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研究成果の概要（和文）：細気管支肺胞上皮癌（BAC）パターンは肺腺癌の辺縁（進展部）で

しばしば認められる。その部位の上皮成長因子受容体（EGFR）関連シグナルについて検討し

た。胸部 CT 上で、すりガラス陰影を伴う肺腺癌の手術検体 50 例中、腫瘍径 1 cm 未満が 6 例、

1 - 2 cm が 18 例、2 cm 以上が 26 例であった。2 cm 以下の小型肺癌 24 例中 9 例が非浸潤型

で 15 例が浸潤型であった。免疫組織染色にて EGFR、pAKT、pMAPK は腫瘍の辺縁の BAC
パターン部位よりも腫瘍中心部に多く発現していたが、pSTAT3 は逆に BAC パターン部位に

多く発現していた。腫瘍径 2 cm 以下の腫瘍では中心部の pSTAT3 の発現は浸潤型より非浸潤

型で多く認められた。EGFR遺伝子変異の有無ではpSTAT3の発現には差は認められなかった。

EGFR 遺伝子改変マウスの肺発癌モデルでは、pSTAT3 は腫瘍中心部より辺縁の BAC パター

ン部位により多く発現しており、2 つの肺癌細胞株（EGFR 遺伝子変異を有する PC-9、EGFR
野生型の A549）では JAK2/STAT3 阻害剤（JSI-124）に対して同等の感受性が示された。以

上より、BAC 成分を有する腺癌の進展部位には STAT3 が強く発現しており、STAT3 の阻

害によりその進展を制御できる可能性が示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Bronchioloalveolar carcinoma (BAC) pattern is often seen at the margin of invasive 
adenocarcinomas. We investigated EGFR signaling abnormalities involved in the 
progression of adenocarcinoma. Fifty tumors were obtained from patients who 
underwent surgery for lung adenocarcinoma seen as dense areas in ground glass 
opacity on computed tomography. Six, 18, and 26 tumors < 1 cm, 1-2 cm, and ≥ 2 cm in 
diameter, respectively, were analyzed. Of the 24 tumors ≤ 2 cm in diameter, nine were 
preinvasive and 15 were invasive. EGFR, pAKT, and pMAPK were overexpressed in 
the center of the adenocarcinoma compared to the BAC component by 
immunohistochemistry, while pSTAT3 expression was reversed. In the tumors ≤ 2 cm 
in diameter, pSTAT3 expression in the central area was higher in preinvasive tumors 
than in invasive tumors. pSTAT3 was identified in the BAC component of 88% of the 
EGFR mutant (n = 17) and 82% of the wild-type tumors (n = 33). Transgenic mice 
expressing delE748-A752 EGFR and two lung cancer cell lines (PC-9 mutant and A549 
wild-type EGFR) were also investigated. In transgenic mice, pSTAT3 was 
overexpressed in the BAC component around the adenocarcinoma center. Two lung 
cancer cell lines that overexpressed pSTAT3 were equally sensitive to a JAK2/STAT3 
inhibitor (JSI-124). In conclusion, adenocarcinomas with a BAC component 
overexpressed pSTAT3 at the margin compared to the center of the tumor. Moreover, 
STAT3 inhibitors may have therapeutic potential in the inhibition of adenocarcinoma. 
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１．研究開始当初の背景 
肺癌は喫煙が主たる原因で発症する悪性

腫瘍の代表的疾患であるが、肺癌全体では男
性の約 15％、女性の約 50%が非喫煙者である。
今後、禁煙により喫煙関連の肺癌死亡は減少
することが予想されるが、非喫煙者の肺癌に
ついては未だ有効な予防法は確立されてい
ない。非喫煙者肺癌の組織型は 50%から 80%
を腺癌が占めており、肺癌全体で最多の組織
型であるため、特に非喫煙者肺腺癌を対象と
した予防および治療法の確立が強く望まれ
る。非喫煙者肺腺癌の多くに上皮性成長因子
受容体（Epidermal growth factor receptor: 
EGFR）遺伝子変異が認められている。我々は、
肺のみに発現している Surfactant protein-C
（SP-C）に変異型 EGFR遺伝子を付加するこ
とによる遺伝子改変マウスを開発し、ヒトの
肺腺癌と同様に病理学的に異型腺腫様過形
成（atypical adenomatous hyperplasia: AAH）、
細気管支肺胞上皮癌（bronchioloalveolar 
carcinoma: BAC）、浸潤癌（invasive 
adenocarcinoma）への進行を確認している。 
 

２．研究の目的 
非喫煙者肺癌マウスモデルと臨床検体を

用いて、BACより浸潤癌へ至る EGFR伝達経路
を明らかにし、それを遮断することにより肺
癌の進展を抑制する方法を模索する。 
 
３．研究の方法 
（1）手術検体 
 術前 CT画像にて中心部に充実性部分を有
するすりガラス陰影（GGO）を認めた肺腺癌
50 例の手術検体を用いた。 
（2）マウスモデルと細胞株 
 EGFR遺伝子変異（E748-A752欠損）を発現
したヒト遺伝子改変マウスからの腫瘍組織
をパラフィン包埋し 5μmの切片を作成した。
また 2つの肺癌細胞株は、EGFR遺伝子変異
（E746-A750 欠損）を持つ細胞株 PC-9 と野生

