メチル
化プロファイルを高密度ビーズアレイ 
(Infinium MethylationEPIC Kit) によ
って取得した。 
 
 
 全例全プローブの DNA メチル化率を用いた教師なし階層的クラスター分析と主成分分析では、
一部の症例を除き、同症例の T1 と T2 が近い位置にクラスタされた。プローブごとの DNA メチ
ル化率について T1 と T2 の Welch の対応なし T 検定・対応あり T 検定を行ったが、多重検定に
おける補正を行った上で有意なプローブを確保することができなかった。これは通常型腺癌が
微小乳頭状性格を獲得する際に生じる DNA メチル化の変化は、個体間の多様性に比して非常に
小さいためと考えられた。 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 そこで T1 から T2 への DNA メチル化変化が高頻度に観察されるプローブに着目した。プロモ
ーター領域と推定されるプローブにおいて、T2 で T1 に比して DNA メチル化率が 10%以上の亢進
を示す症例が 6症例以上 (解析症例の半数以上)であったプローブは 247 プローブであった。247
プローブが所属する遺伝子について、WebGestalt を用いてエンリッチメント解析を行い、発が
んに関わるとしてよく知られた分子経路 Aと分子経路 Bを見出した。247 プローブのうち、複数
プローブに紐づき、多数例で同一方向の DNA メチル化異常が集積する遺伝子として、遺伝子 Aを
見出した。遺伝子 Aは胚細胞において Wnt pathway に関与するとされる遺伝子で、肺がんではプ
ロモータの DNA メチル化亢進によって分子発現が抑制され、低発現群では高発現群に比して予
後不良と報告されている。微小乳頭状肺癌の悪性度の高さを説明できる可能性がある。 
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