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要旨 

グルタチオンは細胞内の酸化還元状態維持や毒物の細胞外排出促進に関わる重要な

分子で、その合成には CD44 の splicing variant である CD44v8-10 と xCT、GCLC など

が関与している。肺腺癌細胞株にこれらの遺伝子を強制発現するといずれも対照に比

べシスプラチンへの耐性を示した。一方、肺腺癌手術検体からこれらの遺伝子の

mRNA 発現量を定量し、上位 25%を高発現群、下位 75%を低発現群として予後を比較

すると無再発生存率、全生存率ともにいずれの遺伝子も有意差を認めなかったが、再

発後治療例に限った再発後生存率では唯一 GCLC の高発現群が予後不良であった。肺

腺癌のシスプラチン耐性にはこれらの遺伝子が関与している可能性があり、GCLC は

肺腺癌における治療効果予測因子となりうる。 
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序文 

1．肺腺癌治療の現状 

肺癌は全世界的に最も多い癌で、2012 年の統計では全ての悪性腫瘍の 13%を占め、

死亡数も男性では 1 位、女性でも乳癌に次いで 2 位と予後不良である(1)。組織型は我

が国では腺癌が多く 60%以上を占める(2)。肺癌の治療は可能であれば肺葉切除とリ

ンパ節郭清などの根治切除を行うが、3 割以上が診断時に切除不能であり(2)、また術

後再発も少なくない。従来切除不能・再発肺癌にはシスプラチンを始めとする白金製

剤を軸とした 2 剤併用療法が行われてきた。 

近年非小細胞性肺癌、特に肺腺癌においては腫瘍増殖に有利に働く遺伝子変異が多

数見つかっており(3-7)、それらに対する分子標的治療薬が開発され、切除不能・再発

肺癌の生存期間は飛躍的に延長した(8)。しかしながらこれらの既知の遺伝子変異を持

つ肺癌は、腺癌に限っても 6 割程度と考えられ（表 1）、残りの患者には一次治療とし

て従来の白金製剤を含む治療が選択される。 

表 1. 肺腺癌にみられる代表的な遺伝子変異の頻度 

変異遺伝子 肺腺癌での頻度 

EGFR 49% (9) 

EML4-ALK 融合遺伝子 2.9‒7% (5, 7) 

ROS1 2.6% (7) 

BRAF 1% (6) 

  

また、分子標的治療薬の奏効例においても、時間の経過ともに耐性化が起きること

が知られており、その機序についての研究も多数報告され(10, 11)、一部の耐性化した
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細胞に対しても抗腫瘍効果を発揮する新薬も続々と開発・実用化されている(12)。し

かしながら多くの耐性化した腫瘍では、従来の白金製剤を含む治療が 2 次、3 次治療

として行われている。 

シスプラチンを含む治療は、分子標的治療薬と比較して副作用も強く(8)、奏功率が

3 割程度(13)と芳しくなく、このことは他に選択肢のない肺癌患者の予後を不良にし

ている。シスプラチンの治療効果を予測する因子を解明することは、シスプラチン感

受性を高めるための新たな治療標的を生む可能性があり、予後改善に寄与することが

期待される。 

 

2. 肺腺癌における癌幹細胞（cancer stem cell: CSC）仮説 

CSC が初めて注目されたのは、急性骨髄性白血病における報告であった(14)。正常

造血幹細胞と同じ表面抗原の発現型（CD34+CD38-）を持つヒト白血病細胞を免疫不全

マウスに移植すると、白血病細胞を再生産できることが示された。このことから CSC

は正常幹細胞由来であるという仮説が立てられ、固形腫瘍でも研究が進められること

になった。造血器と異なり固形腫瘍の発生する臓器では正常幹細胞自体が解明されて

いないものも多く、正常幹細胞が突然変異により癌化したものが CSC であるという

仮説が適用できない固形腫瘍も多いように思われた。そこで慢性骨髄性白血病の急性

転化にみられるような、幹細胞から分化途中にある細胞が変異により自己複製能を再

獲得したものがCSCとしてふるまうということも考えられている。CSCの定義は2006
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年の American Association for Cancer Research Cancer Stem Cells Workshop で整理された

(15)。これによると「自己複製能を持ちながらも、腫瘍に含まれる均一でない細胞を

生産することができる、腫瘍内の細胞」とある。Al-Haji らの乳癌による研究(16)では、

ヒト乳癌組織より分離したCD44+CD24-/low腫瘍細胞を免疫不全マウスに移植するとわ

ずか細胞 100 個程度の移植でもヒト乳癌と同様の不均質な腫瘍を形成し、それ以外の

発現型の腫瘍細胞では 1 万個の移植でも腫瘍を形成できなかったことから、

CD44+CD24-/low細胞は CSC の性質を持つことが示された。その後数多くの固形癌にお

いて CSC の同定に関する研究が報告されている（表 2）。 

表 2. 各種 CSC を同定する細胞表面マーカー 

癌種 細胞表面マーカー 

乳癌 CD44+CD24-/low(16) (17) 

ALDH1(18) 

大腸癌 CD133+(19) 

EpCAM+CD44+CD166+(20) 

ALDH1+(21) 

膵癌 CD44+CD24+EpCAM+(22) 

CD133+CXCR4+(23) 

肺癌 SP(24) 

CD133+(25) 

ALDH1+(26) 

CD44+(27) 

頭頚部扁平上皮癌 CD44+(28) 

神経膠腫 CD133+(29) (30) 

ALDH1: aldehyde dehydrogenase isoform 1, EpCAM: 

epithelial cell adhesion molecule, CXCR4: C-X-C motif 

chemokine receptor 4, SP: Hoechst 33342 染色抵抗性細胞群  
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肺癌においても CSC マーカーの候補となる細胞表面マーカーの発現状況について

検討がされ、組織型によりその発現状況が異なることが知られている（表 3）。 

表 3. CSC マーカーの肺癌における発現状況（文献(31)より改変） 

CSC マーカー 非小細胞肺癌 小細胞肺癌  

 腺癌 扁平上皮癌 大細胞癌  文献 

CD133 + + + + (25) (26) 

CD44 + +  + (27) 

SP + + +  (24) 

ALDH1 + + + + (26) 

      

CSC は治療耐性の面でも注目されている。正常幹細胞は自己複製能を持ちながらも

通常は G0 期で停止しており、細胞分裂はあまり活発ではないことが知られている。

CSC も同様の性質を持っているとすれば、細胞分裂の活発な腫瘍細胞の DNA 修復や

合成を妨げることにより効果を発揮する多くの殺細胞性抗腫瘍薬や放射線治療には

耐性を持つ(32)。実際、乳癌において殺細胞性薬剤を投与すると腫瘍内の CD44+CD24-

/low の細胞集団の割合が増えることが示された(33)。腫瘍内でこのような性質を持つ

CSC の比率が高ければ治療抵抗性や転移・増殖能に影響を与え、予後不良となること

が予想され、実際に結腸直腸癌(34)や乳癌(18)、膵臓癌(35)、神経膠腫(36)などでは予

後不良との報告もある。しかしながら既報において腫瘍内で高発現が予後不良因子と

なる CSC マーカーは、肺癌においては報告が一定していない（表 4）。 
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表 4. CSC マーカーと肺癌の予後 

