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研究成果の概要（和文）： 
非喫煙者に発生する肺癌（とくに腺癌）は、検索した限りでは EGFR変異が有意に高頻度である
こと以外には喫煙者と分子生物学的違いを認めなかった。一方、遺伝子変異の一因となる酸化
ストレス・抗酸化力とのバランスにおいて、非喫煙者肺癌例では喫煙者肺癌例に比較して酸化
ストレスは差がなかったが、抗酸化力は有意に低かった。それを反映して、喫煙による酸化ス
トレスもない非喫煙者肺癌例の肺組織の DNA酸化傷害は非癌患者よりも高度であった。 
 
研究成果の概要（英文）： 
We investigated the difference of molecular biology between never-smoked non-small cell lung cancer 
(NSCLC) and smoked NSCLC. As far as we examined, only high incidence of EGFR mutation in 
never-smoked NSCLC was recognized. On the other hand, the level of AOC (anti-oxidant capacity) was 
significantly lower in never-smoked NSCLC patients than in ever-smoked ones although there was no 
significant relationship between serum OS (oxidative stress) level and smoking status.  In addition, the 
oxidative DNA damage rate of never-smoked NSCLC patients was significantly higher than that of 
patients with benign diseases. In conclusion, the low AOC in never-smoked NSCLC might be attributed 
to the excessive oxidative DNA damages. 
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１．研究開始当初の背景 
肺癌は 1998 年以来、わが国のがん死亡原

因の第１位であり、年間の肺癌死亡数は現在

約 6 万 5 千人である。10～20 年後には 10 万

人を超える見込みで、その大きな原因は喫煙

対策の遅れと早期発見・早期治療（切除）以

外に確実な治療法が未だ確立されていない

ことであると考えられる。 

一方、喫煙率の低下とは裏腹に非喫煙者の

非小細胞肺癌は近年増加し、当科における
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2000 年代の手術症例の約 30％は非喫煙者で

ある。この非喫煙者の非小細胞肺癌は女性に

多く、組織型では腺癌が多いなど従来の喫煙

関連の肺癌とは臨床病理学的特徴が異なり、

手術後の予後も喫煙歴のある症例に比し良

好である（Yano et al, Cancer 2008;113:1012-8）。 
この非喫煙者における非小細胞肺癌の増

加は、これまで肺癌の主因と考えられていた

喫煙習慣とは異なる原因による肺癌の存在

を示唆するものである。この現象は、わが国

だけでなくすでに喫煙率の低下している先

進国でも認められており（ J Clin Oncol 
2007;25:472-8, J Clin Oncol 2006;24:2245-51）、
2008 年の ASCO（米国臨床腫瘍学会）年次集

会 に お い て ’non-smoking-related lung 
cancers’という Clinical Science Symposium
が開催された。我々はこのシンポジウムにお

いて、この非喫煙者肺癌について外科的立場

から自験例を報告した。 

分子生物学的にも、非喫煙者肺癌患者では

従来から喫煙関連の肺癌でよく知られてい

る代表的な KRAS および p53 の遺伝子変異頻

度が少なく、その一方で EGFR（epidermal 
growth factor receptor gene）の変異頻度が高く、

従来の喫煙関連の肺癌患者とは異なる遺伝

子変異プロフィールを持つことも示唆され

ている（ J Clin Oncol 2006;24:1700-4, Clin 
Cancer Res 2006; 12:1647-53, Nature Clin 
Practice Oncol 2008;5:610-8）。 
以上のことより、非喫煙者に発生する肺癌

