
 

 

 

博⼠論⽂ 

 

⾮⼩細胞肺癌におけるインテグリン α11 の発現と 

術後再発に関する解析 

 

 

 

 

 

 

 

 

安藤 孝浩 



 

 1 

 

 

 

博⼠論⽂ 

 

⾮⼩細胞肺癌におけるインテグリン α11 の発現と 

術後再発に関する解析 

 

 

 

 

 

 

所属 内科学専攻 

指導教官 ⻑瀬 隆英 

⽒名 安藤 孝浩 

 

 

  



 

 2 

⽬次 

 

略語表  ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 4 

要旨  ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 5 

序⽂ 

1. 肺癌診療の現状  ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 7 

2. Integrin の機能・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 8 

3. 上⽪間葉転換の分⼦メカニズム  ・・・・・・・・・・・・・・・・・ 11 

4. Integrin と癌の関係・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 13 

5. Integrin α11 について ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 15 

⽅法 

1. マイクロアレイ解析・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 16 

2. 臨床検体の解析  ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 16 

3. The Cancer Genome Atlas database の解析・・・・・・・・・・・・・・ 20 

4. 細胞株の機能解析  ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 21 

5. 統計解析  ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 32 

  



 

 3 

結果 

1. マイクロアレイ解析  ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 33 

2. 臨床検体の解析  ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 36 

3. The Cancer Genome Atlas database の解析・・・・・・・・・・・・・・ 50 

4. 細胞株の機能解析  ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 54 

考察  ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 65 

結語  ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 71 

謝辞  ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 72 

参考⽂献  ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 73 

 

 

 

 

  



 

 4 

略語表 

 

CAFs, cancer-associated stromal fibroblasts 

CCK-8, Cell Counting Kit 8 

CLDN10b, Claudin 10b 

ECM, Extracellular matrix 

EGFR, Epidermal growth factor receptor 

EMT, Epithelial-mesenchymal transition 

FAK, Focal adhesion kinase 

FPKM, Fragments per kilobase of exon per million mapped fragments 

ITGA2, Integrin α2 

ITGA11, Integrin α11 

ITGB4, Integrin β4 

NSCLC, Non-small cell lung cancer 

OS, Overall Survival 

POLR2A, RNA polymerase II subunit A 

PBS, Phosphate buffered saline  

RFS, Recurrence-Free Survival 

RTKs, Receptor tyrosine kinases 

TCGA, the Cancer Genome Atlas. 

TGF-β, Transforming growth factor beta 
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要旨 

 

[Rationale] Integrins are transmembrane proteins that mediate cell adhesion to 

extracellular matrix. Integrin alpha 11 (ITGA11) is not expressed in normal 

alveolar epithelial cells and is a known receptor for collagen. 

[Methods] We measured messenger RNA expression of integrins by quantitative 

RT-PCR in 80 samples collected from non-small cell lung cancer (NSCLC) patients 

who had undergone surgical resection. We analyzed clinical features, pathological 

stage, tumor size, vascular invasion, lymphatic invasion and postoperative 

recurrence-free survival. We also analyzed the relationship between the expression 

level of ITGA11 and overall survival with the Cancer Genome Atlas database. Cell 

proliferation, migration and invasion capacity were examined in cell lines after 

overexpression of ITGA11. 

[Results] High expression of ITGA11 in NSCLC was associated with more 

advanced stage (p = 0.031), and expression of ITGA11 was not related to tumor 

size, vascular invasion or lymphatic invasion. High expression of ITGA11 was 

related to lower recurrence-free survival in all NSCLC patients (p = 0.043) and in 

stage I NSCLC patients (p = 0.049). This was consistent with in silico analyses of 

the Cancer Genome Atlas database. Overexpression of ITGA11 in human cell lines 

had little effect on cell proliferation but resulted in increased migration and 

invasion capacity. 
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[Conclusion] High expression of ITGA11 in NSCLC was associated with higher 

postoperative recurrence. Our findings in human cell lines suggest that ITGA11 

plays a significant role in cancer migration and invasion, which may lead to higher 

recurrence rate. 
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序⽂ 

 

1. 肺癌診療の現状 

 肺癌は本邦ならびに世界的に癌死の原因で最も多く、世界における年間の発

病者は約 209 万⼈、死亡者は約 176 万⼈と推定されている [1, 2]。肺癌は治療⽅針の

違いから組織型により⼩細胞肺癌と⾮⼩細胞肺癌に分類され、⾮⼩細胞肺癌が全体

の約 8 割を占める [3]。早期の⾮⼩細胞肺癌に対しては肺葉切除とリンパ節郭清によ

る根治切除を⾏うが、診断時に 3 割以上の症例が切除不能である [4, 5]。切除不能例

や再発例に対して放射線療法、化学療法などによる治療が⾏われているが治療成績

は不良である [6]。 

近年、特定の遺伝⼦の異常が⼀部の⾮⼩細胞肺癌の発症、増殖に関与するこ

とが明らかになり、EGFR 遺伝⼦変異、ALK 融合遺伝⼦、ROS1 融合遺伝⼦、BRAF 

遺伝⼦変異など、多くのドライバー遺伝⼦の変異が発⾒された [7-10]。それぞれのキ

ナーゼ阻害剤を投与することによって、切除不能・再発肺癌の⽣存期間は従来の殺

細胞性抗がん剤による治療と⽐較して⾶躍的に延⻑した [11-15]。これら遺伝⼦変異

を有する肺癌は⼀部であるため [16]、残りの肺癌患者においては有効な治療は乏し

いことが問題点であった。 
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⼀⽅、肺癌を含む癌細胞は、T 細胞や NK 細胞による免疫監視機構から逃れて

増殖し、進展することが以前から知られていた。T 細胞上に発現する PD-1 や CTLA-

4 、腫瘍細胞上に発現する PD-L1 は免疫チェックポイント分⼦と呼ばれ、免疫応答を

制御する作⽤を持つ [17, 18]。免疫チェックポイント分⼦を阻害する抗 PD-1/PD-L1 抗

体や抗 CTLA-4 抗体が開発され、肺癌を含めて様々な癌腫に対する有効性が⽰され

た [19-22]。免疫チェックポイント阻害薬は有効な患者に対して⻑期の治療効果を⽰

しており、現在の肺癌診療ガイドラインでドライバー遺伝⼦変異を持たない⾮⼩細

胞肺癌の治療の重要な位置を占める [23]。しかし、免疫チェックポイント阻害剤の

肺癌に対する奏効率は 20 から 30% 程度と⾼いとは⾔えない [20, 21]。分⼦標的薬や

免疫チェックポイント阻害薬といった治療薬の進歩にも関わらず、肺癌の治療はい

まだに⼗分とは⾔えず、肺癌の発症、進展に関わる分⼦⽣物学的な機序の解明が重

要な課題である。 

 

2. Integrin の機能 

膜タンパクは細胞表⾯刺激による情報伝達や⽣理機能を制御しており、膜タ

ンパクを介した腫瘍細胞と腫瘍内微⼩環境の複雑な相互作⽤により、癌の進展に関

与する。Integrin は細胞と細胞、細胞と細胞外マトリックス間の相互作⽤を担う膜貫

通型糖タンパクで、ヒトでは 18種類の α サブユニットと 8種類の β サブユニットの

組み合わせからなる 24 種類の Integrin ヘテロダイマーが確認されている (図 1) [24, 
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25]。Integrin のリガンドとして、ラミニン、コラーゲン、フィブロネクチンといった

細胞外マトリックスや VCAM-1 や MAdCAM-1 などの細胞表⾯蛋⽩があり、Integrin

ヘテロダイマーはそれぞれに特異的なリガンドを認識し結合することが知られてい

る [26]。Integrin サブユニットの発現は各組織によって異なっており、正常肺胞上⽪

細胞は Integrin α3β1、α6β1、α6β4 を発現してラミニンを主な構成成分とする基底膜

に接着している [27, 28]。 

 

 

 

図 1. Integrin サブユニットとリガンド 
形成する⼆量体によりラミニン受容体、コラーゲン受容体、RGD 受容体、⽩⾎球特
異的受容体の 4 つのカテゴリーに分類される。Integrin α1, α2, α10, α11 は、Integrin β1
と⼆量体を形成してコラーゲン受容体として働く。[25]より改変。 
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Integrin は細胞質ドメインを介して Actin、Vinculin、Talin、Paxillin といった細

胞⾻格の構成成分に直接、あるいは間接的に連結しており、Integrin がリガンドに結

合すると細胞膜を裏打ちする細胞⾻格に影響を与える (図 2) [29, 30]。また、Integrin 

は⾃⾝にチロシンキナーゼ活性をもたないが、細胞外マトリックスへの接着によっ

て Integrin β サブユニットの細胞質内ドメインに会合している focal adhesion kinase 

(FAK) および SRC キナーゼを活性化することにより、シグナル伝達のアダプタータ

ンパクがリクルートされる [30, 31]。そして、p130Cas や Paxillin などのアダプタータ

ンパクのチロシンリン酸化が起こり、PI3K/AKT 経路や GRB2/RAS から MAPK 経路

などの活性化を引き起こす。それにより、Integrin は細胞接着分⼦として機能するだ

けでなく、細胞形態変化、運動、細胞増殖、細胞⽣存、分化などの機能を発現する

と考えられている [29, 30]。 

 