著者 

発行年 

組織型 

症例数 

予後 

CD133 ALDH1A CD44 

Salnikov(37) 

2010 

ADC 

32 例 

有意差なし - - 

Woo (38) 

2011 

I 期 ADC 

177 例 

不良 - - 

Herpel(39) 

2011 

I, II 期 NSCLC 

133 例 

有意差なし - - 

Ko (40) 

2011 

ADC 

82 例 

- - CD44s 不良 

Dimou (41) 

2012 

NSCLC 

430 例 

- 良好 - 

Okudela (42) 

2012 

ADC 

177 例 

不良 不良 不良 

Sowa (43) 

2015 

ADC 

239 例 

不良 有意差なし 有意差なし 

Shinohara (44) 

2016 

NSCLC 

261 例 

- - CD44v6 は不良 

CD44s は差なし 

Park (45) 

2016 

ADC+Sq 

368 例 

不良 良好 有意差なし 

ADC: 腺癌、Sq: 扁平上皮癌、NSCLC: 非小細胞性肺癌 

 

CSC の薬剤耐性に関しての研究は、患者の腫瘍内での割合が少ないことや培養する

と不均質な腫瘍細胞集団へと変化してしまうことから難しいようであるが、ATP-

binding cassette（ABC）トランスポーターの高発現による薬剤排出促進(46)や DNA 修

復亢進などの機序が考えられている。これらに加え、石本らは CD44 に関して、その

スプライシングバリアントである CD44v8-10 がグルタチオン産生を増加させること

により酸化ストレスや薬剤への耐性を導いていると報告した(47)。 
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3. グルタチオン合成経路と酸化ストレス応答 

グルタチオンは抗酸化物質として知られ、細胞内では還元型（GSH）と酸化型（GSSG）

の平衡状態が保たれている。放射線照射や低酸素状態など活性酸素種や過酸化物の発

生する状況においては、GSH はそれらを直接還元し自らは GSSG に変換されていく

（図 1A）。GSSG が増加して平衡状態が保てない場合、細胞外へ排出されるようにな

っている。また、還元型グルタチオンのチオール基（SH 基）は細胞内に入ったシス

プラチンなどの親電子性有害物質と親和性が高く（グルタチオン抱合）、無毒化する

ことができる（図 1B）。グルタチオン抱合を受けた有害物質は、ABC トランスポータ

ーのひとつである MDR-1（Multi Drug Resistance-1）などを介して細胞外へ排出され

る。 

 

図 1. グルタチオンの代謝経路 

A. 還元型グルタチオン（GSH）はフリーラジカルや過酸化

物を直接還元して無毒化し、酸化型グルタチオン（GSSG）

に変換される。GSSG は NADPH（還元型ニコチンアミドア

デニンジヌクレオチドリン酸）により還元される。 

B. 親電子性の有毒物質 X が DNA 等に傷害を与える前に、

グルタチオン S トランスフェラーゼによりグルタチオン抱合

を受け、無毒化される。 



10 

 

グルタチオンはグルタミン酸、システイン、グリシンの 3 アミノ酸からなるトリペ

プチドであるが、グルタミン酸とシステインの結合は通常のペプチド結合とは異なる

γグルタミル結合の形をとる（図 2）。 

 

図 2. グルタチオン合成経路 

GCL: glutamate-cysteine ligase, GSS: glutathione synthetase. 

システインのアミノ基は通常のペプチド結合とは異なりグル

タミン酸の側鎖側のカルボキシル基と結合する γ グルタミル

結合の形式をとる。 

 

この結合を触媒する酵素が glutamate-cysteine ligase（GCL）であり、グルタチオン合

成の律速酵素となっている。GCL は触媒活性を持つ catalytic subunit（GCLC）と分子

量の小さい modifier subunit（GCLM）の 2 量体の形を取っている。グルタチオンは細
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胞にとってシステインの供給源にもなっているが、グルタチオン濃度を増加させるに

はメチオニンから変換してシステインを合成するか、細胞外から取り込む必要がある

(48)。細胞外からシステインを供給する場合、シスチン（システインの 2 量体）とし

てシスチントランスポーターxC(-)を通して取り込む。xC(-)は xCT と CD98hc のサブ

ユニットに分かれ、卵巣癌の細胞株でシスプラチン感受性株との比較により耐性株で

これらの発現が亢進し、シスチンの取り込み、細胞内 GSH 濃度ともに上昇している

ことが報告されている(49)。 

一方、癌幹細胞マーカーとしても注目された CD44 は膜 1 回貫通型タンパクでヒア

ルロン酸の受容体として知られるが、細胞外ドメインの大きさが異なるスプライシン

グバリアントが複数あることが知られている（図 3）。 

 

図 3. CD44 の pre-mRNA とスプライシングバリアント v8-10 

CD44s: standard form of CD44. CD44v8-10 以外にも CD44v3, 

CD44v6 などが知られている 

 

石本らはマウス胃癌モデルにおいて CD44v8-10 が xc(-)のサブユニット xCT と結合

することにより細胞膜上に安定化することを示し（図 4）、それによりグルタチオンの

原料であるシスチン（システインの 2 量体）の細胞内取り込みが増加し、細胞が酸化

ストレス抵抗性を持つことを示した(47)。 
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図 4. シスチントランスポーターxc(-)と CD44v8–10 の模式図

（文献(47)より改変） 

CD44 の青い部分は standard form や他のバリアントと共通で、

橙の部分が variant exon v8-10 のコードする部位。xC(-)はグル

タミン酸を細胞外に放出し、シスチンを細胞内に取り込むト

ランスポーターである。 

 

一部のリンパ腫においてサラゾスルファピリジンの抗腫瘍効果が示され、その機序

が xC(-)の阻害によるものであることが報告されてから(50)、サラゾスルファピリジン

は抗炎症剤としてだけではなく xC(-)の阻害剤としても注目されるようになった。

CD44v8-10 が発現している腫瘍細胞では xCT の安定化による酸化ストレス耐性化機

序に依存している可能性があり、xC(-)をサラゾスルファピリジンで阻害すると抗腫瘍

効果が得られることが、頭頚部扁平上皮癌細胞株での検討で示されている(51)。胃癌

では臨床試験も行われ(52)、サラゾスルファピリジンの投与により腫瘍内 CD44v8-10

陽性細胞の減少がみられた。肺癌でも進行非小細胞性肺癌に対してシスプラチン＋ペ

メトレキセート療法にサラゾスルファピリジンを併用する第 I相試験が行われ、奏効

率 26.7%、無増悪期間中央値 11.7 ヶ月と比較的良好な結果が出ている(53)。 

以上の背景から、本研究では、1）肺腺癌の予後における CSC マーカーの意義を再
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検討し、2）CD44v8-10 およびこれに関連したグルタチオン合成経路に関わる遺伝子

