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はじめに

　肺癌は世界的にも悪性腫瘍の死亡者数の上位を占め
る癌である1)．2005年の統計では本邦における肺癌に
よる死亡者数が約６万人であり，全がん死の中で男性
では最も多く，女性では第３位の死亡者数であった．
肺癌の組織型は大別すると扁平上皮癌，腺癌，大細胞
癌，小細胞肺癌に分類されるが，近年は腺癌が増加し
ており，扁平上皮癌を抜いて現在，最も多い組織型と
なっている．肺癌のリスクファクターとしては喫煙が
第一にあげられる．扁平上皮癌，小細胞肺癌は喫煙と
強い関係があるが，腺癌に関しては，非喫煙者にもみ
られ，非喫煙者の肺癌は総数としては喫煙者ほど多く
ないがほとんどの場合，腺癌である．以上の現状より，

肺癌，特に肺腺癌に対する予防・診断・治療法の進歩
は重要な課題であると考えられる．
　最近の分子生物学の発展に伴い，悪性腫瘍の発癌機
構に対する分子生物学手法を応用した取り組みが盛ん
に行われている．なかでも体細胞性変異などの Genetic 
な異常と DNA メチル化などの Epigenetic な異常に
ついて広く研究が行われている．肺癌では体細胞性変
異としては P53，Kras，ヒト上皮成長因子受容体
（EGFR）遺伝子などの遺伝子変異が報告されてい
る2ﾝ5)．Epigenetic な異常については，以前，われわれ
は P16，RASSF1A，APC，CDH13 遺伝子などのメ
チル化を検討し，P16，APC 遺伝子が喫煙者の非小細
胞肺癌で多くメチル化されていることなど，臨床病理
学的因子により DNA メチル化のプロフィールが異な
ることを報告した6,7)．これらの結果は，肺癌において
体細胞性遺伝子変異（Genetic 異常），DNA メチル化
の異常（Epigenetic 異常）が癌化の機構において重要
な役割を担っていることを示唆している．
　本研究では肺腺癌において Genetic 異常として 
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EGFR，Kras 遺伝子変異を，Epigenetic 異常として 
P16，RASSF1A，APC，CDH13 遺伝子のプロモータ
ーのメチル化を調べ，Genetic 異常，Epigenetic 異常
の関係について検討した．

EGFR 遺伝子と関連遺伝子

　EGFR 蛋白は細胞膜貫通型のレセプター蛋白であり 
EGFR 蛋白自身や HER2 など EGFR family 蛋白とホ
モ/ヘテロダイマーを形成し，増殖，抗アポトーシス，
血管新生，転移などに関係するシグナル伝達に関与し
ている（図１)8)．EGFR 蛋白のチロシンキナーゼ部位
に相当する exon18ﾝ21に変異がおこると，リガンドの
存在によらない EGFR 蛋白の構造的な活性化がおこ
り，癌化に至る2,3,9)．特に exon19の欠失変異と exon21 
codon858の L858R 変異は変異症例のうち約80％の症
例で EGFR チロシンキナーゼ阻害剤であるゲフィチ
ニブ，erlotinib に感受性を示すことが知られており，
ゲフィチニブ投与の指標として注目されている10)．
EGFR 遺伝子は肺腺癌，非喫煙者，女性，東洋人に高
頻度に変異がおこっており，本邦の腺癌症例では約40
％に変異が存在している11,12)．Kras は EGFR の下流
の分子であり，喫煙歴を有する肺腺癌に多く存在する．
また Kras の下流に BRAF が存在するが EGFR，
Kras，BRAF の変異はお互いに排他的な関係にありそ

れぞれの遺伝子異常による癌化は独立した pathway 
によるものと思われる13)．

癌と Epigenetic 異常

　癌の発生・進展の機構として遺伝子変異や欠失とい
う DNA 自体の塩基配列の異常以外に，配列の変化は
きたさないが，DNA に対するヒストン，メチル基修
飾の異常がおこることがある．このような異常は 
Epigenetic 異常と呼ばれ，特にプロモーター領域に多
い CpG 配列のシトシン塩基にメチル基が付加される
と結果として転写が抑制される．よって，癌抑制遺伝
子のプロモーター部位にメチル化が起これば遺伝子の
発現消失による機能不全の結果，癌化の方向へ傾く14)．
さまざまな癌種でメチル化の検討が行われており，悪
性腫瘍の機構に重要な役割を果たしていることが明ら
かになってきた15)．

