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研究成果の概要（和文）：原発性肺癌での遺伝子発現解析。［１］癌幹細胞関連遺伝子CD133は、全生存率(p=0.
0001)および無再発生存率(p=0.0378)と予後不良因子であった。［２］(1) Notch1陽性症例は腫瘍径が小さく、
さらに女性、EGFR遺伝子変異と関連を認めた((p<0.03 , p=0.031, p=0.002)。予後に有意さは認めなかった。
(2)YAPは、腺癌症例で発現が高い傾向があるも、有意さは認めなかった。５年生存率は、有意さは認められなか
った。
【結果】CD133は予後不良因子で、今後有用なマーカーとなり得る。またNotch1およびYAPは、今後無再発生存率
や、化学療法での検討が必要である。

研究成果の概要（英文）：The object of this study is to investigate the significance of lung cancer 
stem cell-associated gene and lung stem cell-associated genes.[1] The lung cancer stem 
cell-associated gene CD133 was a significant poor prognostic factor in both all-over survival and 
disease-free survival, expectively p=0.0001 and p=0.0378.
[2] Lung Stem cell associated genes. (1 ) Notch1 Protein was expressed significantly in 
smaller-sized tumor (p<0.003). Furtheremore, Notch1 had significant relations with female and EGFR 
mutation(p=0.031 p=0.002, respectively). Notch 1 was not a prognostic factor. (2) Yap protein was 
slightly more in adenocarcinoma, but it was not significant. Yap was not a prognostic factor.
[Concludions] CD133 was a poor prognostic factor. Notch1 and YAP was not significant prognostic 
factor, but it needs to be investigated from the disease-free survival or anticancer drug 
resistance.
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１．研究開始当初の背景 
 １）原発性肺癌幹細胞およびその微小環境
(ニッチェ)に関して 
原発性非小細胞肺癌においては、扁平上皮
癌および肺腺癌、肺腺扁平上皮癌の癌発生
は、肺の中枢および末梢など、気管、肺胞な
どに存在する肺組織幹細胞より発生されてい
ると考えられている(Steele VE et.al,J Natl 
Cancer Inst.1981)。また CD133 陽性肺癌幹細
胞では癌関連遺伝子の発現の上昇すること
(V Tirino,Cell Death and Disease.2013)が報告
されている。Oct4/Nanogなどの癌幹細胞遺伝
子は、上皮間葉転換機構を引き起こし、予後
を悪化することが報告されている(Chih-Hwa 
Chiou et al., Cancer Research. 2010)。しかしな
がら、CD133 遺伝子をはじめとする、肺癌幹
細胞およびその微小環境(ニッチェ)に関して
は、実際の原発性肺癌(in vitro)での報告は、
ほとんどなされていないのが現状である。 
 ２）肺発生における肺幹細胞と、肺癌との関
連に関して 
近年、肺発生時、また成人肺の肺障害時の 1
型および 2型肺胞上皮細胞の発生に Hippo 
pathway が重要な役割を果たしていることが
明らかにされている(Zao et al.,Dev Cell.2014)。
肺再生においては FGF-FGFR-Sprouty, 
BMP-BPR-Gremlin, Shh-PTtc-Hip, 
Wnt-β-catenin, PDGF, HGF, VEGFsignal が
知られている。特にHippo pathwayに関与する、
Yap 遺伝子の過剰発現においては、扁平上皮
化生が引き起こされていること(Zhao et al.Dev 
Cell.2014)より、扁平上皮癌へのinitiationの可
能性が考えられる。 
現在、原発性非小細胞肺癌における治療、特
に化学療法では、組織型を考慮して治療選択
がなされることが多く、癌幹細胞の発現に関し
て考慮されていない。しかしながら、同じ組織
型においても、抗癌剤の感受性などの相違に
より治療効果が異なることが多く、癌幹細胞に
よる薬剤耐性獲得などが関与していることが
予想されており、今後、癌幹細胞マーカーある
いは発生に関与する新たなマーカー遺伝子に
ついての検討も必要であると考えられる。 
 
２．研究の目的 
原発性肺癌は、現在、癌死の一位であり、集
学的治療にも関わらず、再発を来すことが多
い。再発や転移のメカニズムには、癌幹細胞
の関与が指摘されおり、その微小環境(ニッチ
ェ)の解明も望まれている。肺癌幹細胞に、肺
発生における肺幹細胞のマーカー、分化マー
カーの発現が報告され、その遺伝子群が、肺
癌の再発、転移のメカニズムに密接な関連性
を持つことが示唆されている。 
 
