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研究成果の概要（和文）：本研究では、最大径 2cm 以下の小型肺腺癌の術後再発を概ね正確に予

想するため判別式を作製することができた。さらに術後再発を規定する最大の因子は脈管浸潤

の有無であったため、脈管内に浸潤した肺腺癌細胞をアポトーシス（細胞死）させるための研

究も併せて行い、Src の活性化が肺腺癌のアポトーシス抵抗性に関与していることを示すこと

ができた。 

 
研究成果の概要（英文）：We were able to develop a logistic regression predictive model 
that can predict with considerable accuracy whether or not patients with small lung 
adenocarcinoma experience relapse after surgery. It was apparent that the presence of 
vessel invasion most strongly affects the outcome. We thus conducted several experiments 
in order to induce apoptosis in intravessel lung adenocarcinoma cells, which usually 
resist apoptosis (anoikis). The results obtained clearly showed that the kinase activity 
of Src plays a critical role in the anoikis resistance in lung adenocarcinomas.  
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１．研究開始当初の背景 
小型肺腺癌患者の約２割に根治術後の再発
が生じることは知られていたが、再発の有無
を予測可能な診断基準は確立されていなか
った。 
 

２．研究の目的 
(1) 小型肺腺癌の中で根治術後に再発する
腫瘍の診断基準は確立されていなかったた
め術後再発を予測可能な判別式の作製を目
指して本研究を行った。 
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(2) (1)の研究から小型肺腺癌の術後再発を
規定する最大の因子は脈管浸潤の有無であ
ることが分かった。そこで肺腺癌組織の脈管
内に浮遊する癌細胞が容易にアポトーシス
に陥らない（anoikis 抵抗性を示す）分子機
構の解明を目指して実験を行った。 
 
 
３．研究の方法 

(1) 研究(1)の研究方法 

① 対象：神奈川がんセンターで臨床病期 I
期、最大径 2cm 以下の solid-density type
腺癌と画像診断され、肺葉切除＋縦隔リンパ
節郭清を受けた 53 例を対象とした。53 症例
は病理学的に原発性肺腺癌であり pN0が確認
されている (病理病期 I期)。男性 28 人、女
性 25 人であり、年齢の中央値は 64 歳（24-80 
歳）である。喫煙者 31 人、非喫煙者 22 人。
16 人（平均観察期間 39 ヶ月、11-72 ヶ月）
は術後に再発が確認され（10 人は肺癌死して
いる）、残り 37 人（平均観察期間 92 ヶ月、
60-127 ヶ月）は 5年間以上無再発である。神
奈川がんセンター男性症例から作成された
再発予測モデルの妥当性を検証するため茨
城県立中央病院で手術された男性の肺腺癌
患者 11 人(最大径 2cm 以下)のデータを用い
た。 
② 組織学的検索：HE 染色および EVG 染色が
なされた病理標本を全例再検し組織学的に
再分類を行った。組織亜型に関しては
Terasaki らの分類 (Am J Surg Pathol 
2003; 27: 937-51) に準じた。静脈浸潤、
リンパ管侵襲、および乳頭癌成分の有無につ
いても検索した。 
③ 免疫染色：MIB-1, TTF-1, CEA, p53 の免
疫染色を行った。 
④ 遺伝子変異検索：K-ras codon 12 と EGFR 
exon 18, 19, 21 の変異検索を行った。 
⑤ 統計学的解析：個々の臨床病理学的因子
や遺伝子変異の有無が再発の有無と相関す
るか否かを Fisher’s exact probability 
test を用いて解析した。その後、Fisher 検
定で統計学的有意差（p < 0.05）の得られた
因子を独立変数とする logistic model を作
成したが、最終的に正分類率が最も高く、か
つ独立変数の最も少ないモデルを本研究で
の再発予測モデルとした。予測再発確率 0.5 
(50%) を cut off 値として logistic model
での正分類率を検証した。予測再発確率 > 
0.5 を recurrence group、予測再発確率 ≤ 
0.5 を non-recurrence group と分類した。
Recurrence group、non-recurrence group そ
れぞれに Kaplan-Meier 法で無再発生存曲線
を描いた。その検定は log-rank test で行っ
た。 
 