である GCLC、xCT は肺腺癌の予後因子となりうるか、3）肺腺癌細胞株においてこ

れらの遺伝子を強制発現するとシスプラチン感受性に影響を与えるか、を検証するこ

とを目的とした。 
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方法 

1. 肺腺癌手術検体 

1-1. 検体採取 

東大病院呼吸器外科にて 2007年 4月から 2013年 8月に根治手術を行った病理病期

IB 以上の肺腺癌症例において、検体提供に書面による患者の同意が得られ、かつ十分

な組織量があり次項 1-2 に述べる抽出法で 8 μg 以上の RNA が抽出できた 92 例を解

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）承認を受けてい

る。摘出された肺は、肉眼的に確認した腫瘍部分から 5～10mm 大の組織片を採取し、

RNAlater® Solution（Ambion USA）に一晩浸漬したのち-20°C で保管した。また、コ

ントロールとして良性の結節性肺病変を理由に切除された 3 症例（肉芽腫、器質化肺

炎、クリプトコッカス症各 1 例）の背景肺（非病変部）を採取し、同様に処理して保

管した。 

1-2. RNA の抽出 

 保管されていた組織を 1 ml の RNAiso Plus（タカラバイオ）とともにセラミックビ

ーズ入りチューブ（CKMix, Bertin Instruments. France）に入れ、組織破砕装置 Precellys 

24（Bertin Instruments）で毎秒 6500 回の振動を 23 秒、interval 15 秒ののち再度 23 秒

の振動を与え、破砕し懸濁した。遠心後の上清に 200 μL のクロロホルム（和光純薬工

業）を加え懸濁、遠心ののち水相を回収し、500 μL のイソプロパノール（和光純薬工



15 

 

業）で 40 μg のグリコーゲン（和光純薬工業）と共沈させ、沈殿を 80%エタノール（和

光純薬工業）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。 

1-3. 定量的 PCR（polymerase chain reaction）による発現量の評価 

 組織より抽出した total RNA のうち 1 μg を用いて 20 μL の cDNA を合成した。まず

total RNA を DNase I（Thermo Fisher Scientific）で処理して混入した DNA を分解した。 

＜Total RNA の DNase 処理＞  

Total RNA 1 μg  

DNase I 1 μL  

DNase buffer 1 μL  

DEPC 処理水 up to 10 μL 室温 15 分 

EDTA (25 mM pH 8.0) 1 μL 65°C 15 分 

 EDTA を加えて DNase を失活させたのち、ランダムプライマー（プロメガ）と dNTP 

mix を加えてアニールさせ、逆転写を行った。逆転写酵素は SuperScript® III Reverse 

Transcriptase（Thermo Fisher Scientific）を、RNase inhibitor は RNase OUT（Thermo Fisher 

Scientific）を使用した。 

＜逆転写反応＞  

Total RNA（DNase 処理後） 11 μL  

Random primers 0.5 μL  

dNTP mix（20mM each） 0.5 μL  

DEPC 処理水 2 μL 65°C 5 分→氷冷 

SS III RT 1 μL  

First strand buffer 4 μL  

RNase OUT 1 μL  

Total 20 μL 25°C 5 分→50°C 50 分→70°C 15 分 
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 大腸癌や乳癌で CSC のマーカーとして使用されている CD133、ALDH1A1、CD44

と、グルタチオン合成関連遺伝子（GCLC、xCT、CD44v8-10）の発現量の定量を行っ

た。定量的 PCR に用いるプライマーの設計は、National Center for Biotechnology 

Information が web 上に公開している primer 設計ツール  primer-BLAST（https:// 

www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/） で候補を絞り込み、Tm 値や GC 含有率をな

るべく揃えるようにして選定した。CD44 に関しては、全てのスプライシングバリア

ントに共通な exon 2～3 にまたがる領域を増幅する all CD44 のセットと、variant exon 

8～10 にまたがる領域を増幅する CD44v のセットを設計した。表 5 に各遺伝子のプラ

イマー配列を示す。 

表 5. 定量的 PCR に使用したプライマーの配列 

遺伝子名 配列 

GAPDH Forward 5’-CACCACCAACTGCTTAGCAC-3’ 

 Reverse 5’-TGGCAGGTTTTCTAGACGG-3’ 

GCLC Forward 5’-ACGGAGGAACAATGTCCGAG-3’ 

 Reverse 5’-TACTGAAGCGAGGGTGCTTG-3’ 

xCT Forward 5’-CAGGAGAAAGTGCAGCTGAA-3’ 

 Reverse 5’-CTCCAATGATGGTGCCAATG-3’ 

all CD44 Forward 5’-TCGCTACAGCATCTCTCGGA-3’ 

 Reverse 5’-TGCTGCACAGATGGAGTTGG-3’ 

CD44v Forward 5’-GGACAGGACAGGACCTCTTTC-3’ 

 Reverse 5’-CTGCTTTCCTTCGTGTGTGG-3’ 

CD133 Forward 5’-CCTTCATCCACAGATGCTCCTAA-3’ 

 Reverse 5’-TAATAAACAGCAGCCCCAGGAC-3’ 

ALDH1A1 Forward 5’-CTGCCGGGAAAAGCAATCTG-3’ 

 Reverse 5’-TCTTAGCCCGCTCAACACTC-3’ 
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 cDNA の定量的 PCR は THUNDERBIRD® SYBR qPCR Mix（タカラバイオ）を用

いて SYBR® Green 法で行った。PCR 反応と測定、解析は Applied Biosystems 7500 Fast 

Real-Time PCR System（Applied Biosystems）を使用して、以下の protocol で行った。 

＜PCR 反応液の調整＞    

cDNA 2 μL 3 反応分   

Forward primer (5 μM) 4 μL    

Reverse primer (5 μM) 4 μL    

Master mix 25 μL 95°C 60 秒  

Nuclease free water 15 μL 60°C  30 秒 40 cycle 

Total 50 μL 72°C 45 秒  

 全てのサンプルはプライマーセットごとに triplicate し、X-Rhodamine を passive 

reference にして分注誤差の補正を行った。また、40 cycle 終了後に解離曲線分析によ

る PCR 産物の検証を行った。このようにして得られた各症例の各遺伝子の Ct 値を、

GAPDH (Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase) を内在性コントロールとして、非

癌病変 3 症例の背景肺の平均値を基準に、-ddCt 法により定量した。 

 発現量と臨床病理学的特徴や予後との関係の解析においては、各遺伝子の発現量上

位 25% (23 例) を高発現群、下位 75% (69 例)または 25% (23 例) を低発現群とした。

また、グルタチオン合成関連遺伝子として CD44v8-10, xCT, GCLC については、3 つ

すべてが非癌病変 3 症例の背景肺の平均値より高く発現している症例（9 例）を高発

現群とし、すべてが低い症例（28 例）を低発現群とした。 
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1-4. 臨床的および病理学的調査項目 

