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研究成果の概要（和文）：微乳頭腺構造（MPP）を有する肺腺癌と血管新生の関連性を解明する
ため肺腺癌切除 517例を集積し解析した。MPP陽性群は予後不良で,脈管侵襲頻度が高く,約半
数にリンパ節転移が証明された。この群では,原発巣辺縁で MPPが目立ち,リンパ管,血管ならび
に肺胞内に癌細胞集塊が浮遊するように存在すること,臓側胸膜浸潤と関連性が深いことが明
らかとなった。VEGF-A,B,C及び VEGF-R1,2,3を用いた免染の結果, VEGF-C及び VEGF-R3とも
に,MPP部分に高発現がみられた。また腫瘍間質でも,これらは高発現していた。MPP陽性肺腺癌
の進展に血管新生因子が関連していることと,腫瘍接種モデルでの検討から,間質の VEGFR-1,2
の動員が腫瘍進展に関与していることが示唆された。 
 

研究成果の概要（英文）：To analyze the relationship between lung adenocarcinomas with 

micropapillary pattern (MPP) and vascular endothelial growth factors (VEGF), 517 cases of 

resected lung cancers were collected and clinic-pathologic study was performed. MPP- 

positive lung cancers revealed poor prognosis, frequent vascular invasion, and frequent 

lymph node metastasis. Immunohistochemically, VEGF-C and –R3 strongly expressed in 

MPP portions. By the analysis on mice models, it was considered that VEGFR-1 and 2 

plays an important role in tumor progression on the stromal tissue.  
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１．研究開始当初の背景 

本邦における肺癌の死亡数は年々増加を
示し,悪性腫瘍の最も多い死亡原因である。
現在では死亡数も 65,000人を超え,それに対
する治療方法の進歩は日進月歩であり,徐々
に 5年生存率も改善傾向が見られているが決
して満足できる状況ではない。肺癌の主な組
織型としては 1.腺癌,2.扁平上皮癌,3大細胞
癌,４小細胞癌の 4 つがある。1990 年代前半
から癌遺伝子・癌抑制遺伝子の異常を予後因
子として臨床応用する研究が数多く行われ

ていたが,TNM 分類をこえるような臨床マー
カーは存在していないのが現状である。こう
した中 ,我々は肺腺癌における微乳頭
(micropapillary)構造 (MPP と省略)の出現
に注目し,病理学的,細胞学的に本構造を有
するⅠ期腺癌は予後不良であることを報告
した(図 1 ; 微乳頭構造の腺癌のⅠ期腺癌に
おける 5 年生存率 Am J Surg Pathol 27: 
101-109 ,2003； Cancer 102: 81-86,2004)。 
しかし,予後不良である理由は明かとなって
いない。 
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２．研究の目的 

癌の間質組織は腫瘍の微小循環を形成す
る重要な組織であり,腫瘍の増殖及び浸潤転
移に深く関与している。共同研究者天野はこ
れら腫瘍周囲のストローマに,炎症性メデイ
エーターの一つであるプロスタグランジン
E2(PGE2)のサブタイプ EP3受容体の発現が癌
の増殖,浸潤転移に重要な因子であることを
報告した（J Exp Med 20: 197: 221-32,2003）。
また創傷治癒モデルを用いた実験でその EP3
受容体が骨髄由来の Vascular Endothelial 
Growth Factor Receptor 1(VEGFR-1)陽性細
胞を誘導し,創傷治癒を促進することを明ら
かにした(Am J Pathol 169:1458-72. 2006)。
従来,血管新生のバイオマーカーとして
Endothelial Progenitor Cell(EPC; CD34+ 
VEGFR-2+)が有用とされていたが Kaplanは腫
瘍進行において VEGFR1陽性細胞がケモカイ
ン受容体(CXCR4)発現腫瘍細胞を転移臓器に
引き寄せることを明らかにし VEGFR-1陽性細
胞が腫瘍の浸潤及び転移に重要な役割を担
っていることが推測された(Nature 
438:820-827 2005)。 
従来,血管新生のバイオマーカーとして

Endothelial Progenitor Cell(EPC; CD34+ 
VEGFR-2+)が有用とされていたが Kaplanは腫
瘍進行において VEGFR1陽性細胞がケモカイ
ン受容体(CXCR4)発現腫瘍細胞を転移臓器に
引き寄せることを明らかにし VEGFR-1陽性細
胞が腫瘍の浸潤及び転移に重要な役割を担
っていることが推測された(Nature 
438:820-827 2005)。 
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そこで申請者は非微乳頭構造の腺癌と比