 

図 2. Integrin の構造と細胞内タンパク  

TalinSRC
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3. 上⽪間葉転換の分⼦メカニズム 

 癌の転移は重要な予後因⼦のひとつであり、転移の第⼀段階として原発巣か

らの細胞の浸潤がおこる [32]。上⽪間葉転換 (Epithelial-mesenchymal transition; EMT) 

は、上⽪細胞が細胞極性、細胞間接着といった性質を失って間葉系細胞の特性を獲

得する現象であり、がんの浸潤に関わると考えられている [33-35]。 EMT が起こると 

E-cadherin や Claudin-1 などの上⽪系細胞マーカーの発現が低下し、N-cadherin や 

Vimentin などの間葉系細胞マーカーの発現が上昇する [34-36]。EMT を起こした細胞

は遊⾛能や浸潤能を上昇させ [36]、抗がん剤への抵抗性を亢進させることが知られ

ている [37]。 

上⽪間葉転換 (EMT) を誘導するメカニズムとして、Transforming growth factor 

beta (TGF-β) シグナル、受容体型チロシンキナーゼ (Receptor tyrosine kinases; RTKs) を

介したシグナル、Wnt シグナル、Notch シグナル、Hedgehog シグナルなどが知られ

ており、特に TGF-β シグナルが主要な EMT 誘導因⼦だとされている [34-36]。TGF-β 

が細胞表⾯のセリンスレオニンキナーゼ型受容体 type I/II に結合すると受容体が活性

化して、細胞質内のシグナル伝達タンパクである Smad2 および Smad3 がリン酸化を

受ける (図 3) [34-36]。リン酸化 Smad は Co-Smad である Smad4 と複合体を形成して

核内に移⾏する。そして転写が開始され、EMT 誘導転写因⼦である、SNAI1 (Snail) 

や SNAI2 (Slug)、ZEB1 や ZEB2 などの発現が促進する。その結果、E-cadherin などの
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上⽪系遺伝⼦群の転写が抑制され、間葉系遺伝⼦群の発現を活性化することで EMT 

が進⾏すると考えられている。また、TGF-β は PI3K/AKT や MAPK など Smad を介

さないシグナル経路も活性化することが知られており、この経路によっても EMT が

誘導される [36]。 

 

 

図 3. TGF-β signaling と EMT の誘導 
TGF-βは Type I受容体 (TGFβRI)と Type II受容体  (TGFβRII) の 4量体からなる受容体
と結合してシグナル伝達を起こす。主要なシグナル伝達経路は Smad によるもので、
細胞の機能調整に関わる。 
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さらに、TGF-β は Integrin の発現も調整することが報告されており細胞接着能

や遊⾛能にも影響を与える⼀⽅で、いくつかの Integrin は TGF-β の活性化にも影響す

る [38, 39]。乳癌細胞において、Integrin β1 を抑制すると代償的に Integrin β3 が増加と 

TGF-β の活性化が起こり、EMT が誘導されたと報告されている [40]。また、フィブ

ロネクチンをリガンドとする Integrin αvβ6 は TGF-β の活性を調整することが知られ

ており、TGF-β と Integrin にはクロストークがみられる [38, 41]。 

 

4. Integrin と癌の関係 

Integrin の発現は正常細胞と腫瘍細胞で異なっており、接着能の変化や細胞内

シグナルを介して悪性化に関与すると考えられる。フィブロネクチン受容体である

Integrin α5 は正常肺組織に発現しないが、一部の肺癌細胞で発現している [42, 43]. ま

た、ラミニン受容体である Integrin α7 は通常のメラノサイトに発現しておらず、悪性

⿊⾊腫に発現していたことから発⾒された [44]。さらに、癌の種類によって発現す

る Integrin は異なっており、特定の種類の Integrin の発現や発現量の増加が腫瘍の進

展や転移に関連することが報告されてきた (表 1) [42, 45, 46]。肺癌については、リン

パ節転移陰性の⾮⼩細胞肺癌症例において、Integrin α5 の⾼発現は⽣存期間を短縮と

相関した [42]。また⾮⼩細胞肺癌において、Integrin αvβ6 が発現している症例は予後

が悪く、予後予測因⼦になりうるとされている [46]。 
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表 1. Integrin と癌の関係 

 Integrins 発現 予後 

肺癌 α5β1 リンパ節陰性症例で予後悪化と関連 [42] 

 

αvβ6 ⾼発現症例で予後悪化と関連し、しばしば

脳転移症例で発現 [46] 

乳癌 
α6β4 腫瘍浸潤、悪性化に関連し、予後の悪化と

関連 [47, 48] 

 ανβ3 ⾻転移症例で発現増加 [49, 50] 

悪性⿊⾊腫 α5β1 腫瘍の進展と関連 [51] 

 α6β1 転移病変で発現上昇 [52] 

 αvβ3 腫瘍の進展と関連 [53] 

卵巣癌 α4β1 腹膜転移増加と関連 [54] 

 α5β1 発現により腫瘍の進展と関連 [55] 

前⽴腺癌 ανβ3 ⾻転移と関連 [56] 

膵癌 ανβ3 リンパ節転移と腫瘍の増⼤と関連 [57] 

⼤腸癌 ανβ6 腫瘍の浸潤と予後悪化と関連 [58] 

[59]より改変。 
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5. Integrin α11 について 

Integrin α11 (ITGA11) は β1 と⼆量体を形成してコラーゲン受容体として働く。

Integrin α11 は主に embryonic fibroblast や myofibroblast で発現することが知られてい

る [60-62]。間葉系細胞において、TGF-β によって ITGA11 の発現が調節されること

が知られており [63]、他の報告では ITGA11 の発現がコラーゲン基質上で間葉系細胞

の分化に関連するとされている [64]。また、ITGA11 の mRNA 発現量が EMT を起こ

した癌細胞で多くなっているという報告があり [65]、ITGA11 が TGF-β シグナルと関

連して EMT 誘導に影響している可能性がある。肺癌において腫瘍関連線維芽細胞 

(cancer-associated stromal fibroblasts; CAFs) における ITGA11 の発現は肺癌の予後を悪

化させると報告されているが [66]、肺癌細胞そのものにおける ITGA11 の発現が与え

る影響については報告がない。本研究では、肺癌における ITGA11 の発現が予後に関

連するか、またどのように肺癌進展に影響するかを調べることを⽬的とした。 
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⽅法 

 

1. マイクロアレイ解析 

肺癌遺伝⼦の発現を評価するために、公開されているマイクロアレイデータ

を統計プラットフォーム R3.02 (https://www.r-project.org/) および⽣物データ解析パッ

ケージ Bioconductor (https://www.r-project.org/) を⽤い て評価を し た 。 Affymetrix 

GeneChipR Human Genome U133 Plus 2.0 Array (NCBI の gene expression omunibus プラ

ットフォーム ID: GPL570) から解析されたデータを⽤いた。腺癌 40 例は dataset record 

GSE10245 に含まれるものを⽤いた [67]。正常対照群として 30 サンプルは GSE16538 

(肺サルコイドーシスの study) から 6 サンプル、GSE24206 (間質性肺炎の study) から 

6 サンプル、GSE8581 (COPD の study) から  18 サンプルを⽤いた [68-70]。Gene 

Ontology を⽤いて細胞接着に関連する膜タンパクに関連し、肺腺癌で⾼発現する 377

遺伝⼦について検討した。 

 

2. 臨床検体の解析 

2-1. 対象症例と肺癌⼿術検体 

2007 年 3 ⽉から 2010 年 12 ⽉までに東京⼤学医学部附属病院呼吸器外科で⼿

術を⾏い、⾮⼩細胞性肺癌と診断された 80 症例の切除検体から採取したサンプルを
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解析に⽤いた。研究計画については東京⼤学⼤学院医学系研究科・医学部倫理委員

会に「ヒトゲノム・遺伝⼦解析研究倫理審査」を申請し(受付番号:1069)、承認を受

けており、全患者より術前にインフォームドコンセントを書⾯で得た。RNA 抽出⽤

の臨床検体は、検体採取後⼀部を切り分けて、1.5 mL エッペンドルフチューブに 

RNA later (Ambion USA) 500 µL とともに⼊れ 4 °C で⼀晩保管し、抽出までの間 -20 °C 

で保存した。 

臨床検体からの total RNA を以下のようにして抽出した。肺癌組織をオートク

レーブ滅菌したハサミで細切してから、RNAiso Plus (Takara Bio, Shiga, Japan) 1 mL と

ともにセラミックビーズ⼊りチューブ (CK Mix, Bertin instruments, France) に加え、装

置破砕装置 Precellys 24 (Bertin instruments, France) で破砕、懸濁した。遠⼼後の上清に

クロロホルム 200 µL (FUJIFILM Wako Pure Chemical Co., Osaka, Japan) を加え懸濁、遠

⼼ののち⽔相を回収し、イソプロパノール 500 µL (FUJIFILM Wako Pure Chemical Co.) 

