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研究成果の概要（和文）：間質性肺炎/肺線維症から細気管支上皮増生、異型腺腫様過形成(AAH)、上皮内腺癌
(AIS)、微小浸潤性腺癌(MIA)、置換型腺癌の腺癌へと進展するのではないかとの仮説のもとに、肺線維症を基盤
に発生する肺腺癌と合併しないものを手術材料で比較した。間質性肺炎/肺線維症などの間質性病変が20.6%、
AAHなどの肺胞上皮の増殖病変が23.6%、多発癌の症例が13.2%、肺胞の細気管支化の病変が23.5%の頻度で認めら
れた。AAHと細気管支化病変が、肺線維症を基盤に発生する肺腺癌症例の方で優位に多かった。肺の線維化機序
と肺胞の細気管支化の病変が深く関係していることを示唆した。

研究成果の概要（英文）：We consider that progressive steps of lung adenocarcinoma may start from 
proliferation of bronchiolar epitheli, to atypical adenomatous hyperplasia (AAH), adenocarcinoma in 
situ (AIS), to minimally invasive adenocarcinoma, finally to lepidic pattern adenocarcinoma, and 
examined and compared the clinic-pathological features of resected operation materials of lung 
adenocarcinoma with lung fibrosis/interstitial pneumonia and without lung fibrosis/interstitial 
pneumonia. Of over all the materials of lung adenocarcinoma, lung fibrosis/interstitial pneumonia 
was found in 20.6%, AAH in 23.6%, multiple cancers in 13.2%, and bronchiolization of alveoli in 23.5
%. AAH and bronchiolization of alveoli were significantly more observed in lung adenocarcinoma with 
lung fibrosis/interstitial pneumonia. This finding suggest lung fibrosis and bronchiolization of 
alveoli may have an important role.

研究分野：人体病理学
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１．研究開始当初の背景 
肺腺癌の病理発生について、様々な研究がな
されているがいまだ不明な点が多い。手術材
料の病理学的検索を行うと、間質性肺炎、肺
線維症、細気管支上皮の増生、異型腺腫様過
形成(AAH)、上皮内腺癌(AIS)、微小浸潤性腺
癌(MIA)などの様々な病変が見られる。この
病変に関連があるのではと考え、「間質性肺
炎/肺線維症から置換型腺癌 lepidic growth 
pattern の腺癌へと進展する」のではないか
との仮説を立てた。分子病理学的検索も併せ
行いたい。 
 
２．研究の目的 
「間質性肺炎/肺線維症 → 肺胞の細気管支
化 → 2 型肺胞上皮、細気管支上皮の増生 
→  atypical adenomatous hyperplasia 
(AAH) → adenocarcinoma in situ (AIS) → 
lepidic growth pattern を示す腺癌」と進
展するとの仮説のもとに、肺線維症を基盤に
発生する肺腺癌と肺線維症を合併しないも
のを比較して、初期の肺腺癌の発生機序の解
明、特にmiRNA の役割について明らかにし
たいと考える。間質性肺炎/肺線 維症から
lepidic growth pattern を示す腺癌に至る一
連の病変における miRNA の役割の相違を
調べ、また、SNP アッセイとプロテオーム
解析も行い、肺線維症から肺腺癌へのものと、
肺線維症を伴わないものを比較し、腺 癌へ
進展の可能性のある重要な miRNA、SNP、
タンパクの特定をしたいと考える。「間質性
肺炎 /肺線維症から細気管支上皮の増生、
AAH、AIS、MIA、置換型腺癌の腺癌へと進
展するのではないかとの仮説のもとに、肺線
維症を基盤に発生する肺腺癌と合併しない
ものを臨床病理学的に比較もする。また、
PD1-PD-L1 の関わりについついても検索す
る。 
 
３．研究の方法 
肺線維症を基盤に発生する肺腺癌と合併し
ないものの手術材料を検討し、AAH 病変、肺
胞 の 細 気 管 支 化 (bronchiolization, 
bronchial metaplasia)の病変 について違い
を検討した。肺腺癌部位、または線維化部分
との位置関係も検討した。また、（１）肺線
維症を基盤に発生する肺腺癌（30 例）と肺
線維症を合併しないもの（30 例）の手術材
料の組織を検討し、組織型、浸潤の有無、大
きさ、臨床病理学的検討を行う。（２）得ら
れる早期の肺腺癌の手術材料を 20 例程度か
ら凍結材料を採取した。（３）手術材料中の