 患者カルテから手術当時の年齢、性別、喫煙習慣、腫瘍径、TNM 分類における病理

学的 T 因子、N 因子、病理病期、脈管侵襲の有無、EGFR 遺伝子変異の有無、再発の

有無、再発形式、再発後の治療、転帰についての情報を収集した。また、無再発生存

期間（Recurrence-free survival: RFS）は肺切除の日から CT 等の画像診断により再発が

確認された日までの期間、全生存期間（Overall survival: OS）は肺切除の日から死亡日

あるいは最終生存確認日までの期間、再発後生存期間（Post recurrence survival: PRS）

は再発が確認された日から死亡日あるいは最終生存確認日までの期間とした。肺癌以

外の原因による死亡は打ち切り例とした。 
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2. Kaplan Meier-plotter（KM plotter）による予後の解析 

オンライン上に公開されている臨床情報付き mRNA 発現データをもとに、Kaplan 

Meier 法を用いて予後を比較する Web ツール KM plotter が公開されている

（http://kmplot.com）(54)。利用可能なデータは Gene Expression Omnibus の Affimetrix

社製マイクロアレイによるデータと European Genome-phenome Archive および The 

Cancer Genome Atlas のデータベース（マイクロアレイだけでなく次世代シーケンサー

による RNA-seq データも含む）を合わせたデータであり、肺癌は 2017 年 10 月の時

点で 2437 例が登録されている。これを用いて CD133, ALDH1A1, CD44, xCT, GCLC の

発現量により予後に差があるかを検討した。選択した probe set はそれぞれ CD133: 

204304_s_at, ALDH1A1: 212224_at, CD44: 212063_at, xCT: 209921_at, 202922_at とし、

すべての遺伝子において発現量上位 25%を高発現群、下位 75%を低発現群とし、組織

型を腺癌に限って根治切除症例を選択し、RFS と OS について解析した（各遺伝子 204

例）。また、このデータベースにおいては非根治手術症例や術後再発症例の治療内容

についての詳細情報がごく一部の症例でしか明らかになっていない。化学療法を施行

したことが分かっている腺癌の症例（根治切除の有無は問わない）に限り OS を解析

した（各遺伝子 36 例）。 

このツールでは群間の比較の検定に Log rank test が、ハザード比の算出は単変量で

Cox 回帰分析が行われる。 
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3. 肺腺癌細胞株 

3-1. 使用細胞株と培養条件 

 先行実験として各種肺腺癌細胞株における酸化ストレス関連遺伝子の発現状況を

調査した。前項 1-2、3 で述べた方法に準じて、細胞株から抽出した total RNA から

cDNA を合成し、臨床検体と同じプライマーセットを用いて定量的 PCR を行った結

果を図 5 に示す。この結果から、本実験で扱う遺伝子群の発現の程度が正常肺組織と

比較して低い NCI-H358 を使用した。 

 

 

図 5. 各種肺腺癌細胞株の発現状況 

肺腺癌細胞株における酸化ストレス関連遺伝子のmRNA発現

状況を示す。比較には FirstChoice® Total RNA Survey Panel

（Applied Biosystems）キット中のヒト肺 total RNA を基準と

し、内在性コントロールに GAPDH を使用した。 

 

ATCC より購入した H358 とその派生株は、RPMI-1640（和光純薬工業）にウシ胎児

血清を 10%加えた増殖培地で、37°C、CO2 5%の環境下で培養した。 

レンチウイルスベクターの作成用に使用したLenti-XTM 293T細胞株（タカラバイオ）

は D-MEM（和光純薬工業）にウシ胎児血清を 10%加えた増殖培地で、37°C、CO2 5%
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の環境下で培養した。 

3-2. cDNA のクローニング 

 グルタチオン合成関連遺伝子として、GCLC、xCT、CD44v8-10（CD44v）を、また

variant との比較のため、CD44 standard isoform（CD44s）の cDNA をクローニングし

た。まず FirstChoice® Total RNA Survey Panel（Applied Biosystems）キット中のヒト肺

および脳由来の RNA 各 1μg から、1-3 に述べた方法により cDNA を合成した。これ

らをテンプレートとし、各遺伝子の coding DNA site を含むように設計したプライマ

ー（表 6）を用いて PCR を行った。プライマー用のオリゴマーはシグマアルドリッチ

社製のものを使用した。 

表 6. クローニングに使用したプライマーの配列 

遺伝子名 配列 

GCLC 前半 Forward 5'-CAGACCGGCAAAGAGAAGC-3' 

 Reverse 5'-TACTGAAGCGAGGGTGCTTG-3' 

GCLC 後半 Forward 5'-ACGGAGGAACAATGTCCGAG-3' 

 Reverse 5'-TGTAGCCAGTTCGTCAATAATGC-3' 

xCT Forward 5'-TTTTATTTTTCCCCCGTGTG-3' 

 Reverse 5'-GCAGATTGCCAAGATCTCAAG-3' 

CD44s Forward 5'-AAACTGCAGCCAACTTCCGA-3' 

 Reverse 5'-AAGATTCGCAATGAAACAATCAGTAG-3' 

CD44v 前半 Forward 5'-AAACTGCAGCCAACTTCCGA-3' 

 Reverse 5'-TGAGAATTACTCTGCTGCGTTGTC-3' 

CD44v 後半 Forward 5'-GACAGGACCTCT TTCAATGACAAC-3' 

 Reverse 5'-AAGATTCGCAATGAAACAATCAGTAG-3' 
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GCLC の前半部分以外は耐熱性ポリメラーゼに KOD-plus-（東洋紡）を使用し添付