本研究における方法

　外科的切除により得た肺腺癌症例164例の新鮮凍結
腫瘍組織から DNA を抽出した．EGFR 遺伝子 
exon18ﾝ21と Kras 遺伝子の exon2 における体細胞性
変異をダイレクトシークエンス法により検索した4,12)．
DNA メチル化は P16，RASSF1A，APC，RARｹ，
CDH13 遺伝子について bisulfite 処理した DNA をテ
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図１　EGFR シグナル伝達と機能
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ンプレートとし，Methylation-specific PCR 法を用い
て検索した16)．メチル化を調べた５つの遺伝子につい
て各検体においてメチル化されている遺伝子の割合
（メチル化がおこっている遺伝子の数/検索した遺伝子
数［５］）を Methylation Index (MI）と定義した7)．

結　　　果

　164例の肺腺癌のうち74例（45％）に EGFR 遺伝子
変異を認め，exon18の変異が１例，exon19が33例，
exon20が７例，exon21が33例であった．Kras 遺伝子
変異は16例（10％）に認め，codon12に15例，codon13
に１例であった．メチルについては P16 遺伝子に31
例，RASSF1A 遺伝子に53例，APC 遺伝子に69例，
RARｹ 遺伝子に60例，CHD13 遺伝子に48例認められ
た．これらの結果をもとに，Genetic，Epigenetic 異常
の関係について解析した．単変量解析では EGFR 変
異症例において P16 遺伝子，CDH13 遺伝子のメチル
化の頻度が EGFR 野生型症例と比較して有意に低く
（P16，P＜0.0001；CDH13，P＝0.003），また MI も 
EGFR 変異症例で EGFR 野生型症例よりも有意に低
かった（P＝0.0007）．EGFR 変異症例は女性，非喫煙
者にも有意に多いことから，EGFR 遺伝子変異とメチ
ル化の関係について性別，喫煙量を補正した多変量解

析を行った．多変量解析においても単変量解析同様，
EGFR 変異と P16，CDH13 遺伝子のメチル化，MI 
値の逆相関の関係を認めた（表１）．特に EGFR 変異
と P16 遺伝子のメチル化の両者が存在する症例は２
例のみであった．
　Kras 変異とメチル化の関係についても同様の解析
を行った．単変量解析では Kras 変異症例において 
P16 遺伝子のメチル化の頻度が Kras 野生型症例と比
較して有意に高く（P16，P＜0.0001），MI も Kras 変
異症例で野生型症例と比べ有意に高かった（P＝
0.022）．多変量解析では単変量解析と同様の結果を 
Kras 変異と P16 遺伝子メチル化の関係において認め
（P＝0.007），MI においては有意差には至らなかった
が傾向を認めた（P＝0.086）（表１）．

考　　　察

　今回の研究から，EGFR 変異症例では EGFR 野生
型症例と比較し，P16，CDH13 遺伝子のメチル化が低
頻度であり，また全体的なメチル化の指標である MI 
が低いことが明らかになった．対照的に，Kras 変異症
例では P16 遺伝子のメチル化が高頻度であり，MI も
高い，という結果を得た．これらの結果から Genetic，
Epigenetic 含め，肺腺癌の癌化における分子異常は肺

　 肺腺癌における遺伝子変異と DNA メチル化：豊岡伸一，他１名 　

表１　EGFR・KﾝRAS 遺伝子変異とメチル化の関係

(Mu)/(Ｗ)
EGFR OR
(95％ CI)

Pﾝvalue (Mu)/(Ｗ）
Kras OR
(95％ CI)