型 EGFR細胞株 A549を用いた。 
（3）免疫組織化学染色 
 手術検体のパラフィン包埋した組織から 5
μmの切片を作成しスライドグラスに乗せ、
キシレンとエタノールで脱パラフィン作業
を行い、pH 6.0の 10 mMクエン酸緩衝液で抗
原を賦活し、0.3%過酸化水素で内因性ペルオ
キシダーゼ除去を行った。1 次抗体として、
抗 EGFR抗体、抗 HER3抗体、抗 pSTAT3抗体、
抗 pAKT抗体、抗 pMAPK抗体と反応後、2 次抗
体と反応させ、diaminobenzidine で発色させ
ヘマトキシリン染色を行った。EGFR遺伝子改
変マウスにおいても同様の方法にて pSTAT3
による免疫組織化学染色を行った。 
（4）薬剤感受性試験 
 JAK2/STAT3阻害剤（JSI-124）を用いて、
細胞増殖抑制効果を MTTアッセイ法により検
証した。 
（5）ウエスタンブロット法 
 EGFRシグナル伝達経路の蛋白 pEGFR、
pSTAT3、pSRC、pJAK2、EGFR、JAK2、SRC、STAT3
をそれぞれ検出した。 
（6）統計学的検討 
統計学的検討はカイ二乗検定を用い、p<0.05
で統計学的に有意と判定した。 
 
４．研究成果 
（1）患者背景 
 手術検体の患者背景は、年齢中央値が 66
歳（42-83歳）、男性 18 例と女性 32例であり
98%が術後病期 IA または IB であった。腫瘍
径 1 cm未満が 6例、1 - 2 cmが 18例、2 cm
以上が 26例であり、2 cm以下の 24例中 9例
が野口分類 Aと Bで、15例が Cであった。 
（2）免疫組織化学染色 
 EGFR、HER3、pSTAT3、pAKT、pMAPK の強発
現はそれぞれ 15例、17例、42 例、13例、18
例で認められた。EGFR、HER3、pMAPK は腫瘍
径 1 cm 以上でより多く発現していた。腫瘍
を中心部位と辺縁部位（CT画像での充実性部



位と GGO 部位に相当）に分けて検討すると、
EGFR の発現は辺縁よりも中心部位で多く
（26%対 14%）、pSTAT3は中心よりも辺縁部位
で多く発現していた（34%対 84%）。中心部位
での pSTAT3 の発現をみると、腫瘍径 1 cm 未
満のほうが 1 cm 以上より多く発現しており、
野口分類では Cよりも Aと Bのほうが多く発
現していた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
NBE:正常気管支上皮 

margin: 辺縁部、center:中心部 

HE:ヘマトキシリン・エオジン染色 

 
（3）EGFR遺伝子変異 
 50例のうち EGFR 遺伝子変異は 17例（エク
ソン 19欠失が 7例、エクソン 21点突然変異
が 10 例）で認めたが、EGFR、HER3、pSTAT3、
pAKT、pMAPK の発現と遺伝子変異の有無には
差が認められなかった。 
（4）EGFR遺伝子改変マウスでの検討 
 生後 2 週の EGFR 遺伝子改変マウスの肺に
おける EGFR シグナル経路の各蛋白発現を検
討した。生後 8週のマウスの肺腫瘍の免疫組
織化学染色では、pSTAT3は腫瘍の中心部位よ
り辺縁の BACパターンに、より多く発現して
いた。生後 7 週の遺伝子改変マウスに EGFR
チロシンキナーゼ阻害剤であるゲフィチニ
ブを投与し、肺における EGFR シグナル経路
の各蛋白発現を検討したところ、pSTAT3 の発
現の減少量は pEGFRのそれよりも少なかった。 
 
        Tg：遺伝子改変マウス 

    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

（5）細胞株での検討 
 JSI-124 での PC-9 と A549 の 50%細胞増殖
抑制濃度（IC50）はそれぞれ 0.026±0.004μM
と 0.027±0.002μM であった。JSI-124 にゲ
フィチニブを併用すると、PC-9 では IC50 が
0.016±0.005μM と低下したが、A549 では
JSI-124単剤と差は認められなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
薬剤付加 96時間後の PC-9細胞の反応曲線 

 
ゲフィチニブ投与後では pSTAT3 の発現は

不変であったが、JSI-124は発現を抑制した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
G: gefitinib; J: JSI-124 

 
（結論） 

BAC より浸潤癌の進展には STAT3 の関与が
認められ、JAK2/STAT3の阻害により進展の抑
制が期待されることが示唆された。 
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