較し,浸潤・転移を起こしやすい微乳頭構造
の腺癌の間質組織において,(1) EP3受容体の
発現及び特に骨髄由来の VEGFR-1陽性細胞の
発現が非微乳頭構造の腺癌と比較し有意に
増強しているか否か,(2) 血管新生促進因子
の発現,の 2点について検討する計画を立案
した。 
 

３．研究の方法 
(１)．臨床研究 
①.手術検体 
解析の対象は北里大学医学部呼吸器外科,

北里大学病理部ならびに癌研究会研究所病
理部で収集してきた肺腺癌のうち,病理組織
学的に微乳頭構造を有すると診断された病
理病期Ⅰ期の肺腺癌の切除例である。対照群
はとしては同時期に切除された肺腺癌で,真
の乳頭状構造を示す癌（乳頭腺癌）で且つ微
乳頭構造が陰性と判定された症例の外科的
切除された検体を用いる。 
②.症例患者の臨床情報及び予後調査 
 対象となった患者の喫煙歴,合併症の有無
などの詳細の臨床情報,臨床診断及び予後調
査を,診療録などを用いて再調査する。 

③.免疫組織化学による切除肺組織における
EP3受容体及び VEGFR-1の発現評価 
手術検体肺組織に対し EP3 受容体及び

VEGFR1 の抗体を使用し染色し無作為に場
所を選びEP3受容体及びVEGFR-1の陽性細
胞の定量化を行う。 
④. 免疫組織化学による切除リンパ節にお
ける EP3受容体及び VEGFR-1の発現評価 
手術検体リンパ節組織に対し EP3 受容体及

び VEGFR-1 の抗体を使用し染色し無作為に
場所を選びEP3受容体及びVEGFR-1の陽性
細胞の定量化を行う。 
⑤. 5年生存率の検討 
B,Cの定量結果を集計し微乳頭構造を有す

る群と微乳頭構造が陰性と判定された群の 5
年生存率について検討する。 
(2)．基礎研究 
培養細胞株の樹立 
現在微乳頭構造の腺癌の細胞株は残念なが

ら樹立されていない。しかしながら,研究分担
者癌研究所の石川は有明病院で手術施行さ
れた症例全例の癌細胞を培養しており,現在
微乳頭構造の腺癌の細胞株の樹立にむけて
の実験を行っている。その他使用する細胞は
正常肺細胞,低分化型腺癌,腺癌細胞株である。
細胞培養とデータ処理については当大学薬
理学教室の協力によって行う。 

①. in vitro実験： 細胞株による血管新
生促進因子の分泌の違いの検討 
正常肺細胞,低分化型腺癌,腺癌細胞株,微乳
頭構造の腺癌細胞株を培養し
VEGF,SDF-1,Ang2蛋白濃度を ELISA kitで測
定する。 



 

 

VEGFR1,VEGR2,VEGFR3,SDF-1,Ang1,Ang2及
び PGE2の受容体(EP1-EP4)の RNAの発現につ
いて定量的 PCRを用いて測定する。 
定量的 PCRについては当大学薬理学教室の協
力によって行う。 
②. in vivo実験： 腫瘍接種モデルにおけ
る腫瘍増殖・転移・予後の相違の検討 
 3.0X106個の低分化型腺癌,腺癌細胞株,微
乳頭構造の腺癌細胞株をヌードマウスの皮
下に接種し,経日的に腫瘍の大きさを計測す
る。28日後吸入麻酔を用いてヌードマウスを
犠牲死させ,肺を摘出しその表面に形成され
た転移数（コロニー数）を計測する。 
③.免疫組織化学による切除腫瘍及び肺組織
における EP3受容体及び VEGFR1の発現評価 
 28日後摘出したヌードマウスの腫瘍及び
肺組織を EP3受容体及び VEGFR1の抗体を使
用し染色し,無作為に選んだ部位における
EP3受容体及びVEGFR1の陽性細胞の定量化を
行う。 
④.血中の VEGFR1陽性細胞の発現の増強, 
VEGF, SDF-1, Ang2濃度の測定 

