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研究成果の概要（和文）：ステージIIからIIIAの非小細胞性肺癌患者の治療には術後補助化学療法としてプラチ
ナ製剤を基本とした多剤併用療法が推奨されている。しかし、全ての患者が予後延長の恩恵を受けるわけではな
い。この研究では様々なプロテオーム解析で得られたマーカー候補タンパク質に対して、その有用性を免疫組織
化学的に解析した。治療効果予測マーカーとしてS100A16, nestin, TRAP1そしてgalectin-3について報告する。

研究成果の概要（英文）：Platinum-based adjuvant chemotherapy after complement resection has become a
 standard treatment for patients with stage II and IIIA non-small cell lung cancer. However, not all
 patients exhibited survival benefits. Therefore, the development of predictive biomarkers for 
selecting a subgroup of patients who may show improved survival after those treatment is important. 
In this project, I explored novel predictive biomarkers of the effect of platinum-based adjuvant 
chemotherapy via several kinds of proteomics techniques. Then, I validated their utility for 
predicting the prognosis of the patients with completely resected non-small cell lung cancer 
receiving platinum-based adjuvant chemotherapy. I reported that S100A16, nestin, TRAP1 and 
galectin-3 were promising candidate as prognostic biomarkers for these patients.

研究分野： 医歯薬学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ステージIIからIIIAの非小細胞性肺癌患者の治療には術後補助化学療法としてプラチナ製剤を基本とした多剤併
用療法が推奨されているが、奏効性が乏しい患者、副作用が強い患者も存在する。しかし、治療効果を事前に予
測する試みはほとんど行われていない。治療前に効果が予測出来れば、免疫チェックポイント阻害剤の使用など
他の治療法への変更が可能となる。今回、治療効果予測マーカーの獲得を目指した研究を行った。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
肺癌は膵癌とともに難治性癌の代表であり、本邦では男性癌死の第 1 位、女性でも第 2 位を

占めている。また、肺癌は初診時すでに 70％以上の症例が進行癌であることが多く、分子標的
治療や化学療法、放射線療法などが行われている。一方、完全切除された非小細胞性肺癌(non-
small cell lung cancer; NSCLC)においても、再発の頻度が高く、手術症例の約 3分の１で再
発を認めている。その原因として、各種検査法で発見されなかった微少な転移が存在し、それ
が増殖し再発するものと捉えられている。よって、転移を抑制し、再発率を低下させる目的か
ら、術後補助化学療法の様々な検討が行われてきた（BMJ 311: 899-909, 1995，N Engl J Med 
350: 351-360, 2004, Lancet Oncol 28:35-42，2006)。その結果、手術単独群に比して術後補
助化学療法群では、無病生存率や 5 年生存率に有意な改善が見られることが報告されている。
以上より、日本肺癌学会による EBM 手法による肺癌診療ガイドライン 2015 年版では術後病理病
期 II-IIIA 期の完全切除症例に対してシスプラチンの投与が可能であれば術後にシスプラチン
併用療法を行うよう進められるとしている。北里大学病院においても、II 期-IIIA 期の NSCLC
患者に関しては、主に手術＋プラチナ製剤を基本とした術後補助化学療法が施行されている。
しかし、化学療法の適応患者をより明確にするための効果予測や無効予測可能なバイオマーカ
ーの検索や、免疫チェックポイント阻害薬適応の可能性等に関する検討はあまり進んでいない
のが現状である。この研究では、a) 申請者のグループが原発性肺癌の手術症例を用いて患者の
予後や臨床病理学的因子との関連性を検討し、有用性が確かめられた分子や、b) 免疫チェック
ポイント阻害薬（ニボルマブ）の有用性を検討するために抗 PD-L1 抗体を用いた検討、さらに、
c) 抗癌剤耐性とした肺癌細胞株の二次元電気泳動法で同定し、報告済みのタンパク質や肺癌患
者の自己抗体解析で得られている抗癌剤耐性に関与する分子が術後補助化学療法施行患者の治
療効果予測マーカーとなり得るかの検討を行うとともに、d) 後補助化学療法としてプラチナ製
剤を用いた多剤併用療法を受けた NSCLC 患者で長期生存と早期に再発により亡くなっている群
で血清中の自己抗体を比較することで新たな治療予測マーカーを探索する。  
 