文書に沿って 25μLの系で反応させた。GCLC 前半は GC 含有率が高く、KOD-plus-

での増幅が困難であったため、AmpliTaq Gold 360 Master Mix（Thermo Fisher 

Scientific）を用いて、添付の GC enhancer を 10%添加することにより増幅可能となっ

た。表 7 に PCR 反応条件を示す。 

表 7. PCR 反応条件  

配列 PCR サイクル Polymerase 

GCLC 前半 95°C, 10 分→(95°C, 30 秒→60°C, 30 秒

→72°C, 60 秒)×40 cycle→72°C, 7 分 

AmpliTaq 

Gold 360 

GCLC 後半 94°C, 2 分→(98°C, 10 秒→58°C, 30 秒

→72°C, 90 秒)×35 cycle→72°C, 5 分 

KOD-plus- 

xCT 94°C, 2 分→(98°C, 10 秒→60°C, 30 秒

→72°C, 90 秒)×35 cycle→72°C, 5 分 

KOD-plus- 

CD44s 94°C, 2 分→(98°C, 10 秒→55°C, 30 秒

→72°C, 90 秒)×35 cycle→72°C, 5 分 

KOD-plus- 

CD44v 前半 94°C, 2 分→(98°C, 10 秒→50°C, 30 秒

→72°C, 60 秒)×35 cycle→72°C, 5 分 

KOD-plus- 

CD44v 後半 94°C, 2 分→(98°C, 10 秒→60°C, 30 秒

→72°C, 60 秒)×35 cycle→72°C, 5 分 

KOD-plus- 
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GCLC は coding DNA site が長く GC 含有率も不均一であったため、また CD44v に

ついてはスプライシングバリアントの混入を避けるため、数 10 塩基重複するように

して前半と後半に分けて PCR を行い、それらを合わせて overlap extension PCR(55)を

行うことにより全長を得た（図 6）。反応条件はどちらも、40μL の系で、ポリメラー

ゼに KOD-plus-を用い、94°C, 2 分→(98°C, 10 秒→60°C, 30 秒→72°C, 2 分)×30 

cycle→72°C, 5 分とした。 

 

図 6. Overlap extension 法 

長い領域のクローニングでは前半（青＋緑）と後半（緑＋黄）

に分けて別々に PCR を行った後、精製して再度両端のプライ

マーとともに PCR 反応を行う。重複部分（緑）がプライマー

となり伸長反応が起きることで目的の産物（青＋緑＋黄）を

得ることができる。 
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PCR 産物は 1.5%アガロースゲルに電気泳動してバンドを切り出し、Wizard SV Gel 

and PCR Clean-Up System（プロメガ）を用いて精製し、Taq DNA polymerase（New England 

Biolabs Japan）により A-tailing を行った。精製した PCR 産物は TA クローニングの手

法を用いて、pGEM® T-easy vector（プロメガ）に ligation（図 7）し、コンピテントセ

ル（ECOS™ X Competent E. coli DH5α、ニッポン・ジーン）に transform して cDNA の

入ったプラスミドを得た。 

 

図 7. pGEM® T-easy vector と TA クローニング 

 

クローニングした cDNA の配列は FASMAC 社の DNA シーケンス解析サービスを

利用し、NCBI のリファレンス配列（RefSeq）（表 8）と相違ないことを確認した。 

表 8. クローニングした配列の RefSeq ID 

遺伝子 RefSeq ID 

GCLC NM_001498.3 

xCT NM_014331.3 

CD44s NM_001001391.1 

CD44v NM_001001390.1 
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3-3. 強制発現株の樹立 

 細胞株への強制発現には理化学研究所バイオリソースセンターより提供を受けた

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）を用

いた(56)。図 8 に CSII-CMV-MCS-IRES2-Bsd のベクターマップを示す。 

 

図 8. CSII-CMV-MCS-IRES2-Bsd プラスミドのベクターマップ 

橙色の部分に各遺伝子の CDS を挿入した。 

CMV: Human cytomegalovirus immediate early promoter 

Ψ: packaging signal 

5'SD: 5' splicing donor site 

3'SA: 3' splicing acceptor site 

RRE: Rev responsive element 

cPPT: Central polypurine tract 

CTS: Central termination sequence 

IRES2: Encephalomyocarditis virus internal ribosomal entry site 

Bsd: Blasticidin resistance gene 

PRE: Woodchuck hepatitis virus posttranscriptional regulatory element 

del U3: Deletion of enhancer and promoter sequence in the U3 region 

BGH pA: Bovine growth hormone polyadenylation signal 

SV40 pro & ori: SV 40 early promoter and origin 

Zeo: Zeocin resistance gene 

SV40 pA: SV40 polyadenylation signal 

Amp: Ampicillin resistance gene 
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このベクターは multiple clonig site に Nhe I 認識配列（GCTAGC）と EcoR I（GAATTC）

認識配列を持ち、この粘着断端を持つ任意の配列を挿入することができる。また、

blasticidin 耐性遺伝子を持ち、発現細胞の blasticidin によるセレクションが可能であ

る。 

3-2 項で作成したプラスミドをテンプレートにして再度、開始コドン直前の 6 塩基を

含み Nhe I 認識配列と足場を付けた Forward プライマーと、EcoR I 認識配列で終止コ

ドンを削除した Reverse プライマー（表 9）で PCR を行った。 

表 9. レンチウイルスベクターに挿入する断片作成用プライマー 

遺伝子名 配列 

GCLC Forward 5'-GAGGAGGCTAGCGCGGCCATGGGGCTG-3' 

 Reverse 5'-GTAGAAGAATTCGTTGGATGAGTCAGTTTTACTTCCAC-3' 

xCT Forward 5'-TCCCCCGGCTAGCCCTACTATGGTCAG-3' 

 Reverse 5'-TCCATTGAATTCTAACTTATCTTCTTCTGGTACAAC-3' 

CD44 Forward 5'-CCGTTCGCTAGCGACACCATGGACAAG-3' 

 Reverse 5'-GAGTAGGAATTCCACCCCAATCTTCATGTG-3' 

 赤字：Nhe I 認識配列、青字：EcoR I 認識配列、下線部：開始コドン 

  

PCR 産物を精製後、Nhe I と EcoR I (New England Biolabs Japan) で制限酵素処理を

行って粘着断端を作成し、同様に処理したベクタープラスミドに ligation した。コン

ピテントセル（One Shot Stbl3 Chemically Competent E.coli, Thermo Fisher Scientific）に

transform して十分量のプラスミドを得た。コントロールとして、緑色蛍光色素

（GFP）カセットを挿入したプラスミドも作成した。 

前日に継代した Lenti-X293T 細胞を 10cm 培養シャーレに 6.0×106個入れて一晩培
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養し、理化学研究所バイオリソースセンターより提供を受けたパッケージングプラス

ミド（pCAG-HIVgp、pCMV-VSV-G-RSV-Rev）とともに Hilymax（同仁化学研究所）を

用いてリポフェクションした。リポフェクションは Hilymax の添付文書に従い、無血

清培地は Opti-MEM®（Thermo Fisher Scientific）を使用し、次の protocol に従って調整

し、10ml の増殖培地の入った 10cm 培養シャーレに加えた。16 時間培養後に 7.5 μg の

forskolin（和光純薬工業）を添加した 7.5 ml の増殖培地に交換し、さらに 48 時間培養

した。この培養上清（＝ウイルス液）を回収し、0.45 μm の Millipore filter で濾過し、

分注して-80°C で保管した。 

＜リポフェクション試薬の調整＞  

CSII-CMV-xxx-IRES2-Bsd 14 μg （xxx: 各遺伝子） 

pCAG-HIVgp 8 μg  

pCMV-VSV-G-RSV-Rev 8 μg  

無血清培地 up to 900 μL  

Hilymax 150 μL 室温 15 分 

 

