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抄 録

肺腺癌における IASLC/ATS/ERS分類が2011年に発表され，その予後予測因子としての役割や分子病理学的特

徴が報告されつつある．肺腺癌においてはこれまでも上皮間葉転換マーカーや癌幹細胞関連マーカーなどが予後予

測因子として報告されているが，IASLC/ATS/ERS分類とこれらの分子マーカーとの関連は不明である．2007-

2009年の原発性肺腺癌切除例161名を対象とし，IASLC/ATS/ERS分類と上記分子マーカーとの関連を検討した．

患者の内訳は，男性74名（46％），年齢中央値68歳，喫煙者78名（52％），CEA高値54名（34％），病理病期Ⅰ：111

名（69％），Ⅱ：25名（16％），Ⅲ：23名（14％），Ⅳ：２名（１％）であった．病理学的には，微小浸潤癌１名，浸

潤性粘液産生性腺癌９名，浸潤腺癌151名であった．浸潤腺癌は既報に準じて low grade（lepidic/papillary/acinar）

129名と high grade（micropapillary/solid）22名に分類した．浸潤性粘液産生性腺癌と浸潤腺癌との間に臨床背景

の差は無かったが，免疫組織化学染色では前者で癌幹細胞関連マーカーの発現率が有意に高かった．浸潤腺癌にお

いては，high gradeの症例で若年，喫煙者，CEA高値例，進行例が有意に多かった．またhigh grade症例ではMib

-1 index高値例，TTF-1陰性例，vimentin発現例，E-cadherin発現低下例，P-glycoprotein発現例の割合が有

意に多かった．本研究において IASLC/ATS/ERS分類による組織形態と様々な分子マーカーとの関連を認めた．
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緒 言

肺癌は癌関連死亡の第１位であり年間７万人以上

の日本人が肺癌で死亡している．肺癌はその形態学

的所見により，腺癌，扁平上皮癌，大細胞癌，小細

胞癌などの組織型に分類され，そのうち本邦で最も

頻度の高い肺腺癌は，男性肺癌の約40％，女性肺癌

の約70％を占める ．しかし，肺腺癌自体も均一な疾

患ではなく，さまざまな病理形態学的所見をとるこ

とが知られている．これらの形態学的所見には，le-

pidic（肺胞上皮置換型），papillary（乳頭型），acinar

（腺房型），solid（充実型），micropapillary（微小乳

頭型）があり，また，肺腺癌の中には多量の粘液産

生を伴うものもある．しかし実際には，多くの肺腺

癌はこれらのうち２種類以上の形態を有することが

多い．このため，これまでの2004年のWorld Health
 

Organization（WHO）分類では，肺腺癌のうち約90

％の症例がmixed subtype（混合型）に分類されて

しまい，組織亜型分類としては意味を成さないもの

となっていた ．

この問題を解決するため，国際肺癌学会（Interna-

tional Association for the Study of Lung Cancer：

IASLC），米国胸部学会（American Thoracic Soci-

ety：ATS），欧州呼吸器学会（European Respira-

tory Society：ERS）が共同で肺腺癌の分類を改訂

した ．具体的には，肺腺癌全体を前浸潤病変（pre-

invasive lesion），微小浸潤病変（minimally-invasive
 

adenocarcinoma），浸潤腺癌（invasive adenocar-

cinoma）の３つに分けたこと，BAC（bron-

chioloalveolar  carcinoma）を 廃 止 し て AIS
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（adenocarcinoma in situ）を導入したこと，また浸