をグリコーゲン 40 µg (FUJIFILM Wako Pure Chemical Co.) とともに加えて沈殿物を 

80% エタノール (FUJIFILM Wako Pure Chemical Co.) で洗浄し回収した。回収した 

RNA は DEPC 処理⽔に溶解し、-80 °C で保管した。 

 

2-2. 遺伝⼦発現の定量法  

マイクロアレイ解析から⽬的遺伝⼦として設定した、Integrin α11 (ITGA11)、

Integrin α2 (ITGA2)、Integrin β4 (ITGB4)、Claudin 10b (CLDN10b) について定量的
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reverse transcription (RT)-PCR 法によって定量を⾏った。臨床検体から抽出した total 

RNA 1 µg を DNase で室温 15 分間処理後に 25 mM EDTA 1 µL を加え、65 °C 15 分間

の heat activation を⾏った。次に Random Hexamer 0.5 µL (Promega, Fitchburg, Wisconsin, 

USA)、20 mM dNTP 0.5 µL、DEPC 処理⽔ 1 µL を加えて全量 13 µL とし、65 °C で 5 

分間、氷上で  1 分間  incubate した。これに、SuperScript III Reverse Transcriptase 

(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) を⽤いて cDNA を合成した。cDNA を合

成した後、THUNDERBIRD SYBR qPCR Mix (Toyobo, Osaka, Japan)を⽤いて Applied 

Biosystems 7500 リアルタイム PCR システムによりリアルタイム PCR を⾏った。リア

ルタイム  PCR に⽤いたプライマーを表 3 に⽰す。RNA polymerase II subunit A 

(POLR2A) をサンプル間の cDNA 量の変動を補正するための内在性コントロールとし

て⽤いた。リアルタイム PCR 後の遺伝⼦発現量の定量⽅法としては、ターゲット遺

伝⼦と PORL2A の Ct 値の差分である ΔCt 値を⽐較する相対定量法を⽤いた [71]。 

標的遺伝⼦や POLR2A に対する最適化したプライマー設計は、プライマー解

析ソフトウェア (OLIGO; Molecular Biology Insights, Inc. version 6.71) を⽤いてデザイン

し、primer-BLAST (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) を⽤いて他に相同

性のある配列が存在しないことを確認した。PCR で得られた産物については、アガ

ロースゲル電気泳動により、各ターゲットを⽬的として作成したプライマーに対す

る特異的な PCR 産物であることを確認した。 
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表 2. リアルタイム PCR に⽤いたプライマー 

Gene  Primer (5’ to 3’) 

ITGA11 Forward primer CCTGTGGCCAGGGTTCAC  

 Reverse primer CCCACGACCAGCCACTTATT 

 Product 137 base pairs 

ITGA2 Forward primer CCTGTGGCCAGGGTTCAC 

 Reverse primer CCCACGACCAGCCACTTATT 

 Product 135 base pairs 

ITGB4 Forward primer CCGGGAGAGGGAGGAAGA 

 Reverse primer GTTTGCCAAGGTCCCAGAGA 

 Product 104 base pairs 

CLDN10b Forward primer GTCATCACAACCGCCACCTA 

 Reverse primer ATATAACCGTCCAGCGCCAG 

 Product 113 base pairs 

POLR2A Forward primer GAAGGCCAAGCAGGACGTAA 

 Reverse primer GCAGAGGAGCCAGTCTTGTC 

 Product 147 base pairs 

  



 

 20 

2-3. 臨床データの収集 

全症例において、診療記録をもとに臨床病理学的データを抽出した。診断は

病理学的所⾒に基づき、TNM 分類第 7 版によって病期を決定した [72]。本研究では

肺癌再発をエンドポイントとした。無再発症例において、肺癌以外による死亡は打

ち切りとして扱った。以下の患者パラメーターを記録し解析に⽤いた: 年齢、性別、

喫煙歴、病理病期、⾎管浸潤、リンパ管浸潤、EGFR 遺伝⼦変異。無再発⽣存期間 

(Recurrence-Free Survival; RFS) は肺切除の⽇から画像的に再発が認められた⽇まで

の期間と定義した。 

 

3. The Cancer Genome Atlas database の解析 

The Cancer Genome Atlas (TCGA) database (https://cancergenome.nih.gov/) から、

肺腺癌 (LUAD) と 肺扁平上⽪癌 (LUSC) の RNA シークエンスデータを⼊⼿した。

Integrin α11 の発現量は  fragments per kilobase of exon per million mapped fragments 

(FPKM) で得られた (GDC.h38 GENCODE v22, data status as of June 1, 2016) 。臨床経過

の不明な症例を除外して、994 例の NSCLC 症例を対象とした。患者の遺伝⼦発現量

に加えて、臨床病期を解析に加えた。全⽣存期間 (Overall Survival; OS) は診断から死

亡までの期間とした。 
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4. 細胞株の機能解析 

4-1. 細胞株 

ヒト肺癌細胞株 Calu1、H23、H441 細胞は American Type Culture Collection 

(Manassas, Virginia, USA) と Health Science Research Resources Bank (Osaka, Japan) から、

Lenti-X 293t 細胞は Takara Bio USA, Inc. (Mountain View, California, USA) から得た。培

地はすべて譲渡元が推奨する培地を⽤い、CO2 incubator で 37°C で培養を⾏った。各

細胞株の ITGA11 発現の違いをリアルタイム PCR によって調べた。リアルタイム

PCR は 2-2. と同様に cDNA を合成した後、THUNDERBIRD SYBR qPCR Mix (Toyobo) 

を⽤いて triplicate で⾏った。リアルタイム PCR の結果から Calu1 細胞は ITGA11 ⾼

発現、H23 細胞と H441 細胞は ITGA11 低発現であることが判明した (表 4)。 

 

 

表 3. 各肺癌細胞株と ITGA11 遺伝⼦発現量 

 ITGA11 Ct値 POLR2A Ct値 ΔCt値 

Calu1 19.2 19.3 -0.1 

H23 32.1 16.7 15.4 

H441 30.4 21.1 9.3 
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4-2.ヒト ITGA11 cDNA のクローニング 

Calu1 細胞から total RNA を RNAiso Plus (Takara Bio)を⽤いてプロトコールに

従って抽出した。抽出した 1 µg の RNA から、SuperScript III Reverse Transcriptase 

(Thermo Fisher Scientific)、ITGA11 Forward primer (ATGGACCTGCCCAGGG)、ITGA11 

Reverse primer (AGCCCACTCCAGCACTTTG) を⽤いて cDNA を合成し、pGEM-T Easy 

vector (Promega) に TA クローニングした。その後 DH5α Competent E.Coli (Takara Bio) 

を以下のように形質転換した。DH5α 20 µL に約 2 ng のライゲーション反応産物を加

え、30 分氷上で incubate した後、42 °C 45 秒のヒートショックを⾏い、その後 2 分間

氷上に置いた。50 µg/mL のアンピシリン⼊り LB 固形培地にまき、37°C で⼀晩培養

した。コロニーをピックアップし、LB 液体培地で  37 °C で⼀晩培養した後、

PureYield™ Plasmid Miniprep System (Promega) を⽤いて、付属のプロトコールに従い

精製した。得られたプラスミドを BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Thermo 

Fisher Scientific) を⽤いて付属のプロトコールに従い、サイクルシークエンス反応を

⾏った。NucleoSeq Columns (Takara Bio) を⽤いて付属のプロトコールに従い、反応物

を精製後、ABI PRISM 310 Genetic Analyzer により塩基配列を解析し、正しい塩基配

列であることを確認した。 

  



 

 23 

表 4. サイクルシークエンス反応に⽤いたプライマー 

Gene  Primer (5’ to 3’) 

pGEM Forward primer CTGCAAGGCGATTAAGTTGG  

 Reverse primer GCCAAGCTATTTAGGTGAC 

ITGA11  シークエンス⽤ primer 1 ATGGACCTGCCCAGGG 

 シークエンス⽤ primer 2 TTGTGCAGTATGGCGAAGAT 

 シークエンス⽤ primer 3 TTCCTCTCCGCGAGTCCTAC 

 シークエンス⽤ primer 4 GCTACCGGCCTCCAGTATTT 

 シークエンス⽤ primer 5 TGTTGGATGCCCGGAGTGAC 
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4-3. 強制発現ベクターの作成 