前日に H358 細胞を 6 well プレートに 2.5×105/well で播種し一晩増殖培地で培養し

た後、ウイルス液と増殖培地を 750 µLずつ混合しポリブレン（シグマアルドリッチ）

を 12 μg 加えた培地に交換した。翌日より blasticidin（科研製薬）を 10 µg/mL になる

よう加えて 1 週間程度培養してから継代することにより、ベクター発現細胞のみを選

択した。このようにして得られた各細胞株は、H358-GCLC、H358-xCT、H358-CD44s、

H358-CD44v、H358-GFP と名付けた。 
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3-4. シスプラチン感受性の評価 

 シスプラチン（和光純薬工業）を N,N-ジメチルホルムアミド（DMF）（和光純薬工

業）に溶解した、0（DMF のみ）、20、200、1000、2000、4000、10000 μM の希釈系列

を作成し、さらにこれらを増殖培地で 200 倍に希釈して終濃度 0、0.1、1、5、10、20、

50 μM となるよう調整した。H358 由来の各強制発現株（H358-GCLC、H358-xCT、H358-

CD44s、H358-CD44v、H358-GFP）はそれぞれ 96 well プレートに 105個/mLの密度で

100 μLずつ（104個/well）入れ、24 時間培養後に各濃度のシスプラチン含有培地に交

換した。48 時間シスプラチン含有培地に曝露した後、細胞生存率の測定を行った。1

回の独立した実験で各濃度につき 3 well ずつ作成した。生存率の算出は、増殖培地 100 

μL に対して Cell Counting Kit-8（同仁化学研究所）を 10 μLの割合で混合したものを

シスプラチン含有培地と交換し、2 時間後に microplate reader ARVO X（Perkin Elmer）

を用いて 450 nm の吸光度を測定することにより行った。各濃度につき 3 well の平均

吸光度を用い、シスプラチン濃度 0 μM での生存細胞数を 100%として、各濃度での細

胞生存率を算出した。この値をプロビット変換して線形近似し、50％阻害濃度（IC50）

を算出した。 
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4. 統計学的解析 

 統計学的解析には SPSS ver.22（SPSS, Inc.）およびフリーソフト R（3.4.3）を使用し

た。R では臨床検体における各遺伝子の発現量について Z スコア化しヒートマップと

樹状図の作成を行い、その他全ての統計解析は SPSS を使用した。肺腺癌症例におけ

る各遺伝子の高発現群と低発現群について、臨床病理学的特徴の比較は、平均腫瘍径

には Mann-Whitney の U 検定を、それ以外のカテゴリー変数には χ2 検定を用いた。

RFS, OS, PRS の解析は Kaplan-Meier 法を用い、群間の比較は Log rank test を用い、ハ

ザード比の算出は Cox 回帰分析を使用した。細胞株の実験では少なくとも 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±標準誤差で示した。各細胞株間で

の 50%阻害濃度の比較には等分散性を仮定し、Bonferroni の多重比較法を用いた。い

ずれの検定においても P < 0.05 をもって統計学的有意差ありとした。 
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結果 

1. 肺腺癌根治的切除例の予後と各遺伝子の発現 

1-1. 患者背景 

解析した 92 例の臨床・病理組織学的特徴を表 10 に示す。 

表 10. 肺腺癌 92 症例の臨床病理学的特徴  

変数   N=92 (%) 

年齢 ＞65 歳 62 (67.4) 

性別 男性 54 (58.7) 

喫煙歴 喫煙歴あり 56 (60.9) 

pT 1 8 (8.7) 

 2 71 (77.2) 

 3 12 (13.0) 

  4 1 (1.1) 

平均腫瘍径 (mm) ± SD 37.4 ±16.8 

pN 0 64 (69.6) 

 1 11 (12.0) 

  2 17 (18.5) 

病理病期 IB 51 (55.4) 

 II 21 (22.8) 

  III 20 (21.7) 

静脈侵襲 あり 53 (57.6) 

リンパ管侵襲 あり 32 (34.8) 

    

 92 例の平均年齢は 69.5 歳で、男性が約 6 割、また根治切除症例を対象としている

ことから IB 期が半数以上を占めていた。観察期間中央値は 60 ヶ月、生存期間中央値

は肺癌による死亡症例が 50%未満であったため算出不可能であった。 
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表 11. 再発した 31 症例の再発部位と治療内容、転帰 

変数 N=31 (%) 

再発部位   

遠隔転移 15 (48.4) 

  骨転移 10 (32.2) 

  脳転移 9 (29.0) 

 リンパ節 1 (3.2) 

局所再発 23 (74.2) 

  肺 10 (32.2) 

 胸水・胸膜播種 8 (25.8) 

 リンパ節 7 (22.6) 

再発後の治療内容   

 緩和治療のみ* 9 (29.0) 

 抗腫瘍療法あり** 22 (71.0) 

  化学療法（従来法） 17 (54.8) 

  化学療法（分子標的治療） 13 (41.9) 

放射線治療 15 (48.4) 

転帰   

 肺腺癌による死亡 13 (41.9) 

*: 再発後の観察期間が短く治療の有無が確認できなかった 4

例を含む。**: 2 次治療以降で使用した症例も含む。従来法

は、シスプラチン、カルボプラチン、ペメトレキセド、ドセ

タキセル、パクリタキセル、S-1 を使用した症例。分子標的

治療は、ゲフィチニブ、エルロチニブ、アファチニブを使用

した症例が含まれる。放射線治療には全脳照射、縦隔照射、

局所定位放射線療法、γ-knife、骨転移疼痛緩和目的の照射を

行った症例が含まれる。 

 

観察期間中の再発は 92 例中 31 例に確認され、骨、脳、副腎などの遠隔転移が 15

例、縦隔リンパ節や胸水などの局所再発が 23 例にみられた。そのうち 22 例は再発に

対する治療が行われた（表 11）。EGFR 遺伝子変異は 57 例が未検で、非再発症例で
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EGFR遺伝子変異検査を施行されていたのは 5例のみであった。また、92例中にEML4-

ALK 融合遺伝子が検出された症例はなかった。 

良性肺結節により切除された背景肺 3 例の平均値を基準とした、肺腺癌組織におけ

る各遺伝子の mRNA 発現量の分布を図 9 に示す。なお、肺腺癌組織での Ct 値の標準

偏差は GCLC: 2.0, xCT: 2.2, all CD44: 1.5, CD44v8-10: 2.5, ALDH1A1: 2.1, CD133: 3.5 で、

