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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蓄積する。これを別に集積された予後の確定した症例群で悪性度の重

みづけを行い実地臨床に応用出来るような意味のある因子をより多く発見することを目的に以下の

成果をあげた。 

１）国立がんセンター切除症例の中から予後の明らかな小型腺がん切除症例 262 例を抽出し、必要

な未染標本を作成すると共に p53, CEA の異常発現が予後に与える影響を解析した。今後これらの集

団を用いて新しい予後因子の検討を進める。 

２）臨床病理学的に腫瘍細胞の最大核径、線維芽細胞増殖巣／線維化巣の２つの因子が置換性肺腺

がんの予後に極めて関係することを明らかにした。 

３）肺腺がんの悪性度判定因子として、Bax inhibitor-1 (BI-1), Neuronatin, Dicer, Follistatin 

(FST)などの発現が重要であることを明らかにした。 

４）肺腺がんの CT 診断の方法論を改善し、施設間における診断方法の差を検討した。 
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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 
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研究報告 

１ 研究目的 

 肺がんは日本におけるがん死因の第一位であり、年間

６万人近くの患者が亡くなっているのにもかかわらず、

その病態は多岐に富み、タバコを除いてその発生要因は

明らかとはいえない。本研究班ではすでに世の中に報告

されている肺がんの悪性度因子、さらに本研究班で明ら

かにした、あるいは今後明らかにしていく悪性度因子を

共通の症例基盤のもとに比較検討し、実地臨床に応用で

きるような意味のある因子をより多く発見することを目

的とし、これらの研究成果が結果的に肺がんの要因と病

態を解明する引き金になることを期待している。研究の

流れは以下に示す通りである。 

（１）各班員は独自の方法論を駆使して肺がんの悪性度

を決定する、あるいは生物学的特性を決定する因子をよ

り数多く探索する。 

（２）国立がんセンター中央病院での切除例で予後が確

定している症例を集積し、これらを用いて網羅的に各因

子の重み付けを行い、臨床応用が可能であるような意味

のある有用な因子を抽出する。 

（３）実際にこれらの因子を肺がんの予防、診断、治療

に応用する基礎的検討を行うとともに肺がんの発生の分

子機序を明らかにする。 

 以上の研究目的を遂行するために大きく分けて以下に

示す６つのグループに分かれて研究を遂行した。 

①臨床病理学的検討、②遺伝子発現の解析、③ゲノム変

化の解析、④実験動物を用いた解析、⑤CTなど放射線診

断、⑥ 治療への応用 

  

 

２ 研究方法 

① 臨床病理学的検討：班員の所属する施設で手術的に

切除された直径 2cm 以下の小型肺腺がん 119 例を用い、

組織学的あるいは形態計測を行った。 

② 遺伝子発現の研究：班員の所属する施設で切除され

た肺がん症例を用いた。Bax inhibitor-1(BI-1)の解析に

は in situ  hybridization 法を、また Neuronatin の解

析には免疫組織染色法を用いた。miRNA 解析には

real-time RT-PCR 法を用いた。Follistaine(FST)の遺伝

子導入にはリポフェクチン法を用い、アポトーシス解析

には TUNEL 染色を行った。転写因子 Nrf2 の機能に対する

解析には Nrf2 活性依存的に発現するレポーターARE-luc

の血清に対する作用によって検索した。 

③ ゲノム変化の解析：試料の採取には組織マイクロダ

イセクション法を用い、点突然変異の解析にはダイレク

トシークエンス法を用いた。 

④ 実験動物を用いた解析：DNA の抽出には脾臓を用い、

遺伝子型の解析には PCR-RFLP 法を用いた。 

⑤ CTなど放射線診断：班員の施設のCT画像を用いた。 

⑥ 抗腫瘍効果の判定には XTT assay により Relative 

cell viability で評価した。またアデノウイルス感染後

の増幅に対する放射線の影響に関しては real-time 

RT-PCR 法によるウイルス粒子のコピー数を計測した。 

 

 