細胞株への強制発現には cDNA 発現⽤レンチウイルスベクタープラスミド 

(CSII-CMV-MCS-IRES2-Bsd, Riken BRC, Ibaraki, Japan)を⽤いた。このベクターは

multiple cloning site に NheI 認識配列と EcoRI 認識配列を持つ。TA クローニングした

pGEM-ITGA11 プラスミドをテンプレートとして、NheI 認識配列と⾜場を付けた 

NheI-ITGA11 Forward primer (tatgctagcATGGACCTGCCCAG) と 、 EcoRI 認識配列 

(tctgaattcCTCCAGCACTTTGG) をつけた  EcoRI-ITGA11 Reverse primer を⽤いて、

NheI-ITGA11-EcoRI を PCR で増幅した。 

この PCR産物と CSII-CMV-MCS-IRES2-Bsd ベクターを制限酵素 NheI と EcoRI 

で切断後、ligation し、CSII-CMV-ITGA11-IRES2-Bsd ベクターを得た (図 5)。得られ

た CSII-CMV-ITGA11-IRES2-Bsd ベクターを FLAG タグを含む EcoRI-FLAG-XhoINotI 

配列 (5’-AATTCGATTACAAGGACGACGATGACAAGTAGCTCGAGGC-3’) と混和し、

制限酵素 NheI と XhoI で切断、ligation して FLAG タグ配列を組み込んだ。 
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図 4. 強制発現ベクターの作成 
IRES2: Encephalomyocarditis virus internal ribosomal entry site, 
Bsd: Blasticidin resistance gene, 
CMV: Human cytomegalovirus immediate early promoter.  

E FLAG XN
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上記と同様に One Shot Stbl3 Chemically Competent E.Coli (Invitrogen) を形質転換

した後、50 µg/mL のアンピシリン⼊り LB固形培地にまき、37 °C で⼀晩培養した。

コロニーをピックアップし、アンピシリン⼊り LB液体培地で 37 °C で⼀晩培養した

後、Wizard PCR Preps DNA Purification System (Promega) を⽤いて、ミディプレップを

⾏い、 ITGA11 のレンチウイルス発現ベクターを得た。得られたプラスミドを 

BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) を⽤いてサイクルシ

ークエンス反応を同様に⾏い、正しい塩基配列であることを確認した。コントロー

ルとしては、CSII-CMV-MCS-IRES2-Bsd (Blank) ベクターと CSII-CMV-GFP-IRES2-

Bsd (GFP) ベクターを使⽤した。 

 

4-4.レンチウイルス感染  

得られたレンチウイルスベクターとパッケージングプラスミド (pCMV-VSV-

G-RSV-Rev 及び pCAG-HIVgp, Riken BRC) を Lenti-X 293t 細胞に HilyMax (Dojindo, 

Tokyo, Japan) を⽤い、プロトコールに従ってリポフェクションを⾏った。16 時間培

養後に forskolin 7.5 µg (FUJIFILM Wako Pure Chemical Co.) を添加した培地に交換し 48 

時間培養した。このレンチウイルスを含む培養上清を採取し、肺癌細胞 H23 および 

H441 細胞に感染させ、24 時間後より Blasticidin (Kaken Pharmaceutical Co., Tokyo, 

Japan) によって薬剤選択を⾏った。コントロールである Blank ベクター、GFP 発現ベ

クターについても同様に感染、薬剤選択を⾏った。Total RNA を RNAiso Plus (Takara 
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Bio) を⽤いて抽出し、ITGA11 強制発現を⾏った細胞とコントロールの細胞で、

ITGA11 発現の違いをリアルタイム PCR によって調べた。リアルタイム PCR は 3. と

同様に cDNA を合成した後、THUNDERBIRD SYBR qPCR Mix (Toyobo) を⽤いて

triplicate で⾏った。 

 

4-5. コーティングコートプレートの作成 

 ITGA11 を強制発現させた肺癌細胞株およびコントロールの細胞株に対して、

コラーゲンコートプレート上もしくは通常のプレート上で機能解析を⾏った。コラ

ーゲンコートプレートは以下のようにして作成した。コラーゲン type I (Corning, New 

York, USA) を推奨濃度に従い 8 µg/cm2 の濃度になるように Phosphate buffered saline 

(PBS, Thermo Fisher Scientific) で希釈して各プレートに加えた。37 °C、4 時間 incubate

し、その後上清を取り除き、PBS で 2回洗浄して、4 °C で保管した。 

 

4-6. 細胞の形態観察 

6-well コラーゲンコートプレート、および通常の 6-well プレート上に、

ITGA11 強制発現、およびコントロールとして Blank vector をトランスフェクション

した H23 細胞をそれぞれ 1 × 105 cells/well ずつ triplicate で播種した。0.5％FBS を含む

培養液に変更して CO2 incubator で 37 °C、24 時間飢餓状態にした後、プレートを蛍光

顕微鏡 BZ-X710 (KEYENCE, Osaka, Japan) に設置して細胞を撮影した。撮影写真をも
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とに、ImageJ version 1.47 (NIH, Bethesda, MD; http://imagej.nih.gov/ij) を使⽤して各条件

の細胞⾯積を 50個測定し平均値を計算した。 

 

4-7. 上⽪間葉転換 (EMT) 関連遺伝⼦発現の解析 

ITGA11 強制発現、およびコントロールとして Blank vector をトランスフェク

ションした H23 細胞、GFP 強制発現させた H441 細胞を、それぞれ 6-well コラーゲ

ンコートプレート、および通常の 6-well プレート上に 1 x 105 cells/wellずつ triplicate

で播種した。CO2 incubator で 37 °C、48 時間培養し、ITGA11強制発現を⾏った H23、

H441 細胞とコントロールの H23、H441 細胞で TGF-β シグナル関連遺伝⼦である

TGF-β1、Snail、ZEB1、および EMT 関連遺伝⼦である E-cadherin、Vimentin につい

て、発現の違いをリアルタイム PCR によって調べた。リアルタイム PCR は 2-2. と同

様に  cDNA を合成した後、THUNDERBIRD SYBR qPCR Mix (Toyobo) を⽤いて

triplicate で⾏った。リアルタイム PCR に⽤いたプライマーを表 6 に⽰す。POLR2A 

をサンプル間の cDNA 量の変動を補正するための内在性コントロールとして⽤いた。 
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表 5.リアルタイム PCR に⽤いた上皮間葉転換関連遺伝子のプライマー 

Gene  Primer (5’ to 3’) 

TGF-β1 Forward primer TTTTGATGTCACCGGAGTTG 

 Reverse primer GGCGCTAAGGCGAAAG 

 Product 72 base pairs 

SNAI1 Forward primer ACTATGCCGCGCTCTTTCC 

 Reverse primer TGGGGTTGAGGATCTCCG 

 Product 160 base pairs 

ZEB1 Forward primer TACAAACATCACCTAAAAGAGCAC 

 Reverse primer GTCGCCCATTCACAGGTATC 

 Product 154 base pairs 

E-cadherin Forward primer CACAGCAGAACTAACACACGG 

 Reverse primer CACACACGCTGACCTCTAAG 

 Product 182 base pairs 

Vimentin Forward primer AGTACCGGAGACAGGTGCAG 

 Reverse primer GCTTCAACGGCAAAGTTCTC 

 Product 112 base pairs 
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4-8. 細胞増殖アッセイ 

ITGA11 強制発現、およびコントロールとして GFP 強制発現させた H23、

H441 細胞を、それぞれ 6-well コラーゲンコートプレート、および通常の 6-well プレ

ート上に 1 x 105 cells/wellずつ triplicate で播種した。1、2、3、4⽇後に Automated Cell 

Counter TC10 (BIORAD, California, USA) を⽤いて細胞数を測定した。また、ITGA11

強制発現、およびコントロールとして GFP 強制発現させた、H23、H441 細胞をそれ

ぞれ 96-well コラーゲンコートプレート、および通常の 96-well プレート上に 5 x 103 

cells/well ずつ quadruplicate で播種し、1、2、3、4⽇後に Cell counting kit-8 (Dojindo) 

を  10 µL/well を添加し 、 1 時 間 後 に  microplate reader ARVOX (Perkin Elmer, 

Massachusetts, USA) を⽤いて吸光度を測定した。 

 

4-9. Wound Healing Assay 

 細胞の遊⾛能を評価するために wound healing assay を⾏った。ITGA11 強制発

現、およびコントロールとして GFP 強制発現した H23 および H441 細胞を⽤意し、

それぞれ、細胞濃度を H23 は 5 x 106 /ml、H441 は 7.5 x 106 /ml に調整した。2-well 

culture inserts (ibidi, Martinsried, Germany) を、24 well コラーゲンコートプレート、お

よび通常の 24 wellプレートの各 well に接着させ、culture inserts 内に調整した細胞を 

70 µLずつ播種した。この際、同条件のものを 3 well 以上作成した。CO2 incubator で 

37 °C、24 時間培養後、オートクレーブ滅菌したピンセットで culture inserts を取り除
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き、それぞれのプレートに 10％FBS⼊り培地を 2mlずつ加えた。24 well plate を蛍光