２．研究の目的 
 II 期-IIIA 期の非小細胞性肺癌 (NSCLC) 患者に関しては、主に手術＋プラチナ製剤を基本と
した術後補助化学療法が標準的治療法として施行されている。しかし、この治療が有効な患者か
否かの検討は世界的にもほとんど行われていない。その効果は患者により様々であるが、治療効
果のない患者にはセカンドラインの抗がん剤等の治療が選択されているが、治療前に効果予測
が出来れば、最近認可された免疫チェックポイント阻害薬であるニボルマブの使用など最初か
ら他の治療法への変更も可能となる。この研究の目的は術後補助化学療法の治療効果に関与す
る可能性のある分子の獲得と、この解析から同定された、もしくは我々の過去の解析で見出した
治療効果予測因子の有用性と、従来の術後補助化学療法の効果が期待できない II 期-IIIA 期患
者の特徴を明らかにすることである。  
 
３．研究の方法 
臨床検体：北里大学病院で 2003 年から 2012 年までに外科的に切除された非小細胞性肺癌(non-
small cell lung cancer; NSCLC)症例から、術後補助化学療法としてプラチナ製剤を用いた多
剤併用療法を受けた 90症例を選択した。また、これら患者の治療前血清を 60例収集している。 
１． 術後補助化学療法症例の臨床病理学的特徴の解析：術後補助化学療法が施行された臨床病
期、II期、IIIA 期の NSCLC 患者で、プラチナ製剤を含んだ多剤併用療法を施行された患者 90 例
を選択し、その詳細を再検討する。腺癌 66 例、扁平上皮癌 18 例、その他 6 例で p-stage は II
期 28 例、IIIA 期 62 例に分類される。化学療法はシスプラチンベースが 61例、カルボプラチン
ベースが 29 例、観察期間 5.8 ヶ月～149.7 ヶ月（平均 52.3 ヶ月）で生存が 49 例、死亡が 35例、
不明が 6 例となっている。その他の詳細はここでは省く。それらの手術症例の 10％ホルマリン
固定・パラフィン包埋組織は全例薄切し 4℃に保存しており、免疫染色が出来る状態となってい
る。  
２． 報告済みの予後予測マーカーの免疫染色：癌の遠隔転移、epithelial-mesenchymal 
transition (EMT)に関連するマーカーで、当研究グループが肺癌の外科的摘出症例ですでに有
用性を報告している S100A10, S100A14, S100A16 や myosin-9 (MYH9), nestin, vimentin につ
いて、1.の症例を免疫染色する。染色方法や染色の評価法については報告済み。MYH9 の発現は
術後補助化学療法が施行された NSCLC 患者の無病生存率と有意(P = 0.0072) に関連することを
見出している。このように、浸潤・転移や幹細胞(EMT) と関連しているマーカー分子について免
疫染色を行い、予後などについて詳細に検討する。 
３． 抗 PD-L1 抗体を用いた免疫染色：自動免疫装置（ベンタナ ベンチマーク GX）を用いて免
疫組織化学的に検討するため、装置の入手と抗 PD-L1 抗体（SP263）と染色システム用キットを
購入した。１．で薄切済みの切片を使用し染色性を確認済みである。肺扁平上皮癌における PD-
L1 の発現は腫瘍細胞のほとんどで細胞膜に強い染色性が認められる。このような症例は、プラ
チナ製剤を用いた術後補助化学療法で効果が期待できない患者において、第１選択の治療法に
なる可能性がある。検査部で行うのと同様の手法で染色したもので、染色性が明瞭で判定に苦慮
しない。  
４．プロテオーム解析で同定された抗癌剤感受性マーカーの術後補助化学療法症例への応用：シ