３ 研究成果 

① 臨床病理学的検討 

 119 例の解析症例を小型肺腺がん組織分類（野口分類）

で分類すると全体のうち 99 例が置換性増殖をする腺が

んでそのうち type A が 11 例、type B が 6 例、type C

が 82 例あった。Type A, B に死亡例はなかった。type C

の 症 例 に 対 し て 、 核 の 直 径 と fibrobalstic 

proliferation (F) to fibrosis (f) ratio (F/f ratio)

を計測すると核の直径が最大で 13.5μmを超えない場合、

また F/f ratio が 10％以下の場合、極めて良い予後を示

すことがわかった。以上より、小型肺腺がんの予後を規

定する因子として、小型肺腺がん組織分類、腫瘍核の最

大直径、F/f ratio の３つの所見が大切であることがわ

かった。 

 

② 遺伝子発現の研究 

 国立がんセンター中央病院で 1993 年から 2000 年の間

に切除された直径 2cm 以下の小型肺腺がん症例 381 例の

中からメタノール固定標本の存在する解析可能症例を

262 例選択し、今後の研究の共通基盤とすることにした。

これらの症例群の背景を調べるために現状で最も一般的

な予後因子である p53 蛋白と CEA の発現について免疫組

織学的に解析した。p53 蛋白の発現に関しても、CEA の発

現に関してもそれぞれ発現症例は非発現症例に比べて予

後の悪い傾向にあり、この集団は一般的な小型肺腺がん

症例を代表するものとして適当であると判断された。 

 筑波大学附属病院で切除された 32 例の肺腺がん症例

（男性 15例、女性 17例）のホルマリン固定材料を用い

た。解析の結果 43.8％の症例に BI-1 の発現が認められ

た。BI-1 の発現は置換性増殖をする部分を持つ症例のみ

に陽性になり、非置換性増殖例で発現例はなかった。BI-1

発現症例は非発現症例に比べて予後が有意に良かった。
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以上より BI-1 遺伝子は置換性の増殖をする腺がんに有