顕微鏡 BZ-X710 (KEYENCE) に設置して撮影位置を決定し、H23 については 0、6 時

間後、H441 については 0、8 時間後に撮影した。撮影写真をもとに、ImageJ version 

1.47 (NIH, Bethesda, MD; http://imagej.nih.gov/ij) を使⽤して Gap Area を計算し、Gap 

Area の変化率 (Gap closure rate) を測定した。 

 

4-10. Invasion Assay 

 細胞浸潤能を測定するために、96-well Cultrex Cell Invasion Assay (Trevigen, 

Gaithersburg, Maryland, USA) を⽤いた。ITGA11 強制発現、もしくはコントロールと

して Blank vector をトランスフェクションした H23 細胞を⽤意した。0.5％FBS を含

む培養液に変更して 24 時間飢餓状態とした。Cell Invasion Chamber のメンブレン上

に、プロトコールに従って 2 mg/ml に調整した I 型コラーゲン 100 µL を CO2 incubator

で 37 °C、⼀晩 incubation した。I 型コラーゲン含有液を PBS で wash し、⽤意した細

胞を 0.5％FBS を含む培養液で 1 x 106 /ml に調整し、各 well の Cell Invasion Chamber 

に 50 µLずつ播種した。Bottom Chamber に 10％FBS を含む培養液を 200 µLずつ加え

て、37°C、48 時間 incubation した。Cell Invasion Chamber から浸潤した細胞を付属の

washing buffer で洗浄し、Calcein AM を添加した Cell dissociation solution に反応させ

て 1 時間後に microplate reader ARVOX (Perkin Elmer) を⽤いて吸光度を確認した。I 型
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コラーゲンフィルターを浸潤した細胞数とプラスチックフィルターを遊⾛した細胞

数の⽐ (Invasion ratio) を測定した。 

 

5. 統計解析 

 統計解析は全て、SPSS software (SPSS, Illinois, USA)を⽤いて⾏った。連続変数

の⼆群間⽐較は対応なしの両側 t 検定で、カテゴリー変数には χ2 検定を⽤いた。多

群間⽐較は分散分析後に Tukey 検定で評価した。肺腺癌症例における ITGA11 の⾼発

現群と低発現群の適切なカットオフ値は、Area Under Curve (AUC) analysis を⽤いて

評価した。RFS、OS の解析は Kaplan-Meier 法を⽤い、群間の⽐較は Log rank test を

⽤いた。有意差は P 値 < 0.05 とした。細胞株の実験は少なくとも 3 回以上の独⽴し

た実験を⾏い、データはその結果の平均値  ±  標準誤差もしくは、中央値、

Interquartile Range (IQR) で⽰した。 
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結果 

 

1. マイクロアレイの解析 

Bioconductor を⽤いて⼀定の発現量があり、肺腺癌で⾼発現、かつ正常肺組織

で低発現であった 39 遺伝⼦を heatmap 上に抽出した (図 4)。表 2 に 39 遺伝⼦を⽰す。

正常肺組織において⾼発現症例がなく、肺腺癌と正常肺組織との発現が⼤きく異な

る遺伝⼦として Integrin が多いことに注⽬し、その中でも過去の報告がなかった 

ITGA11 を標的遺伝⼦として発現を解析することとした。また、既報はあるが肺腺癌

と正常肺組織との発現が⼤きく異なっており、重要な膜タンパク遺伝⼦と考えられ

た ITGA2、ITGB4、CLDN10b についても発現量の定量を⾏った。 
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図 5. 膜表⾯タンパク遺伝⼦のマイクロアレイ解析結果 
肺腺癌 40 例 (GSE10245) と正常肺組織 30 例 (GSE16538, GSE24206, GSE8581)のデー
タセットの発現プロフィールを⽤いてヒートマップを作成した。Adeno = 肺腺癌症例、
Normal = 正常肺組織症例。Affymetrix GeneChipR Human Genome U133 Plus 2.0 Array よ
り引⽤。 
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表 6. 正常肺組織で低発現かつ肺腺癌で⾼発現であった膜タンパク遺伝⼦ 

ADAM9 CD300A DSG2 ITGB4 PTPRF 

ADAM12 CDH1 F11R ITGB5 PVRL2 

ADAM15 CDH3 GPNMB MPZL2 PVRL4 

ALCAM CDH22 IL4I1 NUP62 SEMA4D 

ATP2A2 CELSR3 ITGA2 PCDHB2 SLAMF7 

CD47 CLDN10 ITGA11 PCDH7 TPBG 

CD72 CXADR ITGAV PERP VCAM1 

CD209 DSC2 ITGB3 PKP2  
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2. 臨床検体の解析 

2-1. 対象症例の患者背景 

解析した 80 例の臨床病理学的特徴を表 7 に⽰す。年齢の中央値は 68 歳 (範囲

は 36-83 歳)で、36 ⼈ (45%) が⼥性、37 ⼈ (46%) が⾮喫煙者であった。組織分類では

73 ⼈ (91%) が Adenocarcinoma で、7 ⼈ (9%) が Squamous cell carcinoma であった。病

理病期は I 期と II 期が多く、それぞれ 57 ⼈ (71%) と 15 ⼈ (19%) であった。術後化学

療法は 16 ⼈ (20%) に対して⾏っていた。⾎管浸潤は 24 ⼈ (30%)、リンパ管浸潤は 15 

⼈ (19%) に認められた。EGFR 遺伝⼦変異は 29 ⼈ (36%) に認め、EGFR 遺伝⼦野⽣

型が 16 ⼈ (20%)、EGFR 遺伝⼦変異不明が 35 ⼈ (44%) であった。 
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表 7. ⾮⼩細胞肺癌 80 例の臨床病理学的特徴 

 

  

 N = 80 % 

年齢 (median, years) 68 (36-83)  

性別（⼥性） 36 (45) 

Never smoker 37 (46) 

組織分類 Adenocarcinoma 73 (91) 
 Squamous Carcinoma 7 (9) 

Stage I 57 (71) 
 II 15 (19) 
 III / IV 8 (10) 

術後化学療法 なし 64 (80) 

 あり 16 (20) 

⾎管浸潤 陰性 56 (70) 
 陽性 24 (30) 

リンパ管浸潤 陰性 65 (81) 
 陽性 15 (19) 

EGFR 遺伝⼦変異 Wild type 16 (20) 
 Mutated 29 (36) 
 Unknown 35 (44) 
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2-2. 各膜タンパクの発現と病理病期の関係 

対象となった⾮⼩細胞肺癌患者の病理病期により I 期、II 期、III 期＋IV 期に

症例を分類し、ITGA11、ITGA2、ITGB4、CLDN10b の mRNA 発現量の関係を調べた。

発現量と病期の影響を分析するために分散分析をおこなったところ、ITGA2、ITGB4、

CLDN10b については、それぞれの発現量と病理病期との間に統計学的な有意差は認

められなかった (図 6)。⼀⽅、ITGA11 については病期による影響は有意であった 

(F(2, 79) = 4.341, P = 0.016)。Tukey を⽤いた多重⽐較では、I 期と II 期および II 期と

III/IV 期の間で発現量の差は認めなかったが (それぞれ、I 期 vs. II 期: P = 0.934、II 期 

vs. III/IV 期: P = 0.129)、I 期に⽐べて III/IV 期で統計学的に有意に ITGA11 の発現量が

⾼かった (P = 0.031)。 
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図 6. 各膜タンパクの発現量と病理病期について 
(A) Integrin α11 (ITGA11)、(B) Integrin α2 (ITGA2)、(C) Integrin β4 (ITGB4)、Claudin 10b 
(CLDN10b) の遺伝⼦発現量と病理病期の関係。⾮⼩細胞肺癌の病理病期が進⾏する
ほど、ITGA11 の発現量が⾼い傾向であった。データ数と中央値を下に示した。BOX 
は Interquartile Range (IQR) 、Whisker は 75 パーセンタイル + 1.5 * IQR もしくは、25
パーセンタイル - 1.5 * IQR を表す。*P < 0.05。 
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2-3. Integrin α11 の発現と病理学的特徴の関係 