経時的に腫瘍移植したマウスに対しフロ
ーサイトメトリーを用いて VEGFR1陽性細胞
の発現,ELISA kitを用いて VEGF,SDF-1,Ang2
濃度の測定を行う。なお,フローサイトメト
リーを用いた CXCR4+VEGFR1+造血前駆細胞の
発現の解析は,当大学免疫学教室の協力によ
って行う。 
 
４．研究成果 
(1) 臨床研究 
微乳頭腺構造を有する肺腺癌（MPP）根治

切除例の切除標本を癌研有明病院の 209例と,
北里大学病院における肺腺癌の根治切除症
例 308例を収集し,それらにおいて細胞診に
おける微乳頭腺構造の有無と患者の喫煙歴,

合併症の有無などの詳細の臨床情報,臨床診
断,病理学的事項及び予後を,診療録などを用
いて再調査するとともに,臨床病理学的事項
との関連性を検討した。その結果,Ⅰ期とい
う早期に分類される肺腺癌症例において,細
胞形態的に微乳頭腺構造を示す細胞集塊の
出現している一群は予後不良の傾向であっ
た (図 3a, b)。 

 
とくに,北里大学の切除例 308例では,細胞

形態的に微乳頭腺構造を示す細胞集塊の出
現している 62例では,有意差はないが予後不
良の傾向であった(5年生存率で 66%；これに
対して MPP陰性群は 86%; P=0.095）。これは,
対象例の術後観察期間が短いためと考えら
れたが,臨床的には P=0.095と marginalであ
り予後不良群と判断された。 

MPP 陽性群は脈管侵襲陽性の頻度が高く,

また,臨床的にリンパ節転移が陰性と判断さ
れたものであっても,術後その約半数にリン
パ節転移が組織学的に証明された。さらに,
病理標本の詳細な検討からは,腺癌の原発巣
辺縁部において,MPPが目立つこと,リンパ管
ならびに肺胞構造に癌細胞集塊が浮遊して
いるように存在すること(図 4),臓側胸膜浸
潤(PL因子)と関連性が深いこと等の特徴が
明らかとなった。  
 

 
(2) 免疫組織化学による切除肺組織におけ
る VEGF及び VEGF受容体の発現評価 

① 組織学的に MPPと診断された 13例と,
対照として腺癌 56例の手術検体の肺癌組織
を用い, VEGF-C及び VEGFR-3の抗体を使用
して免疫組織化学染色を行った。さらに,染
色結果の半定量的評価方法としては,染色性
を 0,1,2,3の 4段階に判定し,陽性細胞の出
現頻度を 0,1,2,3の 4段階に判定し,両者の
合計を染色スコアとして算出した。 

その結果, VEGF-C及び VEGFR-3の陽性例で
はいずれも有意差を認めなかった(P=0.12; 



 

 

P=1)。しかし,両群とも微乳頭構造部分で
over- expressionがみられた(図 5)。しかし,
染色性をスコア化し比較したところ,VEGF-C
においては,MPP群ではスコアの平均 3.7で,
対照群の 3.5と比較して有意差はみられなか
った(P=0.54)。次に, VEGFR-3においては,MPP
群ではスコア平均が 4.9で,対照群は 3.7で
あり,両群に有意差は認められなかったが,
高発現の傾向にあった(P=0.56)。さらに,発
現の程度を高発現（Score 4以上）と低発現
(Score 3以下)に分類し比較したところ，R3
において MPP陽性群で高発現の傾向がみられ
た（表 1）。なお,間質における免疫組織化学
染色の結果では,対照との差は明らかではな
かった。 

転移リンパ節についての検討では,本学の
MPP陽性 62例中 30例（48%）にリンパ節転移
が見られ,その転移リンパ節での免疫染色で
は,原発巣の結果と同様であった。ゆえに,腫
瘍の血管新生における性質は転移巣におい
ても保持されているものと考えられた。 

 

 
 
 
従来の報告では,リンパ管新生増強作用に

関与する VEGF-Cとその受容体 VEGFR-3の発
現は,非浸潤性肺腺癌において低頻度である
とされているが, VEGF-Cとリンパ節転移との
関連性については, positiveとする報告と

negativeという報告があり,明確な結論はな
されていない。しかし,本検討から,有意差は
ないが MPP陽性腺癌の腫瘍細胞において
VEGF-CならびにR-3が他の浸潤性肺腺癌より
高発現の傾向であったことから,腫瘍細胞に
おける VEFGR-3の発現が MPP陽性肺癌の予後
不良に対し関連している可能性が示唆され
た。 