意に発現が見られ、BI-1 遺伝子の発現は腺がん症例の予

後に関与していることがわかった。 

 Neuronatin は哺乳類の胎生期において，後脳の発達の

早期に，菱脳分節で一時的に発現される。さらに，下垂

体前葉，内耳の発生の際に発現が見られる。後脳と脳下

垂体の発達・成熟に関与する胎児性蛋白と推測されてい

る。正常なヒトの成人では，下垂体前葉のみに発現して

いると考えられている。筑波大学附属病院の切除例 92

例（腺がん 51 例、扁平上皮がん 41 例）を用いて

Neuronatin 遺伝子の発現を解析した。その結果腺がんで

は31.7％、扁平上皮がんでは63.4％の症例でNeuronatin 

陽性であり、かつ腺がん症例ではその発現症例は予後が

有意に悪い事がわかった。Neuronatin は肺腺がんの悪性

度因子の一つと言える。 

miRNA は、二本鎖 RNA 分解酵素である Dicer および

Drosha によるプロセシングを受けて成熟型となり、その

機能を果たす事が示されているが、本研究では、67例の

ヒト肺癌切除検体における Dicer および Drosha の発現

を解析し、それらの臨床病態との関連について検討を加

えた。Dicer の発現低下は 11症例 (16.4%) に認められ、

低発現群の生存率は有意に不良である事を示した

(P=0.0001)。さらに、多変量解析により、臨床病期

(P=0.001)、および Dicer の発現(P=0.001)が有意な独立

予後因子である事を明らかとした。 

 NK 細胞除去 SCID マウスにおいてヒト小細胞肺癌株

SBC-5 が形成する転移巣での遺伝子発現プロファイルを

cDNA マイクロアレイ法で解析し、臓器（肝、肺、骨）特

異的に高発現する遺伝子群を同定した。SBC-5 が骨転移

特異的に発現していた FST に着目し、SBC-5 および低骨

転移性のヒト小細胞肺癌 SBC-3 に FST 遺伝子導入し FST

過剰産生株を作製し、転移能を検討した。その結果 SBC-3

の親株および mock コントロールは FST を産生していな

かったが、SBC-5 は産生(280pg/ml)していた。FST 遺伝

子導入株(SBC-3/FST および SBC-5/FST)は 5 ng/ml 以上

の FST を産生し、K562 細胞の activin 存在下ヘモグロビ

ン産生を阻害したことから生物活性を有することを確

認した。FST 遺伝子導入 SBC-5 および FST 遺伝子導入

SBC-3 細胞株の NK細胞除去 SCID マウスにおける転移形

成能はいずれの臓器（肺、肝、骨）においても抑制され

た。FST は転移形成において二面性を有する可能性があ

る。 

腫瘍中心部は低酸素環境と考えられており、肺腺がん

の中心部における瘢痕形成やがんの進展への関与が疑

われる。そこで肺腺がん細胞株 A549 を用いて低酸素下

で培養し、運動能の亢進の機序を検索するため網羅的遺

伝子解析を行った。その結果、低酸素下で培養した細胞

では特に EGFR の発現亢進が認められた。EGFR に着目し

その阻害剤の影響をみたところ、低酸素ストレスによる

細胞の形態変化と運動能亢進が強力に抑制された。 

転写因子 Nrf2 は化学発がん物質などの親電子分子に

よって活性化し、薬物代謝第 II 相反応酵素群などの転

写を活性化し、化学発がん物質の解毒を促進する。私達

は、Nrf2 の転写活性をトランスフォーミング増殖因子β

(TGF-β)ファミリーのシグナルが抑制することを見いだ

した。本年度は、tBHQ 刺激による内在性の Nrf2 標的遺

伝子群の発現誘導に対する TGF-β刺激の影響を検討した。

NMuMG 細胞を tBHQ で処理すると NQO-1, GCS, HO-1 の発

現が誘導された。この発現誘導は、TGF-βによって明ら

かに抑制された。この際に、Nrf2 のタンパク質の発現量

には影響がみられず、TGF-βシグナルは、Nrf2 タンパク

質の DNA 結合能を抑制することで、その活性を抑制して

いることが示唆された。 

 

③ ゲノム変化の解析 

 小型肺腺がんにおいて上皮内がんから浸潤

がんへ移行するのに必須の遺伝子異常や、浸潤

がんの中で悪性度を規定する遺伝子異常を同

定するための研究を継続して行った。小型肺腺

がんの組織標本からマイクロダイセクション

法による腫瘍細胞の採取及びＤＮＡの抽出を

行い、さらにこれらの検体を含むＩ期肺腺がん

で EGFR 遺伝子の変異を解析した。107 例中 36

例（34％）で変異が検出された。このうち小型

肺腺がん 42 例では 17 例（40％）で変異を認め、

特に野口分類のタイプＢでは 8 例中 6 例（75％）

で変異を認めた。そこで、さらにマイクロダイ

セクション法を用いた検体で変異を検索した

ところ、小型肺腺がん 17 例中 10 例（59％）で

変異が検出され、野口分類の typeＡでは 5 例

中 2 例（40％）、Ｂでは 7 例中 5 例（71％）、Ｃ

では 5 例中 3 例（60％）の頻度であった。以上

より、EGFR 遺伝子変異は上皮内癌である細気管

支肺胞上皮癌（BAC）の形成に関与しているこ

とが示唆された。 

 

④ 実験動物を用いた解析 

 我々は、ウレタン誘発マウス肺発がん耐性遺伝子の候

－3－ 



16－1 肺がんの要因と病態に関する研究

 

補として、損傷乗越え型DNAポリメラーゼをコードする

Polι遺伝子を提案している。興味深いことに、129X1/SvJ

系統マウスのPolι遺伝子はナンセンス変異によって、も

ともと不活性状態にある。昨年度の研究において、我々

は、129X1/SvJマウスと肺発がん高感受性であるA/Jマウ

スとの交配により(A/J×129X1/SvJ)F1×A/J backcross

マウスを作製して連鎖解析を加え、Polιのヘテロ欠失が

ウレタン誘発肺腫瘍数の増加と遺伝連鎖することを示し

た。今年度は、この知見をさらに発展させるため、 (A/J

×129X1/SvJ)F2 intercrossマウスを作製し、Polιのヘテ

ロ欠失ならびにホモ欠失がウレタン誘発肺腫瘍数に与え

る影響を調べた。その結果、Polιの両アレルが正常の個

体に比し、ヘテロ欠失個体では 1.8 倍、ホモ欠失個体で

は 3.3 倍に肺腫瘍数が増加することが分かった。これは、

Polιが肺発がん耐性形質の原因遺伝子であるという我々

の仮説を支持する。 

 