次に、ITGA11 発現量と⾎管浸潤およびリンパ管浸潤の有無、腫瘍径の関係性

について検討した。図 7 に⽰すように、ITGA11 の発現量と⾎管浸潤、リンパ管浸潤

について統計学的な差は認めなかった (それぞれ、⾎管浸潤: P = 0.062、リンパ管浸

潤: P = 0.084)。また、ITGA11 発現量と腫瘍径についても相関関係は認めなかった 

(Correlation coefficient = 0.009)。さらに、ITGA11 発現量と EGFR 遺伝⼦変異の有無に

ついても調べたが、統計学的に明らかな関係性は認められなかった (P = 0.563)。 
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図 7. Integrin α11 の発現量と臨床病理的特徴 
 (A) ⾎管浸潤、(B) リンパ管浸潤、(C) 腫瘍径、(D) EGFR 遺伝⼦変異と ITGA11 遺伝
⼦発現量の関係。データ数と中央値を下に示した。BOX は Interquartile Range (IQR) 、
Whisker は 75 パーセンタイル + 1.5 * IQR もしくは、25 パーセンタイル - 1.5 * IQR を
表す。ITGA11 発現量と各項⽬について有意な関係は認めなかった。 
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2-4. Integrin α11 発現と Recurrence-free Survival の関係 

Integrin α11 発現量と RFS の関係について、Kaplan-Meier 法を⽤いて検討する

こととした。ITGA11 発現レベルと観察期間内の再発の有無に関して ROC 曲線を⽤

いて計算し ΔCt 値を -1.6 で⾼発現群と低発現に割り付けることとした (図 8, area 

under the curve 0.67; specificity 0.90, sensitivity 0.29)。⾼発現群 54 例、低発現群 26 例に

割り付け、両群で臨床病理学的特徴に有意な差を認めなかった (表 8)。⾼発現群と低

発現群で EGFR 遺伝⼦変異の頻度についても有意差を認めなかった (22/33 vs. 6/12, P 

=0.606)。 
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図 8. ROC曲線 
Integrin α11 発現量の適切なカットオフ値は ΔCt = -1.6 と計算された (⾚⽮印)。Area 
under the curve 0.67、specificity 0.90、 sensitivity 0.29。 
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表 8. ROC曲線で分類した Integrin α11 ⾼発現群と低発現群の臨床病理学的特徴 

 

 

 

  

 
⾼発現群 低発現群 

P 値 
N = 54 (%) N = 26 (%) 

年齢 (median, years) 68 (38-82) 69 (36-83) 0.572 

性別（⼥性） 26 (48) 10 (38) 0.413 

Never smoker 25 (46) 12 (46) 0.991 

組織分類 Adenocarcinoma 51 (94) 22 (85) 0.160 
 Squamous Carcinoma 3 (6) 4 (15)  

Stage I 37 (69) 20 (77) 0.387 
 II 10 (18) 5 (19)  
 III / IV 7 (13) 1 (4)  

術後化学療法 なし 42 (78) 22 (85) 0.474 

 あり 12 (22) 4 (15)  

⾎管浸潤 陰性 36 (67) 20 (77) 0.342 
 陽性 18 (33) 6 (23)  

リンパ管浸潤 陰性 43 (80) 22 (85) 0.588 
 陽性 11 (20) 4 (15)  
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Kaplan-Meier 法による解析を⾏ったところ、ITGA11 ⾼発現群は低発現群に⽐

べて統計学的に有意に短い RFS を認めた (図 9A、Log Rank test, P = 0.043)。さらに、

I 期⾮⼩細胞肺癌 57 例について ITGA11 発現量と RFS の関係について検討するため、

先程計算した ΔCt のカットオフ値 -1.6 を⽤いて、⾼発現群 37 例、低発現群 20 例に

割り付けた。Kaplan-Meier 法による解析を⾏ったところ、I 期症例においても同様に、

ITGA11 ⾼発現群は低発現群に⽐べて統計学的に有意に短い RFS を認めた (図 9B、

Log Rank test, P = 0.049)。 

  



 

 46 

 

 

図 9. ROC曲線から分類した Integrin α11 の発現量と Recurrence-free Survival の関係 
(A) 全症例 (N = 80)、(B) I 期症例 (N = 57)。全症例、I 期症例でともに ITGA11⾼発現
群は低発現群に⽐べて統計学的に有意に短い RFS を認めた。 
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また、ITGA11 の発現量の中央値を⽤いて⾼発現群と低発現群に分類した。両

群で臨床病理学的特徴に有意な差を認めなかった (表 9)。EGFR 遺伝⼦変異を検索し

た症例について、⾼発現群と低発現群で変異の頻度に有意差を認めなかった (19/28 

vs. 10/17, P =0.539)。Kaplan-Meier 法による解析を⾏ったところ、ITGA11⾼発現群と

低発現群で RFS に統計学的な有意差を認めなかった (図 10A、Log Rank test, P = 0.280)。

⼀⽅、I 期症例において ITGA11 ⾼発現群は低発現群に⽐べて統計学的に有意に短い

RFS を認めた (図 10B、Log Rank test, P = 0.047)。 
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表 9. 中央値で分類した Integrin α11 ⾼発現群と低発現群の臨床病理学的特徴  

 

 

  

 
⾼発現群 低発現群 

P 値 
N =40 (%) N = 40 (%) 

年齢 (median, years) 68 (45-82) 68 (36-83) 0.852 

性別（⼥性） 22 (55) 14 (35) 0.072 

Never smoker 21 (53) 16 (40) 0.262 

組織分類 Adenocarcinoma 38 (95) 35 (87) 0.235 
 Squamous Carcinoma 2 (5) 5 (13)  

Stage I 27 (68) 30 (75) 0.696 
 II 8 (20) 7 (18)  
 III / IV 5 (12) 3 (7)  

術後化学療法 なし 32 (80) 32 (80) 1.000 

 あり 8 (20) 8 (20)  

⾎管浸潤 陰性 26 (65) 30 (75) 0.329 
 陽性 14 (35) 10 (25)  

リンパ管浸潤 陰性 31 (78) 34 (85) 0.390 
 陽性 9 (22) 6 (15)  
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図 10. 中央値で分類した Integrin α11 の発現量と Recurrence-free Survival の関係 
(A) 全症例 (N = 80)、(B) I 期症例 (N = 57)。I 期症例において ITGA11⾼発現群は低発
現群に⽐べて統計学的に有意に短い RFS を認めた。 
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3. The Cancer Genome Atlas database の解析 

TCGA database を使⽤して in silico における ITGA11 の発現量と OS の関係つい

て⾮⼩細胞肺癌 944 例について検討した。1-4 と同様に ITGA11 発現レベルと観察期

間内の死亡の有無に関して ROC 曲線を書き、カットオフ値を FPKM値 -1.895 と計算

した。FPKM値 -1.895 以上の⾼発現群 550 例、FPKM値 -1.895 より低い低発現群 444

例に割り付けた。Kaplan-Meier 法による解析を⾏ったところ、ITGA11 ⾼発現群は低

発現群に⽐べて統計学的に有意に短い OS を認めた (図 11A、Log Rank test, P = 0.011)。

I 期⾮⼩細胞肺癌 510 例を、⾼発現群 280 例、低発現群 230 例に割り付け、Kaplan-

Meier 法による解析を⾏ったところ、ITGA11 ⾼発現群は低発現群に⽐べて統計学的

に有意に短い OS を認めた (図 11B、Log Rank test, P = 0.035)。 
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図 11. The Cancer Genome Atlas database における Integrin α11 の発現量と Overall Survival 
(A) 全症例 (N = 994)、(B) I 期症例 (N = 510)。全症例、I 期症例でともに ITGA11⾼発
現群は低発現群に⽐べて統計学的に有意に短い OS を認めた。 
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次に FPKM値の中央値を⽤いて、発現量により⾼発現群 472 例と低発現群 472

例に割り付けた。Kaplan-Meier 法による解析を⾏ったところ、ITGA11 ⾼発現群は低

発現群に⽐べて統計学的に有意に短い OS を認めた (図 12A、Log Rank test, P = 0.032)。

I 期⾮⼩細胞肺癌 510 例を、⾼発現群 255 例、低発現群 255 例に割り付け、Kaplan-

Meier 法による解析を⾏ったところ、ITGA11 ⾼発現群は低発現群に⽐べて OS が短

い傾向であったが、統計学的な有意差を認めなかった (図 12B、Log Rank test, P = 

0.085)。 
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図 12. 中央値で分類した The Cancer Genome Atlas database における Integrin α11 の発現
量と Overall Survival 
(A) 全症例 (N = 994)、(B) I 期症例 (N = 510)。全症例において、ITGA11⾼発現群は低
発現群に⽐べて統計学的に有意に短い OS を認めたが、I 期症例では ITGA11 ⾼発現
群は低発現群に⽐べて OS が短い傾向であるものの統計学的な有意差を認めなかった。 
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4. 細胞株の機能解析 

4-1. ITGA11 強制発現細胞の作成 

 肺腺癌細胞株 H23、H441 にレンチウイルスベクターを⽤いて ITGA11 を強制

発現した細胞株から total RNA を抽出し、cDNA を合成後リアルタイム PCR を⾏い、

ITGA11 の mRNA 発現量を定量した (図 13)。両細胞株においてコントロールの細胞

と⽐較して ITGA11 強制発現細胞で発現量が上昇していることを確認した (H23: P < 

0.001, H441: P = 0.001)。 

 