② VEGF-A,Bならびにそれらの受容体であ
る R-1,R-2を用い MPP陽性群 13例における
発現を検索した。 

表 2に VEGF-A,B,Cと VEGFR-1,2,3の腫瘍
細胞における染色スコアを示す。有意差はな
いが, VEGF-A,R-1のスコアが VEGF-C,R-3の
スコアより高値の傾向が示された。これ
は,MPP陽性群の腫瘍はリンパ管新生のみな
らず,血管新生にも密接に関与していること
が推定された。ゆえに,MPPを有する肺腺癌は
脈管浸潤の頻度が高く予後不良であること
の理由として,腫瘍が血管ならびにリンパ管
新生に直接関与していることが考えられた。 

 (3) in vivo 実験： 腫瘍接種モデルにおけ
る腫瘍増殖・転移・予後の相違の検討 
 われわれは,マウスにて腫瘍増殖時にプロ
スタグランジンが間質細胞に作用し VEGF を
誘導することにより血管新生を増強してい
ることをこれまでに報告し,また,骨髄キメ
ラマウスを用いた検討から,PGE2 受容体 EP3
を発現する骨髄細胞の動員が重要であるこ
とを明らかにしてきた。今回のマウス背部皮
下への腫瘍接種モデルの実験から,野生型キ
メラマウスに比べ EP3チロシンキナーゼノッ
クアウト骨髄キメラマウスでは,有意に腫瘍
依存性の血管新生が抑制されたが,その際
EP3 ノックアウト骨髄キメラマウスの間質組
織では VEGFの発現量が低く, VEGFR-1陽性細
胞および VEGFR-2陽性細胞の間質への動員が
有意に抑制されていた。以上の動物実験から,
腫瘍間質でも VEGFR-1 陽性細胞の動員が転
移・増殖の鍵となることが見いだされた 
(図 6)。 



 

 

 
(4) 血中の VEGFR1陽性細胞の発現の増強, 
VEGF, SDF-1, Ang2濃度の測定について 
 本研究期間では,腫瘍移植モデルでの
VEGFR-1野生型とチロシンキナーゼノックア
ウトマウスでのCXCR4陽性/VEGFR-1陽性細胞
の血中変化の実験は遂行できなかった。しか
し, C57BL/6マウスを用いた下肢虚血モデル
での解析では,末梢血においては,虚血作製
前では野生型とノックアウトでは差は認め
なかったが,虚血作成７日目において末梢血
へのCXCR4陽性/VEGFR-1陽性細胞動員が抑制
されていることが観察された。今後,これを
腫瘍移植モデルに適応することにより,肺癌
の転移・増殖のメカニズムが解明される可能
性が示された(図 7)。 
 

 
  
(5)培養細胞株の樹立 
 組織学的に MPP成分を含むと考えられる症
例に対し,外科切除時の新鮮標本から腫瘍細
胞を採取し,細胞株樹立を試みた。その結果,
腺癌ならびに MPP陽性腺癌での細胞培養は困
難であった。唯一細胞株が樹立できたものは,
切除後の病理学的ならびに免疫組織化学的
検索にて,上皮マーカーと神経内分泌マーカ
ーが陽性であり,肺大細胞神経内分泌癌への
分化を示すものであったと結論された。 
 

(6)まとめ 
 肺腺癌の一亜型である微乳頭構造を有す
る腺癌(MPP)は予後不良な腫瘍であり, 脈管
浸潤を高頻度に伴っているなど臨床病理学
的に特徴ある一群の腺癌であることが確認
された。本腫瘍では,血管新生因子
VEGF-A,B,CがいずれもMPP部分の腫瘍細胞と
腫瘍の間質組織に高発現していた。このこと
から,VEGFが MPP陽性肺腺癌の進展に関与し
ているという仮説を立証することができた
（図 8）。本腫瘍は,改訂される WHOの原発性
肺癌組織分類において,腺癌の一亜型として
採用されることが決定した。今後,細胞株の
樹立による本腫瘍の分子生物学的特徴を明
らかにすることによって,血管新生に関連し
た,癌の増殖・浸潤・転移のメカニズムを解
明することが期待される。 
 
図 8 
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