腺 癌 組 織 、 atypical adenomatous 
hyperplasia (AAH)病変、2 型肺胞上皮、細
気管支上皮の 増生像、また肺胞の細気管支
化の病変について、免疫組織学的検索を含め
た病変の性格、分布、頻度の違いを検討した。
（４）凍結材料を用いたmiRNAの解析、SNP 解
析と発現タンパクのプロテオーム解析の予
備実験を始めた。（５）平成 27 年度に、腺癌
組織、atypical adenomatous hyperplasia 
(AAH)病変、2 型肺 胞上皮、細気管支上皮の
増生像、また肺胞の細気管支化の病変の
miRNA の解析、SNP 解析を行う準備を始めた。
miRNA の解析 は miRNA Oligo chip（高性能
DNA チップ基板 3D-Gene）を用いて行う。SNP 
解析では、Affymetrix （ Affymetri x & reg; 
Genome-Wide Human SNP Array 6.0）および
Axiom の SNP アレイを用いる。（６）凍結保
存していた腫瘍肺組織からミクロトームを
使用して作製した10μm の凍結切片20 枚よ
り、レーザーマイクロダイゼクション法にて
腫瘍部を切り出し、DNA を抽出する準備を始
めた。その後、制限酵素で消化し、共通のア
ダプターを 付加したのち、単一のプライマ
ーによる PCR 増幅をおこない、制限酵素断片
のみを選択的に増幅する。増幅断片 を DNase
Ⅰで断片化し、ビオチンにて標識したものを、
CNV プローブを搭載したアレイ上でハイブ
リダイゼーションし、画像をスキャナーでと
りこむ。（７）SNP 解析では、肺組織からミ
クロトームを使用して10μmの凍結切片を作
製し、染色鏡顕後、腫瘍部と非腫瘍部をわけ、
そこから DN easy Tissue Kit (Qiagen, 
Valeneia, USA) を用いて DNA を抽出、
Microcon (Millipore) で超純化して用いる。
Affymetrix & reg; Genome-Wide Human SNP 
6.0Nsp/Sty Assay (Genome-Wide SNP 6.0 
Assay)を用いて SNP アッセイを行った。
Digestion と ligation の Pre-PCR 操作、PCR 
と PCR 産物 purification と quantitation、
fragmentation と labeling を 行 い 、
hybridization, fluidics そして scanning 
を行った。腺癌組織、atypical adenomatous 
hyperplasia (AAH)病変、2 型肺胞上皮、細
気管支上皮の増生像、また肺胞の細気管 支
化の病変部とそれのないところでシグ ナル
強度比の差のあるアレルを抽出し、標的とな
るものを Applied Biosystems Prism 7700 
Sequence Detection Systems を 用 い て
TaqMan PCR 法にてタイピングを行う準備を
始めた。（８）平成２７，２８年度、発現タ
ンパクの違いがあるかどうかプロテオーム
解析を行う。プロテオーム解析は、蛍光標識



二次元ディファレンシャルゲル電気泳動法
を用いる。凍結保存していた肺組 織からミ
クロトームで 10μmの凍結切片より、レーザ
ーマイクロダイゼクション法にて病変部を
切り出し、タンパク抽出する。すべての症例
のタンパクを等量ずつまぜたものをコント
ロールのプロテインライセートとし、抽 出
したタンパクとのタンパク発現の差を比較
するために異なる蛍光色素でラベルする。 
pH3-10 のストリップゲルにローディングし、
一次元目の等電点電気泳動を行い、さらに
SDS-PAGE ゲルを用いて 二次元目の電気泳動
を行う。画像をスキャナーで取り込み、ソフ
トウェア DeCyder2D を用いて病変を含む材
料と 含まない材料と発現の差を検出する。
（９）スポット内のタンパクについて、In gel 
digestion 法にてトリプシン消化を行い、ペ
プチド断片を生成する。MALDI-TOF-MS をも
ちいて解析し、得られたピークをペプチドマ
スフィンガープリンティング法による M 
ascot 解析にて解析し、タンパクを同定する。
プロテオーム解析にて発現の差のあるタン
パクとして同定された ものについて免疫組
織化学にてタンパク発現を確認し、形態学的
にタンパクの局在が細気管支化の病変にあ
ることを確認する。（１０） 肺胞の細気管支
化や Lambertosis といった病変の病理発生
について線維化との関係、肺腺癌への進 展
の可能性のある重要な miRNA、SNP、タンパク
の特定をしたいと考えた。 
 
４．研究成果 

肺腺癌手術例の全症例でみると、間質性肺炎

/肺線維症などの間質性病変が 20.6%、AAH な

どの肺胞上皮の増殖病変が 23.6%、多発癌の

症例が 13.2%ほど見ら れた。肺胞の細気管支

化の病変が 23.5%もの高い頻度で認められた。

AAH と肺胞の細気管支化病変が、優位に肺線

維症を基盤に発生する肺腺癌症例の方で多

か っ た 。 ま た Tumor infiltrating 

lymphocytes に PD-1、腫瘍細胞に PD-L1 がし

ばしば染色された。この頻度は間質性肺病変

の合併の有無とは関係がなかった。結論とし

て、AAH と肺胞の細気管支化病変が、優位に

肺線維症を基盤に発生する肺腺癌症例の方

で多かった。また Tumor infiltrating 

lymphocytes に PD-1、腫瘍細胞に PD-L1 がし

ばしば染色された。肺の線維化機序と肺胞の

細気管支化の病変が深く関係していること

を示唆した。また腫瘍細胞の PD-L1 の陽性の

割合が腫瘍の大きさ と関連し、AIS,MIA から

浸潤がんへの進展にも関連しているのでは

ないかと示唆された。肺胞の細気管支化や

Lambertosis といった病変の病理発生につ

いて線維化との関係、肺腺癌への進展の可能

性のある重要な miRNA、SNP、タンパクの特定

については、研究進行中である。ポジチィブ

ナな結果を予想している。 
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