本研究では、原発性肺癌において 1)肺癌幹
細胞遺伝子およびその微小環境(ニッチェ)、2)
肺発生に関与する肺幹細胞遺伝子との関連
性を調べる。原発性肺癌での組織型別の発
現の有無およびその相関性、またその予後な

どを含めて、解析を行い、肺癌のカテゴリーの
構築を目的とする。 
我々は、肺発生に関与する遺伝子と肺癌幹細
胞およびその微小環境(ニッチェ)との関連を
明らかにする。 
 
３．研究の方法 
 本実験は、以下の解析を行うことにより、肺
癌における肺癌幹細胞、その微小環境との関
わり、また肺幹細胞遺伝子の発現に関して検
討を行う。さらに癌全体の調節機構を明らか
にする。以下の項目を行う。 
【１】原発性肺癌切除標本を用いての遺伝子
発現解析：ヒト原発性肺癌切除標本を用いて
(1)肺癌幹細胞遺伝子およびニッチェに関連
する遺伝子群、(2)肺幹細胞に関連する遺伝
子群の発現の有無およびその臨床的意義を
検討する。 
【２】肺癌細胞株を用いての遺伝子発現解析 
肺癌細胞株を用いて、各遺伝子群の意義およ
び詳細なメカニズムの検討を行う。 
 
【１】原発性肺癌切除標本を用いて遺伝子発
現解析 
目的：ヒト切除肺標本を用いて、遺伝子の発
現の有無およびその局在を検討する。また発
現の有無による予後の解析を行う。 
方法：2008年 1月より 2009年 12月までに外
科的切除された 115症例の原発性肺癌切除
標本を用いて、以下の遺伝子群の発現の有
無を調べる。 
 
評価方法 ①肺切除標本において、(a)肺癌
幹細胞および微小環境(ニッチェ)に関連する
遺伝子群、(b)肺発生および再生に関連する
遺伝子群の発現の有無を調べる。 
(a) 肺癌幹細胞および微小環境(ニッチェ)に
関連する遺伝子群 
 1.肺癌関連遺伝子マーカー：CD133,  
 2.遺伝子カスケード：PDGF, FGF, IGF-1, 
HGF, Wnt, LIF 
 (b) 肺発生および再生に関連する遺伝子群 
肺幹細胞遺伝子マーカー： Yap, Id2, Sox9 
さらに我々は肺発生において distal tipに
発現する、Id2および Sox9遺伝子が検討を行
い、それぞれの mRNAの発現は正常肺組織よ
り高いことを確認した。また Id2遺伝子に関し
て原発性肺癌においては、Id2遺伝子の発現
と予後との相関を症例数を増やして検討す
る。 
 
４．研究成果 
【１】原発性肺癌切除標本を用いて遺伝子発
現解析 
(1)我々は、2008年 1月より 2009年 12月ま
でに外科的切除された 115症例の原発性肺
癌切除標本を用いて、ヒト切除肺標本を用い
て、遺伝子の発現の有無およびその局在を検
討した。 



(A)肺癌幹細胞および微小環境(ニッチェ)に
関連する遺伝子 CD133 
 (a)まず、正常肺および肺癌組織における
CD133の mRNA発現量の比較を行った。 
内在性コントロールとしては、β-actinを用い
た。正常肺および肺癌組織でのCD133のmRNA
の発現量は、有意に肺癌組織で CD133の発
現量が高いこと(p=0.018)が示された。 
(b)次に我々は、CD133のタンパク発現に関し
て、調べた。 
(b-1)肺癌組織での発現 
  上記のように、CD133陽性症例では、肺癌
細胞の核を中心に染色され、細胞質にも一部
染色された結果であった。 
(b-2)CD133の陽性および陰性に関しては、過
去の報告をもとに、染色強度(0; none,  
1: week, 2; middle, 3; strong)に分類、
陽性細胞率(陽性腫瘍細胞/腫瘍細胞≧10%) 
に分類した。強度 2-3かつ、陽性細胞率 10%
以上を CD133陽性症例と判定した。 
(b-3) 肺癌切除症例における臨床因子との
相関を調べた。年齢、性別、組織型、分化度
な度、いずれの臨床病理学的因子との相関と
の関連性を 
認めなかった。 
(b-4) CD133陽性症例の予後に関して、全生
存率および無再発生存率を検討した。 
CD133陽性症例は、CD133陰性症例と比較し
て、全生存率(p=0.0001)および無再発生存
率(p=0.378)ともに予後が不良であり、原発
性非小細胞肺癌において予後不良因子であ
ることが判明した。 
 