 

 

図 13. Integrin α11強制発現細胞とコントロール細胞の ITGA11 発現量 
(A) H23 細胞、(B) H441 細胞における ITGA11 mRNA 発現量。BOX は Interquartile 
Range (IQR) 、Whisker は 75 パーセンタイル + 1.5 * IQR もしくは、25 パーセンタイ
ル - 1.5 * IQR を表す。N = 3。**P < 0.01; ***P < 0.001。 
  

***

(A) H23 (B) H441

**

ΔC
t

ΔC
t



 

 55 

4-2. ITGA11 強制発現細胞における細胞形態 

ITGA11 強制発現することによって細胞の形態学的変化は認めなかった。細胞

の⾯積を測定したところ、コントロールに⽐べて ITGA11 の強制発現により、コラー

ゲンコートの有無に関わらず、細胞の⾯積が⼤きくなる傾向を認めた (図 14, None: P 

= 0.028, Collagen: P = 0.001)。ITGA11 発現量による細胞⾯積の影響を検討するために

分散分析をおこなったところ、ITGA11 発現量、コラーゲンコートによる細胞⾯積へ

の影響は有意であった (F(3, 8) = 83.937, P < 0.001)。Tukey を⽤いた多重⽐較では、コ

ラーゲンコートの有無の条件下で ITGA11強制発現とコントロールの間に有意差があ

り、ITGA11強制発現により細胞の⾯積が⼤きくなると考えられた (Blank: P = 0.028, 

ITGA11: P = 0.001)。 
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図 14. Integrin α11強制発現細胞とコントロール細胞の⾯積の⽐較 
縦軸は細胞⾯積、横軸は培養プレートのコラーゲンコートの有無を表す。コラーゲ
ンコートの有無に関わらず、ITGA11 強制発現 H23 細胞でコントロールの H23 細胞
に⽐べて統計学的に有意に細胞⾯積が⼤きくなる傾向を認めた。BOX は Interquartile 
Range (IQR) 、Whisker は 75 パーセンタイル + 1.5 * IQR もしくは、25 パーセンタイ
ル - 1.5 * IQR を表す。N = 3。*P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001。 
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4-3. ITGA11 強制発現細胞における上⽪間葉転換関連遺伝⼦の変化 

ITGA11強制発現することによって TGF-β シグナル、上⽪間葉転換関連の遺伝

⼦が変化するか調べるために、TGF-β シグナル関連遺伝⼦および上⽪間葉転換関連

遺伝⼦の mRNA 発現量を定量した。コラーゲンコートプレート上での各細胞の遺伝

⼦発現量を図 13、図 14 に⽰す。H23 細胞、および H441 細胞において、ITGA11 の強

制発現を⾏なってもコントロールと⽐べて TGF-β シグナル関連遺伝⼦、上⽪間葉転

換関連遺伝⼦に有意な変化は認めなかった (図 15、図 16)。プラスチックプレート上

での各遺伝⼦の発現量についても ITGA11強制発現による有意な変化は認めなかった。 
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図 15. Integrin α11強制発現による TGF-βシグナル関連遺伝⼦発現量 
(A)、(C)、(E) H23 細胞、(B)、(D)、(F) H441 細胞におけるコラーゲンコートプレート
上での各遺伝⼦の mRNA 発現量。ITGA11 強制発現によって各遺伝⼦の発現量の有
意な変化は認めなかった。BOX は Interquartile Range (IQR) 、Whisker は 75 パーセン
タイル + 1.5 * IQR もしくは、25 パーセンタイル - 1.5 * IQR を表す。N = 3。  
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図 16. Integrin α11強制発現による EMT 関連遺伝⼦発現量 
(A)、(C) H23 細胞、(B)、(D) H441 細胞におけるコラーゲンコートプレート上での各
遺伝⼦の mRNA 発現量。ITGA11強制発現によって EMT 関連遺伝⼦についても有意
な変化は認めなかった。BOX は Interquartile Range (IQR) 、Whisker は 75 パーセンタ
イル + 1.5 * IQR もしくは、25 パーセンタイル - 1.5 * IQR を表す。N = 3。 
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4-4. ITGA11 強制発現株における細胞増殖能 

細胞増殖能について検討するために、ITGA11 強制発現細胞とコントロールの

細胞を⽤いて、CCK-8 assay、Cell Counter による細胞数測定を⾏なった。CCK-8 assay

において、ITGA11 発現量による細胞増殖の影響を検討するために分散分析をおこな

ったところ有意差を認めなかった (図 17A・B、H23: F(3, 106) = 0.961, P = 0.414, H441: 

F(3, 106) = 1.004, P = 0.394)。Cell Counter による細胞数測定でも同様に分散分析を⾏

ったが有意差は認めておらず (図 17C・D、H23: F(3, 44) = 0.081, P = 0.970, H441: F(3, 

44) = 0.060, P = 0.981)、ITGA11 の強制発現は細胞増殖能に影響を与えないと考えられ

た。 
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図 17. Cell counting kit-8 を⽤いた細胞増殖アッセイ 
(A) H23 細胞、(B) H441 細胞の Cell counting kit-8 アッセイ、および、(C) H23 細胞、
(D) H441 細胞の Cell counter による細胞増殖アッセイ。縦軸は吸光度もしくは細胞数、
横軸は時間を表す。実線はコラーゲンコートしたプレート上、破線はプラスチック
プレート上での培養を表す。データは平均値 ± 標準誤差で示した。Cell counting kit-8
アッセイ、N = 5。Cell Counter による細胞増殖アッセイ、N = 3。 
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4-5. ITGA11 強制発現株における細胞遊⾛能 

次に ITGA11 強制発現細胞とコントロールの細胞を⽤いて、wound healing 

assay により細胞遊⾛能を評価した。ITGA11 発現量による細胞遊⾛能への影響を検

討するために分散分析をおこなったところ、ITGA11 発現量とコラーゲンコートによ

る細胞遊⾛能への影響は有意であった (H23: F(3, 12) = 41.536, P < 0.001, H441: F(3, 24) 

= 7.075, P = 0.001)。Tukey を⽤いた多重⽐較では、コラーゲンコートしていないプラ

スチックプレート上で細胞遊⾛能は H23 細胞、および H441 細胞で ITGA11 発現量に

よる有意な差は認めなかった (図 18, H23: P = 0.997, H441: P = 0.066)。しかし、コラー

ゲンコートしたプレート上で評価すると、両細胞株で ITGA11強制発現細胞はコント

ロールの細胞に⽐べて有意に遊⾛能が⾼くなっていた (H23: P = 0.012, H441: P = 0.018)。 
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図 18. Wound healing assay による細胞遊⾛能の評価 
(A) H23 細胞、(B) H441 細胞の細胞遊⾛能。縦軸は Gap closure rate、横軸は培養プレ
ートのコラーゲンコートの有無を表す。両細胞で ITGA11 強制発現細胞とコントロー
ルの細胞を⽐較すると、プラスチックプレート上では細胞遊⾛能に有意な差は認め
なかったが、コラーゲンコートしたプレート上では ITGA11 強制発現細胞の遊⾛能が
有意に⾼かった。データは平均値 ± 標準誤差で示した。A; N = 4、B; N = 7。*P < 
0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001。 
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4-6. ITGA11 強制発現株における細胞浸潤能 

最後に、ITGA11 強制発現 H23 細胞とコントロールの H23 細胞を⽤いて細胞

浸潤能を評価した。ITGA11 強制発現細胞とコントロールの細胞について、細胞浸潤

した細胞と細胞遊⾛した細胞の⽐を測定したところ、ITGA11 強制発現細胞はコント

ロールの細胞に⽐べて有意に浸潤能が⾼くなっていた (図 19, P = 0.047)。 

 

 

 

図 19. Invasion assay による細胞浸潤能の評価 
縦軸の Invasion ratio はコラーゲンフィルターを浸潤した細胞数とプラスチックフィ
ルターを遊⾛した細胞数の⽐を表す。ITGA11 強制発現細胞とコントロールの細胞を
⽐較すると、ITGA11 強制発現細胞の浸潤能は有意に⾼かった。データは平均値 ± 標
準誤差で示した。N = 10。*P < 0.05。 
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考察 

 