⑤ CT など放射線診断 

 肺野末梢の腺癌における予後因子の検討を行った。2cm

以下の肺癌 377 例を解析し、治療前に得られる予後因子

の代表として、薄切胸部 CTを用いて予後因子の分析を行

った。胸部薄切 CTによりこれらを 6分類としてその臨床

病理学的特徴を検討した。分類に用いた画像因子はすり

ガラス濃度(GGO)と充実濃度(consolidation)である。充

実濃度の占める領域を 50%以上と未満にわけ、50%以上の

肺癌を solid、それ以外を GGO と分類した。Type 1 はい

わゆる pure GGO であり、Type 2 はそれよりも濃度上昇

をきたす肺癌とした。これを semiconsolidation と称す

る。GGO で不均一なもので halo pattern を呈する肺癌を

Type 3 とした。Type 4 は本研究で初めて独立した集団と

して認識された群であるが、mixed pattern とした。リ

ンパ節転移に関してtype 1-4には殆ど認められないのに

対して、type 5 では 5%、type 6 には 24%に認められた。

本研究のtype 1-4に対しては縮小切除を適応できる可能

性は十分にあると思われる。 

 一方磨りガラス状陰影を持つ結節病変の CT 診断にお

ける施設間の差を国立がんセンター中央病院、国立がん

センター東病院、神奈川県立がんセンター、大阪府立成

人病センターの４施設間で同じ症例群を用いて比較解析

した。どの施設も極めて予後の良い初期がんの診断基準

としては極めて高い特異性が認められたが、感度に関し

ては極めて低く、予後の良い磨りガラス状陰影の診断を

さらに増やすには CT 診断の精度をさらに上げる必要が

あることがわかった。 

⑥ 治療への応用 

 肺癌に対する新規治療法として、アデノウイルスを基

本構造とした分子治療法を研究開発する目的で、癌特異

的に細胞溶解を引き起こすアデノウイルス溶解療法と放

射線療法との併用実験を行った。非小細胞肺癌細胞株

A549、H1299 等に制限増殖型アデノウイルス OBP-301、 

OBP-401 の感染と放射線照射を併用し、増殖抑制を観察

したところ相加的な抗腫瘍効果が確認された。また放射

線療法は細胞内のアデノウイルス増幅に干渉しないこと

も確認された。A549 肺癌細胞のヌードマウス皮下腫瘍モ

デルでの治療実験において制限増殖型アデノウイルスの

腫瘍内投与と、放射線照射を併用することで、併用治療

群は他の単独治療群に比べ有意に腫瘍の増殖が抑制され、

その効果は相乗的であった。制限増殖型アデノウイルス

の肺癌細胞に対する抗腫瘍効果は放射線療法により増強

されることが in vitro、in vivo により確認された。 

  

 

４ 倫理面への配慮 

 本研究は多くのヒトがん組織、細胞を用いるが、生検・

手術標本を用いた研究は病理学的最終診断の後に残った

材料を対象にして行い、検体はコード化して、患者の不

利益にならないように配慮し、プライバシーを厳守した。

個々の患者を対象にして研究ではないので個人情報とし

ては全く公開されないよう配慮した。本研究は多施設共

同研究で行われるが個々の研究遂行にあたっては各施設

での倫理審査委員会で承認を受けた。アデノウイルスベ

クターの作成は組み換え DNA 実験が含まれているため組

み換え DNA 実験審査委員会に申請し、許可を得た。動物

実験に関しては日本実験動物協会による動物実験に関す

る指針、及び各研究機関の定める動物実験に関する規約

に基づいて行った。 
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