(B) 肺発生および再生に関連する遺伝子群 
肺発生マーカーとして、Notch1および YAPの
発現を検討した。 
 (a-1)まず条件検討として、原発性肺癌 24
症例(腺癌 10症例、大細胞癌 1症例、小細胞
肺癌 2症例で)、抗 Notch1抗体(Santa Cruz)
を用いて、条件検討を行った。 
下記に、抗 Notch1抗体による免疫化学染色
法による、陽性症例を示すが、 
特に細胞膜に Notch1の発現を確認すること
ができた。条件検討では、染色範囲(score: 0
点(0-4%)、1点(5-25%)、2点(26-50%)、4点
(76%以上)および染色強度(score: 0点(no 
stain)、1点(low)、2点(moderate)、3点
(strong))で評価を行った。Score 3点未満を
Notch1陰性症例、Score 3点以上を Notch1
陽性症例とした。 
原発性小細胞肺癌 24症例で、Notch1のタン
パク発現に関して、検討を行ったところ、 
50%(12症例/24症例)で、Notch1を発現して
いるという結果になった。 
(a-2) 臨床病理学的因子との検討 
臨床病理学的因子での検討では、腫瘍径に
関して、Notch1陽性症例では 26(±18)mm、
Notch1陰性症例では、43(±27)mm と、
Notch1陰性症例では有意に腫瘍径が小さい
結果であった(p<0.03)。さらに Notch1 と性別

(女性)との間に有意な相関(p=0.031)を認め
た。さらに EGFR遺伝子変異との間に相関を認
めた(p=0.002)。 
(a-3) Notch1 と予後との比較 
これまで、Notch1に関しては、予後不良の報
告があるが、本研究においては、Notch1陽性
がやや予後が良い傾向にあるものの、有意さ
は認めなかった(p=0.182)。また肺腺癌症例
(葉切除以上)に関して検討を行ったが、有意
さは認められなかった(p=0.14)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
今後、無再発生存率や、化学療法での治療
の検討が必要と考えられた。 
(b-1) 原発性肺癌において YAPの発現を検
討した。抗 YAP抗体(Cell Signaling)を用い
た免疫組織化学染色法で検討を行った。 
判定は、過去の報告(Angela A. Steinhardt. 
2015)を参考に、細胞質および核での評価を
行った。細胞質での発現の判定は 50%未満を
弱陽性、50%以上を強陽性とし、核での発現の
判定は 10%未満を弱陽性、10%以上を強陽性
とした。低発現および高発現を、陽性症例とし
た。 
YAPの発現は、細胞核および細胞質に認めら
れたが、症例により異なっていた。 
各組織型毎の細胞核および細胞質での染色
を示す。 
(b-2) 原発性肺癌における発現の解析 
下記の 53症例で検討を行った。 
特に肺腺癌症例および非肺腺癌症例での検
討を行ったが、肺腺癌症例で、細胞核および
細胞質での発現がやや高い傾向にあるもの
の、有意さは認めなかった(p=0.11および
p=0.06)。肺癌の分化度と、YAP との相関性に
関しても検討を行ったが、YAPの細胞核および
細胞質での相関性は認めなかった(p=0.71お
よび p=0.41) 
(b-3) YAPの発現と予後との相関 
YAP タンパクの発現別の５年生存率の比較を
行った。核での発現、および細胞質での発現
を、全 5年生存率で、それぞれ比較したが、 
有意さは認められなかった(P=0.58および
p=0.31)。 
 
 
 
 
 
 



細胞核内および細胞質での YAP の発現の評
価に関しては、細胞核および細胞質での検討
がなされておらず、本研究では、細胞核およ
び細胞質での検討を行った。核および細胞質
での発現を検討すると、細胞核陰性／細胞質
陽性の症例では有意さのないものの、全 5年
生存率では低い傾向でであった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
本研究では、肺癌幹細胞関連マーカーCD133
は発現の頻度は低いものの、有意に予後不
良因子であることが示され、今後の肺癌の治
療を行う上では、有用なマーカーとなり得ると
判断された。また肺組織幹細胞マーカーであ
る、Notch1および YAPの発現に関して免疫組
織化学染色法で検討を行ったが、有意な予後
因子ではないと考えられた。 
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