潤腺癌においては優勢像（predominant pattern）に

よる亜型に分けたことである．現在の標準はWHO

分類で，今回の改訂はまだ世界的な承認が得られた

わけではないが，次期WHO分類の中心になると考

えられており，IASLC/ATS/ERS分類は大きな注

目を集めている．

IASLC/ATS/ERS分類を行う重要なメリットの

一つとして，肺腺癌外科切除例において予後予測マ

ーカーとなりうることが挙げられる．具体的には le-

pidic predominantは予後良好であり，papillary
 

predominantと acinar predominantは中間，solid
 

predominantとmicropapillary predominantは予

後不良であることが報告されている ．そこで，

papillary predominantと acinar predominant，

solid predominantとmicropapillary predominant

をまとめてGrade分類とすることも多い ．

一方，肺腺癌外科切除例の予後予測因子としては，

これまでにも多くの分子マーカーが報告されてい

る．具体的には，Thyroid Transcription Factor-1

（TTF-1）陰性症例は予後不良 ，Mib-1 index高

値症例は予後不良 ，上皮間葉転換（epitherial to
 

mesenchymal transition：EMT）マーカーや癌幹

細胞（cancer stem cell：CSC）関連マーカー陽性症

例は予後不良 との報告がある．しかし，IASLC/

ATS/ERS分類とこれらの分子マーカーとの関連

は不明である．

本研究では，IASLC/ATS/ERSに基づいた分類

を行い，組織マイクロアレイ（tissue microarray：

TMA）を作成した．上記の分子マーカーのタンパク

発現を解析し，IASLC/ATS/ERS分類に基づく優

勢組織型との関連を検討した．

対象および方法

１.対象

2007年１月～2009年４月までに当科にて手術を施

行した原発性肺癌患者253名のうち，最終病理診断に

て肺腺癌と診断された169名を対象とした．すべての

原発巣について，病理医を含む２名の研究者（清水/

佐藤）により組織型およびその割合を決定した．優

勢組織型の判断に関しては，定義に基づき半分に満

たなくても最も優勢な組織像を採用することとし

た．組織マイクロアレイを作成すると検体のほとん

どを使用してしまうと考えられる微小肺腺癌８名に

ついては，本研究より除外した．

本研究の対象とした全161名の内訳は，男性74名

（46％），年齢（39-83歳，中央値68歳），喫煙者78名

（52％）であった．全161名のうち151名が２群縦隔リ

ンパ節郭清を伴う肺葉切除以上の肺切除を施行さ

れ，10名が区域切除または部分切除による縮小手術

を施行された．病理病期は IA期79名，IB期32名，

IIA期13名，IIB期12名，IIIA期21名，IIIB期２名，

IV期２名であった．

２.組織マイクロアレイの作成

肺癌はheterogeneityの高い腫瘍であり，全161症

例において，優勢組織型を第一候補，その他の亜型

を第二候補として選択し，それぞれ直径2mmのコ

アで採取して再包埋し，組織マイクロアレイを作成

した ．

３.免疫組織化学染色

免疫組織化学染色（Immunohistochemistry：

IHC）は，TTF-1（M3575,Dako,Japan），Mib-1

（M7240, Dako, Japan），vimentin（5741S, CST,

Japan），E-cadherin（3195S, CST, Japan），P-

glycoprotein（ab3366,abcam,Japan），ALDH1A1

（ab52492,abcam,Japan）について行った．染色方

法はそれぞれの販売元の示すプロトコールに従っ

た．TTF-1，vimentin，P-glycoprotein，ALDH1A1

に関しては，５％以上の腫瘍細胞の染色で陽性と判

定した．E-cadherinに関しては，５％以上の腫瘍細

胞で発現低下を認めたものを発現低下と判定した．

Mib-1 indexに関しては，10％以上・未満で分類し

た（図１-３）．

４.統計学的解析

統計解析には JMP11（SAS Institute Japan）を

図 免疫組織化学染色の例（TTF-1及びMib-1）
（200倍）

TTF-1は核に染色される．陰性例Aと陽性
例Bの具体例を示す．Mib-1も核に染色され
る．Mib-1 index＜10％CとMib-1 index≧
10％Dの具体例を示す．
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使用した．２群間の検定にはカイ二乗検定とFisher