1. 本研究の意義 

 本研究で ITGA11 と⾮⼩細胞肺癌の術後予後について検討した。我々は、当院

における⾮⼩細胞肺癌の⼿術検体を⽤いて、ITGA11 のリアルタイム PCR による発

現測定と肺腺癌の術後予後との関係について評価を⾏い、ITGA11 ⾼発現症例で術後

再発が多くなることを発⾒した。さらに、TCGA database から得られた RNA 

sequencing の結果を⽤いた in silico による解析でもこの結果と⼀貫しており本研究の

妥当性を⽰している。また、肺癌細胞株を⽤いた機能解析では ITGA11 強制発現によ

り細胞遊⾛能と浸潤能が亢進することが⽰された。以上より、⾮⼩細胞肺癌の

ITGA11 ⾼発現は細胞遊⾛と浸潤をしやすくさせることで、術後再発に関連している

と考えた。癌細胞そのものにおける ITGA11 の発現と機能について検討した報告は過

去になく、本研究の結果は⾮常に意義深いと考える。 

 

2. 本研究結果と臨床との関連 

Integrin は肺癌に限らず各種癌腫の腫瘍の進展、転移に重要な機能をもつ。癌

細胞における異常な Integrin 発現が癌細胞周囲の微⼩環境への細胞接着を変化させ、

癌進展を促進させると考えられる [59]。過去の研究では Integrin α2β1 の発現が胃癌細
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胞、膵癌細胞において、コラーゲン基質上で細胞の遊⾛能と増殖能の上昇に関係し

ていた [73, 74]。また、ITGA11 は転移性悪性⿊⾊腫に発現していることが知られて

おり、Integrin α1、α2、α11 などのコラーゲン受容体の発現が予後の悪化と関連して

いた [75]。本研究では⾮⼩細胞肺癌において原発巣での ITGA11 の発現が予後の悪化

と関連することを我々の施設の臨床検体と TCGA database を⽤いて⽰した。さらに、

I 期の症例についても ITGA11 の⾼発現が予後に関連していることも証明した。これ

らの結果から、ITGA11 は⾮⼩細胞肺癌の術後の予後予測マーカーになりうると考え

られた。肺癌においては根治⼿術後に補助化学療法を追加することで再発率と予後

が改善することが知られているが [76, 77]、どのような症例で⾏うべきかコンセンサ

スはない。現在、根治的⼿術後の再発を予測する因⼦は病理学的病期という形態学

的なもので評価されており、分⼦⽣物学的なバイオマーカーが発⾒されることで術

後化学療法を追加する症例を適切に選択できる可能性がある。 

 

3. Integrin α11 の機能 

Integrin α11 は間葉系細胞において、細胞進展、細胞遊⾛やコラーゲン基質の

リモデリングに関連する [60, 78]。線維芽細胞で ITGA11 を⽋失させるとコラーゲン

基質上の細胞接着能や細胞の伸展が抑制されると報告されており、本研究において 

ITGA11 強制発現細胞で細胞の⾯積が⼤きくなる結果は妥当と考えられた。また、

myofibroblasts において ITGA11 をノックダウンさせると、TGF-β によって誘導され
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る分化マーカーである α-smooth muscle actin (α-SMA) や Collagen I の発現が抑制され、

細胞遊⾛能が低下されることが⽰されている [62]。膵癌においては CAFs で ITGA11 

が発現しており、CAFs の前駆細胞と考えられている Pancreatic stellate cells で ITGA11

のノックダウンすることによって遊⾛能が低下したと報告されている [79]。さらに、

CAFs における ITGA11 の発現は腫瘍間質のコラーゲンの硬度に影響を与えることで、

⾮⼩細胞肺癌の進展を促進すると報告されている [66]。腫瘍細胞そのものにおける 

ITGA11 の発現についてはほとんど報告されてなかったが、Westcott らにより ITGA11 

が乳癌の collective invasion に関連する重要な浸潤促進遺伝⼦であると報告されてお

り、癌細胞そのものにおける ITGA11 発現が癌の進展に関与する可能性が⽰唆された 

[80]。本研究では肺癌細胞株において ITGA11 の発現によって形態学的な変化や細胞

増殖能に影響がない⼀⽅で、他の Integrin と同様にコラーゲン基質上で細胞遊⾛能と

浸潤能の上昇を認めた [73, 74]。TGF シグナルと EMT に関連する遺伝⼦の発現につ

いて検討したところ、ITGA11 の強制発現細胞とコントロール細胞において、EMT 関

連転写因⼦である、SNAI1、ZEB1 の発現や E-cadherin、Vimentin などの発現は変化

していなかった。そのため、ITGA11 の発現は EMT を誘導するのではなく ECMへの

細胞接着能の変化やコラーゲンのリモデリングなどの機序により、細胞遊⾛や浸潤

に関連していると考えられた。 
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4. 臨床病理所⾒との関係 

本研究では in vitro の実験において、ITGA11 の強制発現することによって細

胞遊⾛能、浸潤能の上昇を認めたにも関わらず、臨床検体における ITGA11 の発現量

と⾎管浸潤、リンパ管浸潤に関しては統計学的な有意差を認めなかった。腫瘍細胞

が⾎管内への浸潤 (Intravasation) するためには、腫瘍細胞が原発巣から離れて細胞外

基質を浸潤し、その後⾎管内⽪細胞のタイトジャンクションを通過するという複数

のプロセスを経る必要がある [81, 82]。⾎管内⽪細胞のタイトジャンクションを通過

するためには、腫瘍細胞と⾎管内⽪細胞の相互作⽤によるタイトジャンクションの

調整を必要 と す る  [83, 84] 。過去の報告で は腫瘍か ら 分泌さ れ る matrix 

metalloproteinase 1 (MMP-1) が endothelial proteinase-activated receptor 1 (PAR1) を活性化

し、内⽪細胞の通過性を調節しており、⾎管への intravasation が起こりやすくなると

されている [85]。今回の研究の結果からは ITGA11 の発現のみでは⾎管浸潤やリンパ

管浸潤を起こすのは不⼗分であり、他の複合的要因が加わることによって⾎管浸潤

やリンパ管浸潤が⽣じる可能性が⽰唆された。 

 

5. 研究の限界と今後の発展の⽅向性 

 本研究ではいくつかの Limitation が考えられる。1 つ⽬は、本研究の臨床検体

は⾮⼩細胞肺癌患者のうちでも切除可能であった症例なので、⼤部分が I 期、II 期の

症例である。進⾏肺癌の症例数が少ないため、本研究の結果を⾮⼩細胞肺癌全症例
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に⼀般化することは難しい。2 つ⽬の問題点として、ITGA11 の発現量と RFS につい

て後ろ向きに解析した研究である。3 つ⽬に、ITGA11 の発現によって細胞株におけ

る遊⾛能、浸潤能が上昇したが、病理学的に脈管浸潤に差を認めなかった結果から、

臨床検体の解析において検出⼒の不⾜があった可能性がある。4 つ⽬に、本研究では

ROC曲線を⽤いたカットオフ値により RFS および OS について検討した。臨床検体、

TCGA データベースにおいて、中央値で分けた場合には⼀部有意差を認めないデー

タがあった。ROC 曲線によりカットオフ値を設定することにより、予測の精度を過

⼤評価している可能性がある。5 つ⽬の問題点は肺癌切除例の臨床検体を⽤いた研究

ということである。切除検体を⽤いているため腫瘍組織⽚は純粋な肺癌細胞のみで

はなく、線維芽細胞や⾎球細胞などの正常細胞も含まれる heterogeneous な細胞集団

である。そのため、本研究で抽出した RNA は組織全体での平均の発現量を⽐較して

いるに過ぎない。本研究の妥当性を⽰すためには肺癌組織における ITGA11 の発現に

ついて検討する必要があったが、適切な抗体が⾒つからなかったことから免疫染⾊

などによる ITGA11 発現の局在について検証が不⼗分になってしまった。最後に、本

研究では in vivo の研究を⾏なっていないことが限界として挙げられる。 

今後の研究の⽅向性としては、本研究は強制発現系のみの検討であったため

siRNA や CRISPR-Cas9 などの⼿法を⽤いて抑制系を樹⽴し細胞遊⾛能が抑制される

か検討が必要であろう。また、本研究は mRNA レベルでの検討であり、タンパク発
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現についても検討する必要がある。抗体については製造されているもので肺癌組織

の免疫染⾊を試みたが特異的な染⾊が困難であった。今後、適切な抗体を⼊⼿でき

れば、⾼発現症例での免疫染⾊を検討したい。また、肺癌組織における発現の局在

を検討するために in situ hybridization や laser microdissection による検証も考えられた。

さらに、xenograft model の作成により⽣体内での機能解析についても検討すべきだと

考える。ITGA11 の腫瘍に関する機序を解明することは、肺癌の理解の⼀端が深まる

ことに加えて、ITGA11 の発現上昇のある肺癌症例において、新たな治療の開発につ

ながる可能性があると考えられる。  
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結語 

 

ヒト肺癌⼿術症例において Integrin α11 の⾼発現症例では術後再発が多く、その機序

として肺癌細胞における Integrin α11 の発現が遊⾛能・浸潤能を上昇させることによ

ると考えられる。 
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