スプラチン耐性にした肺癌細胞株を用いた二次元電気泳動法や進行性肺癌患者の血清中の自己
抗体検索で同定された抗癌剤耐性に関与する分子について、１．の症例を用いて免疫組織化学的
に検討する。  
５．術後補助化学療法患者血清を用いた治療感受性予測マーカーの獲得：治療後長期生存してい
る患者群と生存期間の短い患者群の治療前のプール血清を作製し、両者で発現量に相違のある
治療感受性予測マーカーを自己抗体の解析を通じて実施、治療感受性に関与する可能性のある
分子を網羅的に解析し報告した。この方法で、術後補助化学療法の有効性予測マーカーの多数例
血清を用いた検討を行う。また、特異的な一次抗体を購入し、免疫組織化学的検討も並行して行
う。 
６．マーカーの組み合わせの検討：NSCLC 患者の術後補助化学療法が有効・無効を鑑別するのに
有用なマーカーの組み合わせや有効・無効症例の特徴の有無、ニボルマブ治療が有効な症例の特
徴を明らかにする。  
 
４．研究成果 
１．臨床検体に関しては、病院病理部のファイルからさらに 30 例を追加し、臨床病理学的因子
や再発までの期間の検討を行った。この研究ではブロックの存在が確認された 114 例の症例を
使用して検討を行った。 
２．報告済みの予後予測マーカーの免疫染色：肺腺癌の新しい腫瘍マーカーを獲得するために肺
腺癌細胞株と他の組織型の肺癌細胞株に発現している低分子量タンパク質の相違を二次元電気
泳動で行った。その結果、肺腺癌細胞株で有意に発現量が亢進している S100A6, S100A10, 
S100A16 タンパク質を見出した（Asian Pac J Cancer Prev 16：7039-7044, 2015）。見出した
S100 タンパク質の中で S100A16 に関しては、腫瘍おける発現の詳細が検討されていなかったの
でこの分子についてさらに検討を進めた。S100A16 は細胞膜、細胞質、核に症例により様々な程
度で発現が認められ、肺腺癌症例では細胞膜発現は様々な臨床病理学的因子や患者の予後との
有意な関連性を見出していた。今回の研究期間ではさらに、肺腺癌症例では核と細胞膜の発現を
同時に観察することにより、細胞膜発現陽性で核発現陰性症例は他の染色パターンの症例に比
して予後不良であり、多変量解析により独立した予後不良因子であることを報告した（Hum 
Pathol 74: 148-155, 2018）。さらに、肺腺癌症例を対象に術後補助化学療法施行症例における
S100A16 の発現と臨床病理学因子や患者予後との関連性を検討した。その結果、腫瘍細胞におけ
る S100A16 の細胞膜発現は無病生存率とは関連性が認められなかったが全生存率とは有意な関
連性が認められた。多変量解析でも S100A16 の細胞膜発現は独立した予後不良因子であること
を明らかにした（Onco Targets Ther 10: 5273-5279, 2017）。また、S100A16 と上皮間葉転換
との関連性が報告されていることから、E-cadherin, vimentinの発現との関連性を検討したが、
両者の有意な関連性は認められなかった。 
 nestin は幹細胞マーカーの一つとして知られている。これまで、nestin の発現を非小細胞性
肺癌、大細胞性神経内分泌肺癌組織で免疫組織化学的に検討してきた(Chest 134: 862-869, 
2011, Lung Cancer 77: 415-420, 2012)。この研究では、術後補助化学療法を施行した非小細胞
性肺癌組織を対象に nestin の発現と臨床病理学的因子や患者予後との関連性を検討した。その
結果、nestinの発現は90例中28例、31.1％に認められ、上皮間葉転換マーカーであるE-cadherin
の発現低下や vimentin の発現上昇と有意の相関性を示した。また、nestin の発現は有意に患者