の正確確率検定を，２群間の傾向にはCochran-

Armitage検定を，生存曲線にはKaplan-Meier法

を用い有意差の検定にはLog-rank検定を用いた．

単変量および多変量解析にはCox回帰分析を用い

た．

５.研究計画の立案

本研究の方法は，平成25年４月８日に近畿大学医

学部倫理委員会の承認を得た．本研究の計画に関し

ては，平成25年７月17日よりホームページ上にて公

開した（http://www.kindai-geka.jp/biomarker/

2013/07/post-2.html）．また，本研究は，ヘルシンキ

宣言を遵守して施行した．

結 果

１.各組織型の割合

本研究の全161名のうち，浸潤部分が5mm以下

かつ腫瘍径が3cm以下のminimally invasive
 

adenocarcinomaは１名（0.6％）のみであった．

Pre-invasive lesionを除く160名のうち，９名（5.6

％）が invasive mucinous adenocarcinomaと診断

された．残り151名を既報を参考にGrade別に分類

すると，low grade：129名，high grade：22名であ

った（表１）．Minimally invasive adenocarcinoma

は以下の検討から除外した．

２. Invasive adenocarcinomaと invasive
 

mucinous adenocarcinomaの比較

過去の文献でも，invasive adenocarcinomaと

invasive mucinous adenocarcinomaとはその分子

病理学的特徴が異なる事が報告されている ．

表２のごとく両者の臨床的背景には有意差を認め

なかったが，各種タンパク発現は両者で大きく異な

っていた．TTF-1に関しては invasive adenocar-

cinomaの91％で陽性だったが，invasive mucinous
 

adenocarcinomaでは１名を除き陰性であった（p＜

図 癌幹細胞マーカーの免疫組織化学染色の例
（200倍）

P-glycoproteinは膜に染色される．陰性例A
と陽性例Bの具体例を示す．ALDH1A1は細
胞質に染色される．陰性例Cと陽性例Dの具
体例を示す．

図 上皮間葉転換マーカーの免疫組織化学染色の
例（200倍）

E-cadherinは膜に染色される．通常染色例B
と発現低下例Aの具体例を示す．発現低下例
では膜の染色が弱まり，一部途絶しているこ
とが確認できる．Vimentinは通常間質が染
色される．Cでは間質が染色されているが，
腫瘍細胞は陰性である．Dでは間質とともに
腫瘍細胞も染色されている．

表 IASLC/ATS/ERS 分類とその頻度

IASLC/ATS/ERS分類による亜型 患者数（％)

Pre-invasive lesion
 

Minimally invasive adenocarcinoma 1(0.6％)

Invasive adenocarcinoma
 

Low grade
 

Lepidic predominant 3(1.9％)

Papillary predominant 58(36.0％)

Acinar predominant 68(42.2％)

High grade
 

Micropapillary predominant 1(0.6％)

Solid predominant 21(13.0％)

Other variants
 

Invasive mucinous adenocarcinoma 9(5.6％)

Total 161(100％)

＊1 International Association for the Study of Lung
 

Cancer/American Thoracic Society/European Respi-

ratory Society
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0.0001）．EMTマーカーに関しては，invasive
 

mucinous adenocarcinomaは１例を除き全例でE-

cadherin陽性，全例でvimentin陰性であり，上皮間

葉転換は起きていないことが明らかとなった．一方

CSCマーカーに関しては，invasive mucinous
 

adenocarcinomaの全例がP-glycoprotein（p＝

0.0031）およびALDH1A1（p＝0.012）陽性となり，

invasive adenocarcinomaと比較してその差は有意

であった（表３）．

３.優勢組織型と臨床病理学的因子の関連

次に，各優勢組織型と臨床病理学的因子との関連

を比較した（表２）．Minimally invasive adenocar-

cinoma１名と invasive mucinous adenocar-

cinoma９名を除いた151名で検討した．Low grade

は lepidic/ papillary/ acinar predominantで129

名，high gradeは solid/micropapillary predomi-

nantで22名であった．

High gradeの肺腺癌を有する患者の特徴は，男性

の割合が59％（low grade：43％）と高い傾向にあ

り，罹患年齢は有意に若く（p＝0.0012），喫煙者の

割合は76％（low grade：50％）と有意に高かった

（p＝0.022）．また病理病期別に比較すると，High
 

gradeの肺腺癌では，進行例の割合が有意に多かっ

た（trend p＝0.0002）．また，血清CEA値の異常高

値例（≧5ng/ml）の割合も，high gradeの肺腺癌で

は59％であり，low gradeの肺腺癌の32％と比して

有意に多かった（p＝0.016）．

４.優勢組織型と分子マーカーの関連

続いて，各優勢組織型と分子マーカーとの関連を

検討した（表３）．Mib-1 indexの高値例は，high
 

gradeでは77％，low gradeでは43％であり，high
 

gradeで有意に高値例が多かった（p＝0.0022）．

TTF-1発現に関しては，low gradeでのTTF-1発

現率は94％，high gradeでは77％でありTTF-1陰

性例の割合が有意に高かった（p＝0.025）．また，

EMTマーカーであるE-cadherinの発現に関して

は，low gradeでのE-cadherin発現率は74％，high
 

gradeでは45％であり，high gradeでは有意にE-

cadherinの発現率が低かった（p＝0.0084）．また同

様にEMTマーカーであるvimentinの発現に関し

ても，low gradeでの vimentin発現率は44％，high
 

gradeでの vimentin発現率は68％であり，これも

high gradeで発現率が有意に高かった（p＝0.036）．

さらにCSCマーカーであるALDH1A1には両者で

有意差を認めなかったが，P-glycoproteinにおいて

は low gradeの発現率が43％，high gradeの発現率

表 IASLC/ATS/ERS 分類と臨床的因子の関連

IA

臨床因子
IMA

(n＝9)