Ｐ値

Methylation status
　P16
　（Ｕ） 72/61 1.00 (Reference) ８/125 1.00 (Reference)
　（Ｍ）  2/29 0.07 (0.02ﾝ0.33） 0.001 ８/23 4.93 (1.54ﾝ15.7) 0.007
　RASSF1A
　（Ｕ） 55/56 1.00 (Reference) ９/102 1.00 (Reference)
　（Ｍ） 19/34 0.76 (0.36ﾝ1.63) 0.49 ７/46 1.39 (0.46ﾝ4.19) 0.56
　APC
　（Ｕ） 45/50 1.00 (Reference) ９/86 1.00 (Reference)
　（Ｍ） 29/40 1.21 (0.59ﾝ2.48) 0.61 ７/62 0.87 (0.29ﾝ2.59) 0.8
　RARｹ
　（Ｕ） 45/59 1.00 (Reference) ９/95 1.00 (Reference)
　（Ｍ） 29/31 0.97 (0.47ﾝ2.01) 0.94 ７/53 1.50 (0.50ﾝ4.53) 0.47
　CDH13
　（Ｕ） 61/55 1.00 (Reference) ９/107 1.00 (Reference)
　（Ｍ） 13/35 0.34 (0.15ﾝ0.77) 0.009 ７/41 1.78 (0.59ﾝ5.36) 0.302
Methylation Index
　one unit increase 0.70（0.52ﾝ0.95） 0.023 1.46 (0.95ﾝ2.25) 0.086

OR，オッズ比（性別，喫煙量で補正）；CI，信頼区間；（Ｍ），メチル化あり；（Ｕ），メチル化なし；（Mu），変異あり；（Ｗ），変異なし
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腺癌の進展において単に不規則におこり蓄積している
のではなく，むしろ必要に応じ系統的におこることが
示唆された．特に P16 遺伝子と EGFR，Kras 遺伝子
の関係は興味深い．Kras 変異による癌化には Kras 変
異単独の異常だけでなく，P53，P16 遺伝子など 
Senescence 関連の遺伝子・蛋白異常の必要性が示唆
されているが17)，本研究の結果はこの知見と合致する
と思われる．対照的に EGFR 遺伝子変異はシグナル
伝達経路の上流の異常であるため，その異常は下流の
シグナル経路の多岐におよび，癌化の過程で他の分子
異常の必要性が低いといえよう．すなわち，EGFR 遺
伝子と Kras 遺伝子変異は互いに排他的であるが，
EGFR 変異肺癌，Kras 変異肺癌という概念に基づけ
ば，EGFR 変異肺癌は腫瘍として他の分子の異常が比
較的少ない癌であり，Kras 変異肺癌は DNA のメチル
化などさまざまな異常が蓄積された癌であることが推
測される（図２）．さらに，EGFR 変異肺癌は EGFR 
チロシンキナーゼ阻害剤に対し，劇的な効果を示す．
“Addiction to Oncogene” の概念によると，ある 
Oncogene の活性化に癌細胞の依存度が高ければ高い
ほど（この場合は変異型 EGFR 蛋白が Oncogene），
その Oncogene の働きを阻害した際の，抗腫瘍効果が
高いことがいわれている18)．EGFR チロシンキナーゼ
阻害剤に高い感受性を持っている肺癌は変異型 EGFR 
蛋白に強く依存しており，EGFR 遺伝子異常以外には
癌細胞が癌細胞でありつづけるための他の重要な異常

が乏しい腫瘍と考えられる．逆に EGFR 変異肺癌で
あっても他の癌関連遺伝子の異常をきたしていれば，
変異型 EGFR 蛋白の阻害だけでは十分な抗腫瘍効果
を得ることが出来ない可能性がある．また，今回の検
討で示された Kras 変異肺癌の如く他の分子異常を有
している癌細胞に対しては単一の異常分子を標的にす
るのではなく，いくつかの手段・薬剤による治療法が
確立される必要があると考えられる．
　以上，本研究の結果を示し，そこから分子腫瘍学的
観点からみた肺腺癌の機構と治療戦略について解説し
た．肺腺癌の分子生物学的異常は上記のように EGFR 
変異症例が約40％，Kras 変異症例が約10％と約半分の
症例で主な経路が明らかになった感がある．しかしな
がら，残りの50％については EGFR，Kras 遺伝子の
異常はない肺腺癌であり，将来の研究の成果が待たれ
るところである．今後，さらに，基礎的研究の知見を
臨床に応用する，または臨床の現象から基礎研究のヒ
ントを得る，“bench to bed and bed to bench” ともい
うべき基礎医学と臨床医学の密接な関係の構築が重要
と思われる．
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