これに対して基準とした 3 例の標準偏差（GCLC: 0.20, xCT: 0.21, all CD44: 0.42, 

CD44v8-10: 0.10, ALDH1A1: 0.46, CD133: 1.3）は比較的小さく、値のばらつきは少な

かった。 

 

図 9. 肺腺癌 92 症例における各遺伝子の mRNA 発現量 

qRT-PCR による mRNA の定量。良性肺結節により切除され

た背景肺 3 例の平均値を基準とし、内在性コントロールには

GAPDH を使用。箱ひげ図のひげは最大値と最小値、箱は第

1, 3 四分位範囲と中央値を示す。 

 

 GCLC, CD44 (s, v とも), ALDH1A1 は腫瘍ではコントロールに用いた非癌病変の背

景肺組織より発現が少ない傾向があり、CD133 は腫瘍でより多く発現している傾向が
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あった。以降の発現量の解析では、全ての遺伝子を同じ症例数の割り振りで比較する

にあたってなるべくコントロールより発現が多いものが高発現群に入るようにする

ため、上位 25%で区切った。 

 各遺伝子の発現量の相関を図 10 に示す。CD133, all CD44 と ALDH1A1 は相関があ

り、CD133 と CD44all は弱い相関、all CD44 と CD44v8-10 も弱い相関があった。ま

た、xCT は CD44v8-10, GCLC と弱い相関があった。 

 

図 10. 発現量の各遺伝子間での相関 

右上の散布図には各症例の発現量の分布と線形近似による回

帰直線を示す。左下の数値は相関係数と P 値を示す。対角線

上には各遺伝子の分布を示す。 
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 統計ソフト R を用いて各遺伝子の発現量を Z スコア化してヒートマップを作成し、

Ward法により樹状図を作ると図 11のように、モザイク状となった。CD133, ALDH1A1, 

all CD44 は同一クラスターに、CD44v8-10, xCT, GCLC はまた別の同一クラスターに分

類されており、CSC マーカーとグルタチオン合成関連遺伝子とで分かれるようであっ

た。このうちグルタチオン合成関連遺伝子（CD44v8-10, xCT, GCLC）のみの発現量で

ヒートマップを作成してもやはりモザイク状であり、症例は大きく 2 群に分かれるも

ののそれぞれの群に特徴がなく、臨床的に意味のある分類とはならなかった。 

 

図 11. Ward 法によるクラスター解析 

A: 6 遺伝子すべての発現量をもとにした解析。B: グルタチオン合成

に関連する 3 遺伝子の発現量をもとにした解析。赤が高発現、緑が

低発現、白は real time PCR により検出できなかった検体を示す。 
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1-2. CD133 

 表 12 に CD133 の mRNA 発現量上位 25%の高発現群と下位 75%の低発現群それぞ

れの臨床病理学的特徴を示す。リンパ節転移の有無でみると差はなかったが、N2 症

例は高発現群に多かった。また、高発現群は静脈侵襲が少なかった。 

表 12-1. CD133 の mRNA 発現量による臨床病理学的特徴の比較 

    高発現群  低発現群   

    n (%)  n (%) P value 

年齢 ＞65 歳 16 (69.6)  46 (66.7) 0.80 

性別 男性 16 (69.6)  38 (55.1) 0.22 

喫煙歴 あり 14 (60.9)  42 (60.9) 1 

pT 1 3 (13.0)  5 (7.2) 0.80 

 2 16 (69.6)  55 (79.7)  

 3 4 (17.4)  8 (11.6)  

  4 0 (0.0)  1 (1.4)  

平均腫瘍径 (mm) ± SD 40.3 ±17.6  36.4 ±16.6 0.33 

pN 0 16 (69.6)  48 (69.6) 0.049 

 1 0 (0.0)  11 (15.9)  

  2 7 (30.4)  10 (14.5)  

病理病期 IB 11 (47.8)  40 (58.0) 0.50 

 II 5 (21.7)  16 (23.2)  

  III 7 (30.4)  13 (18.8)  

静脈侵襲 あり 9 (39.1)  44 (63.8) 0.038 

リンパ管侵襲 あり 7 (30.4)  25 (36.2) 0.61 

EGFR 遺伝子変異あり 2 (8.7)  12 (17.4) 0.31 

再発  6 (26.1)  25 (36.2) 0.37 

再発形式 局所再発 5 (21.7)  18 (26.1) 0.68 

 遠隔転移 2 (8.7)  12 (17.4) 0.31 

肺癌による死亡 4 (17.4)  9 (13.0) 0.60 
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 また、再発した 31 症例について、再発後の治療内容に有意な差はみられなかった。 

表 12-2. 再発した 31 症例の治療内容の比較 

  

高発現群

N=6 

 低発現群

N=25 
 

n (%) n (%) P value 

緩和治療のみ* 1 (16.7)  8 (32.0) 0.46 

抗腫瘍療法あり**       

化学療法 従来法 5 (83.3)  11 (44.0) 0.083 

 分子標的治療 2 (33.3)  11 (44.0) 0.63 

放射線療法  3 (50.0)  12 (48.0) 0.93 

*: 再発後の観察期間が短く治療の有無が確認できなかった症例を

含む。**: 2 次治療以降で使用した症例も含む。従来法は、シスプラ

チン、カルボプラチン、ペメトレキセド、ドセタキセル、パクリタ

キセル、S-1 を使用した症例。分子標的治療は、ゲフィチニブ、エ

ルロチニブ、アファチニブを使用した症例が含まれる。放射線治療

には全脳照射、縦隔照射、局所定位放射線療法、γ-knife、骨転移

疼痛緩和目的の照射を行った症例が含まれる。 

 

図 12 に予後を比較したグラフを示す。傾向としては RFS（A）において高発現群が

予後良好であるのに対して OS（B）においては 2 群がほぼ重なるようにも思われる

が、ともに統計学的に有意な差はみられなかった。低発現群を下位 25%としても同様

の結果であった（RFS: P = 0.12, OS: P = 0.98）。術後再発を来した後に根治を目指した

抗腫瘍療法が行われた 22 例の PRS（C）は、高発現群が予後不良であった（Log rank 

P = 0.047、ハザード比 3.48、95%信頼区間 0.93-13.1）。 
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図 12. CD133 の mRNA 発現量と予後 

A：RFS、B：OS、赤線：高発現群（23 例）、黒線：低発現

群（69 例）。C: 再発後に根治的な治療を行った 22 症例の

PRS。赤線：高発現群（5 例）、黒線：低発現群（17 例）。D: 