IA

(n＝151)
ｐ値 ｐ値Low grade

(n＝129)

High grade

(n＝22)

性別

女性 5(56％) 82(54％) 1.0 73(57％) 9(41％) 0.17

男性 4(44％) 69(46％) 56(43％) 13(59％)

年齢

＜69 4(44％) 77(51％) 0.74 59(46％) 18(82％) 0.0012

≧69 5(56％) 74(49％) 70(54％) 4(18％)

喫煙歴

あり 2(25％) 76(54％) 0.15 60(50％) 16(76％) 0.022

なし 6(75％) 65(46％) 60(50％) 5(24％)

CEA

＜5.0ng/ml 7(88％) 95(64％) 0.26 86(68％) 9(41％) 0.016

≧5.0ng/ml 1(12％) 53(36％) 40(32％) 13(59％)

病理病期

Ⅰ 5(56％) 105(70％) 0.88 98(76％) 7(32％) 0.0002

Ⅱ 4(44％) 21(14％) 16(12％) 5(23％)

Ⅲ 0(0％) 23(15％) 13(10％) 10(45％)

Ⅳ 0(0％) 2(1％) 2(2％) 0(0％)

＊１ International Association for the Study of Lung Cancer/American Thoracic Society/European Respiratory
 

Society

＊２ Invasive mucinous adenocarcinoma

＊３ Invasive adenocarcinoma

＊４ Invasive mucinous adenocarcinomaの１名，Invasive adenocarcinomaの10名で喫煙歴不明

＊５ Invasive mucinous adenocarcinomaの１名，Invasive adenocarcinomaの３名でCEA測定なし
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が73％と，high gradeで発現率が有意に高かった

（p＝0.010）．

５.優勢組織型の予後因子としての役割

組織型および優勢組織型Grade分類の予後因子

としての役割を検討した．まず invasive adenocar-

cinoma151名と invasive mucinous adenocar-

cinoma９名においては，５年生存率が前者77％，後

者70％であり有意差を認めなかった（図４Ａ）．一方，

表 IASLC/ATS/ERS 分類と免疫組織化学染色の関連

IA
免疫組織

化学染色

IMA

(n＝9)

IA

(n＝151)
ｐ値 ｐ値Low grade

(n＝129)

High grade

(n＝22)

TTF-1
 

negative 8(89％) 13(9％) ＜0.0001 8(6％) 5(23％) 0.025

positive 1(11％) 138(91％) 121(94％) 17(77％)

Mib-1

＜10％ 6(67％) 79(52％) 0.50 74(57％) 5(23％) 0.0022

≧10％ 3(33％) 72(48％) 55(43％) 17(77％)

Vimentin
 

negative 9(100％) 79(52％) 0.0044 72(56％) 7(32％) 0.036

positive 0(0％) 72(48％) 57(44％) 15(68％)

E-cadherin
 

down 1(11％) 45(30％) 0.45 33(26％) 12(55％) 0.0084

normal 8(89％) 106(70％) 96(74％) 10(45％)

P-glycoprotein
 

negative 0(0％) 79(52％) 0.0031 73(57％) 6(27％) 0.010

positive 9(100％) 72(48％) 56(43％) 16(73％)

ALDH1A1
 

negative 0(0％) 63(42％) 0.012 52(40％) 11(50％) 0.40

positive 9(100％) 88(58％) 77(60％) 11(50％)

＊１ International Association for the Study of Lung Cancer/American Thoracic Society/European Respiratory
 

Society

＊２ Invasive mucinous adenocarcinoma

＊３ Invasive adenocarcinoma

図 組織型・優勢組織型Grade分類別の予後
曲線

Invasive adenocarcinomaと Invasive
 

mucinous adenocarcinomaの比較A，優
勢組織型Grade分類別の比較Bを示す．

表 臨床因子・病理病期で補正したGrade分類の予後因子としての役割

単変量 多変量
因子

HR (95％CI ) HR (95％CI ) ｐ値

性別 男性/女性 1.4 (0.76-2.8) 1.5 (0.65-3.6) 0.33

年齢 ≧69/＜69 1.6 (0.86-3.2) 1.8 (0.87-3.8) 0.11

喫煙歴 あり/なし 0.95 (0.50-1.8) 1.5 (0.62-3.8) 0.36

CEA ≧5.0/＜5.0 1.5 (0.77-2.9) 1.3 (0.64-2.6) 0.47

病理病期 Ⅱ-Ⅳ/Ⅰ 2.5 (1.3-4.7) 2.4 (1.2-5.1) 0.019

Grade分類 High/Low 1.9 (0.86-4.0) 1.7 (0.68-3.9) 0.25

＊１ Hazard Ratio

＊２ Confidence Interval
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invasive adenocarcinomaの low gradeおよび