(2) 研究(2)の研究方法 

対象は病理学的に高度のリンパ管侵襲を認
めた原発性肺腺癌 20 例（男性：13 人、女性：
7 人；EGFR 遺伝子変異あり：9 人、同変異な
し：11 人；年齢中央値：62 歳）と 9 種類の
肺腺癌細胞株である。病理組織には Src, 
phospho (p)-Src, Cleaved-Caspase 3, 
E-cadherin 等の免疫組織化学染色を施行し、
脈管内浮遊細胞と細胞外基質と付着した細
胞を別個に解析した。培養細胞を用いた実験
では、付着培養時（通常の培養）と low-cell 
binding dish を用いた浮遊培養時での蛋白
（Src, p-Src, E-cadherin 等）発現の変化を
Western Blot 法にて調べ、比較検討した。ま
た浮遊培養された４種の培養細胞に 2種類の
Src 阻害薬（小分子化合物）である PP1, 
bosutinib を添加することによりアポトーシ
スが誘導されるか否かの検討も行った。 
 
 
４．研究成果 
(1) 研究(1)の研究成果 
８因子（性別、血管浸潤、リンパ管侵襲、組
織亜型、P53 過剰発現、pap 成分、CEA 発現お
よび喫煙歴）が単変量解析にて再発と有意に
相関した。この内の６因子（性別、血管浸潤、
リンパ管侵襲、組織亜型、乳頭癌成分および
喫煙歴）からなる logistic model が、最も
変数が少なく、かつ正分類率が最も高かった 
(91%)。ただしこの model では全ての女性が
non-recurrence groupに分類されてしまうた
め、以後は対象を男性に限って検索した。男
性患者２８人を対象に５因子（６因子から性
別を除いたもの）からなる logistic model
を作成すると正分類率は 87%となった（図１）。
この modelの妥当性を他院症例で検証すると
統計学的有意差は得られなかったが、9/11 人
(82%)の再発の有無が正しく予想された（図
２）。 
 
図１．神奈川がんセンター症例の無再発生存
曲線（男性のみ） 
 

 
図２．神奈川がんセンターで手術された男性
患者から作成された再発予測モデルを茨城
県立中央病院で手術された患者に当てはめ
た無再発生存曲線 



 

 
(2) 研究(2)の研究成果 
原発性肺腺癌組織の脈管内に浮遊した癌細
胞は E-cadherin を発現しながら胞巣を形成し
ていた。リンパ管内浮遊癌細胞と細胞外基質
と付着した癌細胞のCleaved-Caspase 3の陽性
率（apoptotic index）に差を認めなかった。こ
のことは脈管内で浮遊した癌細胞が anoikis
抵抗性を獲得していることを裏付けている。
さらに脈管内浮遊癌細胞の Src および p-Src
発現は 細胞外基質と付着した細胞と比較す
ると顕著に強かった（図３）。また検索した
９種類の肺腺癌細胞株はいずれも anoikis 抵
抗性を示したが、浮遊培養系で培養した際に
４種の細胞株は明瞭な spheroid を形成するこ
とが分かった。この 4 種が形成する spheroid
は p-Src と E-cadherin を発現し、リンパ管内
浮遊細胞と類似していた。これらの細胞株が
浮遊培養系で spheroid 形成した後に PP1 ある
いは bosutinib で Src のキナーゼ活性を阻害す
るとアポトーシスが誘導され（図４）、生細
胞数が顕著に減少した（図５）。以上の結果
は脈管内で胞巣を形成しながら生存する肺
腺癌細胞の治療薬として Src 阻害薬が有効で
あることを示唆していると考えられる。 
 
 
図３．p-Src を発現するリンパ管内に浮遊した
肺腺癌細胞 

 
 
 
図４．Src/Abl 阻害薬 bosutinib では肺腺癌
細胞株 HCC827 にアポトーシスが誘導され
たが、Abl 阻害薬 imatinib では細胞に影響
は見られなかった 

 
 
図５．Src/Abl 阻害薬 bosutinib では４種類の
肺腺癌細胞株の生細胞数が顕著に減少した
が、Abl 阻害薬 imatinib では生細胞数に影響
は見られなかった 
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