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わが国の原発性肺癌による年間死亡者数は、 年人口動態統計月報によると、

約 万 人、癌死亡の中で男性では第 位、女性では大腸癌に続く第 位を

占め、原発性肺癌は難治癌の代表となっている。原発性肺癌の組織型は、非小

細胞肺癌が約 ％を占めている。非小細胞肺癌は、治癒のためには早期に発見

し手術療法を行うことが必要であるが、実際には、手術可能な症例は 程度

であり、初診時に既に手術不能な臨床病期Ⅲ ・Ⅳ期へと進行している場合が多

い。進行非小細胞肺癌における標準的化学療法であるプラチナ製剤を含む 剤

併用化学療法の奏功率（ ）は約 、全体での生存中央期間は カ

月に留まり、進行非小細胞肺癌の予後は極めて不良である。一方、化学療法の
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副作用は少なくなく、 の低下にもつながる可能性を考慮すると、あらかじ

め化学療法が奏功する症例を選別したうえで、化学療法を行うことが望ましい。

そこで、本研究では、非小細胞肺癌においてプロモーター領域の アイラン

ドに異常なメチル化を有する遺伝子の抽出を行い、それらの遺伝子に対して、

血清 を用いてメチル化の解析を行い、臨床的諸因子、特に化学療法に対す

る奏功性との関連を検討することを目的とした。限られた量の患者血清検体か

ら、解析対象遺伝子の メチル化を解析するのに十分な量の血清 を抽

出するため、血清 の抽出方法に関して検討を行った。また、進行非小細胞

肺癌患者の末梢血白血球数と血清 量の比較検討も行った。

まず初めに、血清 の抽出方法に関して検討を行った。肺組織からの

抽出方法を用いた血清 収量をコントロールとし、タンパク変性時に添加す

る 濃度・ 濃度・ 濃度の検討、塩化カルシウム・塩酸グア

ニジンを用いたタンパク変性の検討、市販の 抽出キットによる血清

抽出の検討、限外濾過膜によるタンパク除去を行った場合の血清 収量の検

討を行った。その結果、タンパク変性時に を添加せず、 を増量

し、タンパク変性を十分に行うことで、肺組織からの 抽出方法を用いた血

清 抽出方法と比較し、血清 収量を 倍に増加できた。また、抽出
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した血清 の 遺伝子を で定量し、健常人白血球

を用いて作製した標準曲線をもとに血清 含量を定量すると、健常人血清

含量 ）、非小細胞肺癌患者血清

含量 （ ）であった。今回検討し採用した血

清 抽出方法を用いることで、 等による 抽出キットを用いた

血清 抽出の報告（健常人血清 含量 非小細胞肺癌患

者血清 含量 ）、 等による 抽出キットを用いた

血清 抽出の報告（健常人血清 含量 大腸癌患者血清

含量 ）と比べ、血清 収量を増加させることが出来た。

また、健常人血清と比較し非小細胞肺癌患者血清で有意に血清 含量が多か

ったこと（ ）、患者末梢血白血球数と血清

含量との間に統計学的に有意な正の相関は認めず（ ）、健常人

と同程度の末梢白血球数を有する進行非小細胞肺癌患者でも有意に血清 含

量が多いことより（ ）、患者血清 含量

の増加は末梢血白血球由来以外の担癌状態に基づくものであり、癌由来 が

血清中に存在する可能性が考えられた。
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次に、血清 のメチル化解析の対象とする遺伝子の選択を行った。 の

で公開されている、肺癌細胞株と正常気道上皮細胞株、

あるいは肺癌組織と正常肺組織との発現比較が可能なマイクロアレイを用いた

つの発現プロフィールのデータセット（

）を解析に使用した。 つ以上のデータセットで肺

癌細胞株・肺癌組織で 以下に発現が低下し、かつその他のデータセットで肺

癌細胞株・肺癌組織で 倍以上の発現上昇を認めない遺伝子を抽出し、更に、

癌の増殖・進展に深く関与すると考えられる つの （

）のいずれか

と関連する 遺伝子を抽出した。 遺伝子に対し、 を用

いて、遺伝子のプロモーター領域に アイランドが存在する 遺伝子を抽

出した。これら 遺伝子のうち 遺伝子に対しメチル化 、非メチル化

の両者を で増幅可能な、 アイランド内で 配列を含まないプ

ライマーの設計が可能であり、 法・ 法（

によるメチル化解析で、実際に肺癌組織検体 でプロモーター領域

の メチル化が生じていた 遺伝子（
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を抽出した。 遺伝子のうち、メチル化

の有無を検出する プローブが作製可能であった 遺伝子（

と、肺癌組織においてプロ

モーター領域の メチル化が認められる場合があり予後と関連があると報告

されている 遺伝子（

）を加えた計 遺伝子を解析対象遺伝子とした。

これら、 遺伝子を対象として、非小細胞肺癌患者 名のプラチナ製剤を含む

初回 剤併用化学療法前血清と健常人 名の血清を用いて、 法（

）を用いた定性的解析を行い、得られた各遺伝子の

メチル化の状態に対し、階層的クラスター解析と 検定を行った。階

層的クラスター解析では臨床的諸因子（性別・年齢・組織型・喫煙歴・臨床病

期・標的病変の縮小率・化学療法効果判定・全生存期間・無増悪生存期間）と

関連があると考えられる遺伝子群は認められなかったが、 検定で各々の臨

床的因子と メチル化の有無の関連を検討したところ、 遺伝子のプロモー

ター領域の メチル化の存在と、化学療法の効果が であることの間に有

意な関連を認めた（ 検定 ）。また、プラチナ製剤を含む

剤併用化学療法により となった症例で生存期間中央値の延長（ 例

日 例 日 ）、無増悪生存期間中
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央値の延長（ 例 日 例 日

）を認めるのと同様に、 遺伝子メチル化陽性例で生存期間中央

値の延長 メチル化陽性 例 日 メチル化陰性 例

日 、無病増悪生存期間中央値の延長（ メチル化陽性

例 日 メチル化陰性 例 日

）が認められた。

以上より、進行非小細胞肺癌患者において、化学療法前の血清 を用いた

遺伝子のプロモーター領域のメチル化解析を行うことで、シスプラチンを含む

化学療法の効果を予測できる可能性が示された。

本研究は、進行非小細胞肺癌患者症例として、癌の既往のない、初回治療とし

てプラチナ製剤を含む 剤併用化学療法を コース行った症例に限定したため、

症例数は 例に留まった。また、プライマーの作製部位が原因と考えられる、

遺伝子の メチル化が、健常人血清で 例中 例検出された。

今後、健常人では メチル化が生じないと考えられる、 前半からプロ

モーター領域での 遺伝子のプライマー・プローブ作成による精度の上昇、

症例数の蓄積が必要であると考えられた。
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