high grade症例の５年生存率はそれぞれ79％およ

び67％であり，high grade症例の予後は不良な傾向

にあった（p＝0.078）（図４Ｂ）．臨床背景（性別・

年齢・喫煙・CEA値・病理病期）を加えた多変量解

析において，優勢組織型Grade分類は有意では無か

った（p＝0.25）（表４）．

考 察

2011年に IASLC/ATS/ERS分類が発表されて

以降，自施設での肺腺癌切除例を再分類して解析し

た報告が相次いでいる ．各優勢組織型の割合

は国別，施設別に多少のばらつきがある．本コホー

トもこれらの既報と同程度の各優勢組織型の割合で

あったが，前浸潤病変の割合が少なく，invasive
 

mucinous adenocarcinomaの割合がやや多かった．

前浸潤病変の割合が少なかった理由は，本研究では

組織マイクロアレイとするには小さい腫瘍径のもの

が除かれたためと考えられる．一方，invasive
 

mucinous adenocarcinomaの割合が多かった原因

は不明であるが，南大阪という地域的な背景がある

可能性が考えられた．

Invasive mucinous adenocarcinomaは，通常の

invasive adenocarcinomaとは異なる分子生物学的

背景を有することが知られている ．肺腺癌の

lineage-survival oncogeneとされているTTF-1陰

性例が多く，本コホートでも8/9名（89％）でTTF

-1陰性であった．さらに，本研究では癌幹細胞関連

マーカーであるALDH1A1およびP-glycoprotein

が invasive mucinous adenocarcinoma全例で陽性

となることを見出した．Invasive mucinous
 

adenocarcinomaは，臨床的には抗がん薬が効きに

くい肺癌として知られており，薬剤排出ポンプであ

るP-glycoproteinを含むこれらの癌幹細胞関連マ

ーカーの発現がこのような抗がん薬抵抗性に関わっ

ている可能性がある．しかし，本研究では invasive
 

mucinous adenocarcinomaは９名のみであったた

め，今後，症例を増やして，これらの結果の妥当性

を検証する予定である．

本研究ではGrade分類でのhigh grade群（solid

およびmicropapillary predominant）は単変量解析

では予後不良な傾向であったが，多変量解析では有

意な予後因子ではなかった．本研究において単変量

解析でも有意差がつかなかった理由としては，high
 

gradeが22名と少なかった事が関与している可能性

がある．既報では，179名を解析したWooらの検討

および904名を解析したTsutaらの検討において，

同様にhigh grade症例は単変量では有意な予後不

良因子であるも，臨床背景などで補正した多変量解

析では，low grade症例と比較してその予後に有意

差は無かったことが報告されている ．一方514名

を解析したYoshizawaらと486名を解析した

Yanagawaらの検討においては，単変量および多変

量解析ともにhigh grade症例が有意に予後不良で

あったと報告されている ．ちなみにWooらとYo-

shizawaらは pathological stage Iに限った検討で

あり，TsutaらとYanagawaらの検討は全 stageで

のものである．本研究も含めて考察すると，IASLC/

ATS/ERS分類のhigh gradeは病理学的な進行と

関わっているものの，病理病期などの臨床因子で補

正しても予後不良因子となるかについては，まだ議

論の余地があるものと考えられる．

一方，本研究ではhigh grade症例（主に solid
 

predominant症例）の分子生物学的特徴が明らかと

なった．具体的には low grade症例と比較して，上

皮間葉転換マーカーおよび癌幹細胞関連マーカーが

有意に高発現していた．我々がPubMedで検索し得

た限りでは，high grade症例とこれらの分子マーカ

ーとの関連を見た報告は2013年の Shimadaらの

103名の検討のみである．それによると，ALDH1A1

の発現率はpapillary predominantで高く solid
 

predominantで低いとの結果であった．ALDH1A1

は本研究でも検討し，その発現率は low gradeで60

％，high gradeで50％であった（p＝0.40）．

本研究では，病理学的な組織所見とこれまでに報

告されている予後因子との関連を同定した．優勢組

織型のGrade分類は肺腺癌の生物学的悪性度を反

映しているが，この背景にこれらの分子異常が関わ

っていると考えられる．
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