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研究成果の概要（和文）：KRAS下流分子の網羅的解析の中で、候補遺伝子のケモカインに着目して発現解析を行った。
幾つかの肺癌細胞株ではCXCL7の完全な発現の消失が見られた。臨床検体ではCXCL7とCXCR2の発現は正に相関していた
。CXCL7の免疫染色では低分化腺癌で高発現していた。CXCL7高発現のがん細胞周囲ではリンパ球浸潤が目立つ症例も認
められた。これらの結果からは、ケモカインが肺腺癌の進行や微小環境に関わっていると考えられた。

研究成果の概要（英文）：In the course of searching downstream molecules of KRAS induction, the chemokines 
were focused, and expression analysis of the genes was performed. Some of the lung cancer cell lines 
showed complete loss of CXCL7 mRNA expression. The mRNA expression of CXCL7 and CXCR2 in clinical samples 
were positively correlated. The expression of CXCL7 was observed in poorly differentiated adenocarcinoma. 
Some cases revealed strong expression of CXCL7 in cancer cells accompanied by prominent lymphocytic 
infiltration. These data suggest chemokines are involved in lung adenocarcinoma progression and cancer 
microenvironment.

研究分野：人体病理学
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１．研究開始当初の背景 
当該研究室では、肺癌の発生進展機構を明
確にすべく、病理組織形態学的解析をベース
に、分子細胞生物学・分子遺伝学的な手法を
取り入れ、多角的かつ長期的に研究を継続し
てきた。これまでに、KRAS 遺伝子変異を伴
う肺腺癌が他と比べて有意に高い術後再発
危険率を示すこと、また、一方で、マイクロ
アレイを用いた KRAS 下流分子の網羅的発
現解析から、このような悪性度の分子基盤を
なす複数の候補分子を同定し、報告してきた。
この成績は、KRAS下流分子に着目した研究
は肺腺癌の悪性度を規定する分子基盤を明
確にするうえで優れた戦略であることを示
している。このマイクロアレイ解析では、変
異型 KRAS 遺伝子を導入した不死化気道上
皮細胞において、複数のケモカインリガンド
（PPBP/CXCL7, CCL3, CXCL2）の高発現
が認められており、予備的解析によって、そ
れらの mRNA レベルでの発現が幾つかの肺
癌細胞株で高度に上昇していることを確認
している。 
ケモカインとは細胞間の相互反応を媒介
するサイトカインで、1987 年の Yoshimura 
らによる IL-8 の報告から現在までに 50 種
類以上のケモカインと 20 種類以上のケモカ
インレセプターが同定されている。その作用
機構には、パラクライン、オートクライン、
ジャクスタ・クラインの３つが考えられてい
る。白血球の遊走作用を促すケモカインは、
腫瘍の播種や血管新生、転移などがんの生物
学においても重要な役割を持つ。ケモカイン
受容体を発現するがん細胞の例として、
CXCR4が卵巣癌やメラノーマ、肺小細胞癌、
腎癌、甲状腺癌などのがん細胞において高頻
度に発現が増強され、その発現はがんの進行
や転移と関連する。また、他にも CCR6(直腸
癌や膵癌), CXCR6(前立腺癌), CXCR2(メラ
ノーマ、食道癌)などの腫瘍細胞での発現が示
されている。更に、CXCR4 の発現低下と
CXCR7 の発現亢進が高悪性度転化に相関す
ることも最近報告されている。 
 以上の背景から、変異型 KRAS によって
誘導されるケモカインリガンド・ケモカイン
受容体の構築するネットワークが、肺腺癌の
進展（浸潤・転移）に関与する可能性が十分
に考えられる。 
 
２．研究の目的 
当該研究室では、これまでに、KRAS 遺伝
子変異を伴う肺腺癌が他と比べて有意に高
い術後再発率を示すことを明らかにしてき
た。また、マイクロアレイを用いた KRAS 下
流分子の網羅的発現解析から、変異型 KRAS 
によって複数のケモカイン（PPBP/CXCL7, 
CCL3, CXCL2）の発現誘導が起ることを発
見した。ケモカインは、従来、白血球の遊走
を促し炎症反応を誘導する因子と考えられ
ていたが、最近では、がん細胞の浸潤・転移
への関与が注目されている。また、がんの高