の全生存期間が短かった。さらに、多変量解析の結果、独立した予後不良因子であることを見出
した(PLoS ONE 12: e0173886, 2017)。 
３．抗 PD-L1 抗体を用いた免疫染色：非小細胞性肺癌組織における PD-L1 の発現を検討した。そ
の結果、PD-L1 の発現は男性、喫煙者において有意に高かった。また、多変量解析では扁平上皮
癌組織で他と独立して有意に高いことも明らかとなった。非小細胞性肺癌組織では PD-L1 の発
現は患者の 5年生存率との関連性は認められなかったが、扁平上皮癌だけに絞ると、発現群は有
意に予後不良であった(Oncology 92: 283-290, 2017)。さらに、術後補助化学療法での検討を行
ったが、症例数が少ないことから発現と患者予後との有意な関連性は認められなかった。 
４．プロテオーム解析で同定された抗癌剤感受性マーカーの術後補助化学療法症例への応用：肺
腺癌の進行癌でプラチナ製剤を基本とした多剤併用療法治療を受け、部分奏効（PR）と病態進行
（PD）を示した患者の治療前血清中の自己抗体を二次元免疫ブロット法で比較した。その結果、
PD 群で galectin-3 に対する自己抗体が認められた。さらに、galectin-3 に対する IgG 量は PD
患者群で PRや SD 群に比して有意に高かった。生検組織における検討でも PD 群では PRや SD 群
に比して発現量が高い傾向を示した（Asian Pac J Cancer Prev 16: 7959-7966, 2015）。これ
らから、術後補助化学療法施行非小細胞性肺癌症例における galectin-3 の発現を免疫組織化学
的に検討した。その結果、galectin-3 の発現は無再発生存期間、全生存期間と有意に相関して
いた。多変量解析の結果、galectin-3 の発現は無再発生存期間において独立した予後不良因子
であった。また、PD-L1 の評価は先に示した Oncology と同様の Histo-score で評価したが、高
発現は 53 例、低発現は 54 例であり、galectin-3 の発現との関連性は認められなかった。さら
に、肺腺癌細胞株における LGALS3 の siRNA を用いた発現抑制実験では、シスプラチン存在下で
有意に増殖能を低下させた。このことから、galectin-3 は術後補助化学療法を施行された患者
の予後を推定できる有用なバイオマーカーである可能性が示唆された（投稿準備中）。 
５．術後補助化学療法患者血清を用いた治療感受性予測マーカーの獲得：術後補助化学療法を施



行された肺腺癌患者で、無病生存期間が 1 年以内と 5 年以上の患者 3 例ずつの術前血清を用い
た二次元免疫ブロット法で自己抗体が認識するタンパク質を比較した。その結果、無病生存期間
が 1年以内の患者群で TRAP-1 に対する自己抗体が認められた。さらに術後補助化学療法施行肺
腺癌組織を用いた TRAP-1 の発現を免疫組織化学的に検討した。その結果、TRAP-1 の発現は臨床
病期やリンパ節転移の有無と有意な関連性を示した。また、TRAP-1 発現群は有意に無病生存期
間が短かった。機能解析では肺腺癌細胞株を用いて TRAP-1 の発現を siRNA で knockdown するこ
とにより、有意に増殖能を低下させることやシスプラチンに対する感受性を上昇させることを
明らかにした。この研究により、TRAP-1 の発現は術後補助化学療法を施行された肺腺癌患者の
予後を予測する優れたマーカーになる可能性を報告した（Biomed Res 41: 53-65, 2020）。 
６．マーカーの組み合わせの検討：マーカーの組み合わせによる予後予測マーカーの検討は今回
の検討では行うことが出来なかった。今後、検討していく予定である。 
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