は臨床研究や治療の面で、従来の喫煙に関連

した肺癌と異なる疾患群として捉えられる

べきであると考えられる。 
さらに、今後この非喫煙者における肺癌の

増加は新たな医療問題となることが容易に

想像されることより、その疾患概念を明らか

にして予防を含めた治療法を確立するため

の臨床研究は急務であると考えられる。 
 
２．研究の目的 
1）外科切除された非喫煙者（never-smoker）

肺癌組織と喫煙者（current smoker）肺癌

組織を用いて、両者の分子生物学的違い、

とくに細胞増殖や転移に関連した分子

の差異を蛋白発現レベルおよび遺伝子

変異の点から明らかにする。 
2）非喫煙者肺癌の発癌に関与する原因を明

ら か に す る た め に 、 非 喫 煙 者

never-smokerと喫煙者 current smokerの術

前の酸化ストレスおよび抗酸化力のバ

ランスを評価し、腫瘍組織内の DNA 酸

化障害との関連を明らかにする。 
3）２）および３）の結果をもとに、明らか

となった非喫煙者肺癌の病態に適した

革新的な分子標的治療法の開発を図る。 
 
３．研究の方法 
１）肺癌手術患者より詳細な喫煙歴を問診に

て聴取し、「非喫煙者」（生涯の喫煙本数

が 100 本未満）および「喫煙者」（禁煙期

間１年未満）を正確に抽出する。 
２） 上記非喫煙者および喫煙者の切除標本

を用いて、細胞増殖・転移の調節に関わ

る核タンパク（Ki67, p16, p21waf1,p27, 
etc）や細胞内シグナル伝達分子（MET, 
AKT, MAPK, etc）および転移に関わる分

子（E-cadherin, β-catenin, VEGF, etc）の発

現解析を免疫組織化学染色および

real-time PCR による mRNA 解析にて行

う。 
３） 切除標本より抽出した DNA を用いて、

肺癌で既知の KRAS, p53, EGFR mutation
を解析する。 

４） 肺癌手術症例を対象に術前採血を行う。

採取した血液を用いて、血漿／血清中の

酸化ストレス度および抗酸化力を以下

に示す方法で測定し、喫煙歴による違い、

とくに「非喫煙者」および「喫煙者」と

の差異を評価する。 
（酸化ストレス度測定法：d-Roms テスト） 

＊ヒドロペルオキシド（R-OOH：活性酸

素やフリーラジカルにより酸化された

脂質、たんぱく質、核酸などの総称） 
ヒドロペルオキシド(R-OOH) ＋ Fe2+ →  
アルコキシルラジカル（R-O・）+ Fe3+＋OH- 

アルコキシルラジカル(R-O・) ＋ A-NH2 → 
 R-O- ＋ [A-NH2

・]＋  発色 → 光度計で測定。 
ヒドロペルオキシド(R-OOH) ＋ Fe３+ →  
ペルオキシルラジカル（R-OO・）+ Fe２+＋H＋ 

ペルオキシルラジカル (R-OO・ ) ＋  A-NH2 → 
R-OO- ＋ [A-NH2

・]＋ 発色 → 光度計で測定。 

（抗酸化力測定法：BAP テスト） 
三価鉄塩 FeCl3＋チオシアン酸塩誘導物

（無色）→ FeCl3―チオシアン酸塩誘

導物（着色） 
 ＋ 抗酸化能を持つ血漿分子     
→ FeCl2+チオシアン酸塩誘導物（無色） 
以上の光度計のデータは Free Radical 
Analytical System のプログラムにより

定量数値化される。 
５）上記同一の肺癌症例の切除標本を用いて

癌組織内の DNA 酸化傷害の程度を調査

する。癌部および非癌部の組織よりそれ

ぞれパラフィン包埋切片を作製し、DNA
塩基の酸化損傷生成物をマーカーとし

て単クローン抗体により免疫組織染色

を行う。マーカーとする DNA 塩基の酸

化損傷生成物の候補として thymidine 



 

 

glycol を選択する。 
 
４．研究成果 
１）非喫煙者肺癌と喫煙者肺癌の分子生物学

的因子の差異（表１） 

非喫煙者肺腺癌ではEGFR変異が有意に高

頻度であり、女性に有意に多かった。しか

し、従来予後因子として知られている

KRAS・p53の変異や細胞周期調節因子p27・

p16、細胞増殖因子受容体ERβ・pEGFRの発

現に関しては、非喫煙者症例と喫煙者症例

とで有意差はなかった。さらに、細胞内シ

グナル伝達因子の発現の違いに関する検討

も必要であると考えられた。 

 

表 1. 非喫煙者肺癌と喫煙者肺癌の分子生物学的

因子の比較 

因子 
非喫煙者 

(n=39) 

喫煙者 

(n=27) 
p値 

KRAS変異 ＋/－ 1/38 3/24 0.15 

p53変異 ＋/－ 8/31 4/23 0.55 

EGFR変異 ＋/－ 26/13 9/18 0.004 

p27発現 ＋/－ 18/21 17/10 0.17 

p16発現 ＋/－ 21/18 16/11 0.66 

ERβ発現 ＋/－ 24/15 21/6 0.15 

pEGFR発現 ＋/－ 10/29 7/20 0.97 

 
２）肺癌患者における血中酸化ストレス・抗

酸化力と非癌部肺組織DNA酸化傷害 
肺癌手術症例 52 症例（喫煙者 31 例/非喫煙

者 21 例）の術前血清を用い、血中酸化スト

レスおよび抗酸化力を、それぞれ d-ROMs 
(derivatives of reactive oxygen metabolites) test
および BAP (biological antioxidant power) test
にて測定した。血中酸化ストレス値は非喫煙

者肺癌と喫煙者肺癌で有意な差を認めなか

ったが、血中抗酸化力は喫煙者肺癌症例と比

較して非喫煙者肺癌症例で有意に低かった 
(表 2)。 

 

 

次に、切除肺非癌部における DNA 酸化傷

害の程度を Thymidine Glycol (TG)の肺胞上皮

細胞核の陽性率にて計測した。また非癌患者

対照として良性肺疾患手術症例 18 症例（年

齢 10－78才/平均 38才、男性 11例/女性 7例、

喫煙者 9 例/非喫煙者 9 例）の切除肺非病変部

を用いた。TG 陽性率について、非喫煙喫煙

者肺癌症例は喫煙者肺癌症例に比べ低値で

あったが、良性肺疾患症例と比べると有意に

高かった（図 1）。 

 
以上の結果より、喫煙による酸化ストレス

を受けていない非喫煙者肺癌症例において、

血中抗酸化力が低いことと非癌部肺組織に

おける DNA 酸化傷害が良性肺疾患症例と比

べ高度であることの間の因果関係が示唆さ

れた。 
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