悪性度転化と相関するケモカインの例も報
告されるようになってきている。本課題では、
変異型 KRAS によって誘導されたケモカイ
ンに着目し、それらの構築するネットワーク
の解明を介して、肺腺癌の悪性度を規定する
分子基盤に迫る。 
 
３．研究の方法 
(１）肺癌細胞株を用いたスクリーニング的
mRNA 発現解析 
 肺癌細胞株（当該教室には４０種類程の肺
癌細胞株が保管されている）から mRNA を抽
出し、逆転写反応を行い、cDNA を作成する。
ケモカインリガンド CXCL7, CXCL2, CCL3 と
それぞれの受容体 CXCR2,CCR1/5 のプライマ
ーを設計し、定量的 PCR で mRNA 発現を測定
する。初代培養気管支上皮細胞と不死化気道
上皮細胞株を対照とし、肺癌細胞で顕著に発
現が上昇（あるいは低下）している分子を抽
出する。 
 
(２）臨床検体を用いた mRNA 発現解析 
 肺癌細胞株と同様に、抽出された RNA の逆
転写反応、cDNA 作成を行い、上記１）の解
析で抽出したケモカイン遺伝子の mRNA を凍
結検体を用いて定量的 PCR で解析する。正常
部と非腫瘍部との発現比較を行う。 
  
(３）免疫組織化学的解析と臨床病理学的特
性との相関解析 
肺癌において高発現が確認されたケモカ
インについて、パラフィン包埋標本を用いて
免疫染色を行い、蛋白レベルでの発現細胞の
同定や発現の局在を評価する。発現細胞の同
定に関して、好中球やマクロファージ、リン
パ球など炎症細胞との位置関係を明らかに
する。ケモカインの発現とがんの組織型や分
化度、病期、脈管侵襲、リンパ節転移、他臓
器転移、予後との相関を検討し、ケモカイン
が悪性化へ寄与するかどうかを評価する。 
 
４．研究成果 
KRAS 遺伝子下流分子候補の CXCL7, CXCL2
については、細胞株で mRNA 発現解析を行っ
たところ、幾つかの肺癌細胞株では CXCL7 の
完全な発現の消失が見られた。臨床検体を用
いた CXCL7 およびその受容体蛋白である
CXCR2 の mRNA 発現解析を行ったところ、非腫
瘍部では腫瘍部と比較してCXCL7の有意な発
現低下が見られた。CXCL7 と CXCR2 の発現は
正に相関していた。 
CXCL7 の局在を確認するために、免疫染色
を施行。CXCL7 は、細気管支は陰性。腫瘍部
では完全な陰性例と癌細胞に局所的に陽性
の症例があり、癌細胞がびまん性に陽性の症
例も認められた。染色の特徴を調べるために、
陽性の割合を0-1までのスコアで半定量的に
評価し、組織型では充実性増殖優位型腺癌で
スコアが高い傾向にあった。0.2 をカットオ
フとして２群に分けた場合、充実性増殖優位



型腺癌は高発現群に集中していた。CXCL7 に
対するレセプターとして CXCR2 を検討した。
リアルタイム PCR で、細胞株では高い症例と
低い症例を様々な組織型で認めた。CXCR2 の
免疫染色では、細気管支上皮は陰性。腫瘍部
では、癌細胞は陰性か弱陽性。背景には形質
細胞や好中球からなる炎症細胞が陽性であ
った。パラフィン包埋固定のヒト臨床検体に
おいて世界で初めて肺癌細胞でのCXCL7の発
現を検出した(図 1)。肺胞上皮や細気管支上
皮は基本的に陰性で、肺癌の腫瘍化に関わる
可能性がある。CXCL7 と CXCR2 との関係につ
いては、パラクラインを介した伝達経路や未
知のレセプターを介した伝達経路が考えら
れる。CXCL7 の発現については低分化な部分
で陽性であったため、癌の進行期での役割が
示唆される。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 1 CXCL7 の免疫染色 
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