EGFR 遺伝子変異なしで再発後に根治的な治療を行った 9 例

の PRS。赤線：高発現群（3 例）、黒線：低発現群（6 例）。 

 

EGFR 遺伝子変異のある症例には従来の細胞障害性抗腫瘍薬より奏効率の高いゲフ

ィチニブやエルロチニブなどの EGFR チロシンキナーゼ阻害薬（EGFR-TKI）が投与

されて生存期間が延長している可能性が高く、その影響を排除するためこれらの症例

を除くと、有意差はなくなった（D）。 
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1-3. ALDH1A1 

 表 13に ALDH1A1 のmRNA発現量上位 25%の高発現群と下位 75%の低発現群それ

ぞれの臨床病理学的特徴を示す。高発現群で静脈侵襲が少なかったが、その他の項目

には有意差を認めなかった。 

表 13-1. ALDH1A1 の mRNA 発現量による臨床病理学的特徴の比較 

    高発現群  低発現群   

    n (%)  n (%) P value 

年齢 ＞65 歳 18 (78.3)  44 (63.8) 0.20 

性別 男性 14 (60.6)  40 (58.0) 0.81 

喫煙歴 あり 13 (56.5)  43 (62.3) 0.62 

pT 1 1 (4.3)  7 (10.1) 0.68 

 2 20 (87.0)  51 (73.9)  

 3 2 (8.7)  10 (14.5)  

  4 0 (0.0)  1 (1.4)  

平均腫瘍径 (mm) ± SD 35.0 ±12.3  38.2 ±18.1 0.84 

pN 0 17 (73.9)  47 (68.1) 0.83 

 1 2 (8.7)  9 (13.0)  

  2 4 (17.4)  13 (18.8)  

病理病期 IB 16 (69.6)  35 (50.7) 0.27 

 II 3 (13.0)  18 (26.1)  

  III 4 (17.4)  16 (23.2)  

静脈侵襲 あり 8 (34.8)  45 (65.2) 0.011 

リンパ管侵襲 あり 6 (26.1)  26 (37.7) 0.31 

EGFR 遺伝子変異あり 5 (21.7)  9 (13.6) 0.31 

再発  7 (30.4)  24 (34.8) 0.70 

 再発形式 局所再発 5 (21.7)  18 (26.1) 0.68 

 遠隔転移 2 (8.7)  12 (17.4) 0.31 

肺癌による死亡 2 (8.7)  11 (15.9) 0.39 
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 また、再発症例については、高発現群では分子標的治療施行例が多い傾向にある

が有意差はなかった。 

表 13-2. 再発した 31 症例の治療内容の比較 

  

高発現群

N=7 

 低発現群

N=24 
 

n (%) n (%) P value 

緩和治療のみ* 2 (28.6)  7 (29.2) 0.98 

抗腫瘍療法あり**       

化学療法 従来法 5 (71.4)  11 (45.8) 0.23 

 分子標的治療 5 (71.4)  8 (33.3) 0.072 

放射線療法  2 (28.6)  13 (54.2) 0.23 

*: 再発後の観察期間が短く治療の有無が確認できなかった症例を

含む。**: 2 次治療以降で使用した症例も含む。従来法は、シスプラ

チン、カルボプラチン、ペメトレキセド、ドセタキセル、パクリタ

キセル、S-1 を使用した症例。分子標的治療は、ゲフィチニブ、エ

ルロチニブ、アファチニブを使用した症例が含まれる。放射線治療

には全脳照射、縦隔照射、局所定位放射線療法、γ-knife、骨転移

疼痛緩和目的の照射を行った症例が含まれる。 
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図 13 に予後を比較したグラフを示す。RFS、OS ともに有意な差はなかった。低発

現群を下位 25%としても同様の結果であった（RFS: P = 0.20, OS: P = 0.12）。 

 

図 13. ALDH1A1 の mRNA 発現量と予後 

左：RFS、右：OS、赤線：高発現群（23 例）、黒線：低発現

群（69 例） 
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1-4. All CD44 

 表 14に全ての variantを含む CD44のmRNA発現量上位 25%の高発現群と下位 75%

の低発現群それぞれの臨床病理学的特徴を示す。高発現群で静脈侵襲が少なく、局所

再発も少なかったが、その他の項目には有意差を認めなかった。 

表 14-1. All CD44 の mRNA 発現量による臨床病理学的特徴の比較 

    高発現群  低発現群   

    n (%)  n (%) P value 

年齢 ＞65 歳 17 (73.9)  45 (65.2) 0.44 

性別 男性 11 (47.8)  43 (62.3) 0.22 

喫煙歴 あり 11 (47.8)  45 (65.2) 0.14 

pT 1 3 (13.0)  5 (7.2) 0.47 

 2 16 (69.6)  55 (79.7)  

 3 4 (17.4)  8 (11.6)  

  4 0 (0.0)  1 (1.4)  

平均腫瘍径 (mm) ± SD 33.2 ±9.2  38.8 ±18.5 0.27 

pN 0 16 (69.6)  48 (69.6) 0.98 

 1 3 (13.0)  8 (11.6)  

  2 4 (17.4)  13 (18.8)  

病理病期 IB 13 (56.5)  38 (55.1) 0.81 

 II 6 (26.1)  15 (21.7)  

  III 4 (17.4)  16 (23.2)  

静脈侵襲 あり 9 (39.1)  44 (63.8) 0.038 

リンパ管侵襲 あり 7 (30.4)  25 (36.2) 0.61 

EGFR 遺伝子変異あり 6 (26.1)  8 (11.6) 0.094 

再発  5 (21.7)  26 (37.7) 0.16 

 再発形式 局所再発 2 (8.7)  21 (30.4) 0.037 

 遠隔転移 4 (17.4)  10 (14.5) 0.74 

肺癌による死亡 2 (8.7)  11 (15.9) 0.39 
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再発後の治療内容は、高発現群に積極的な治療を行った症例が多く含まれており、

特に EGFR 遺伝子変異症例が多く、分子標的治療の対象となる患者が多かった。 

表 14-2. 再発した 31 症例の治療内容の比較 

  

高発現群

N=5 

 低発現群

N=26 
 

n (%) n (%) P value 

緩和治療のみ* 0 (0.0)  9 (34.6) 0.068 

抗腫瘍療法あり**       

化学療法 従来法 5 (100.0)  11 (42.5) 0.018 

 分子標的治療 5 (100.0)  8 (30.8) 0.004 

放射線療法  4 (80.0)  11 (42.3) 0.12 

*: 再発後の観察期間が短く治療の有無が確認できなかった症例を

含む。**: 2 次治療以降で使用した症例も含む。従来法は、シスプラ

チン、カルボプラチン、ペメトレキセド、ドセタキセル、パクリタ

キセル、S-1 を使用した症例。分子標的治療は、ゲフィチニブ、エ

ルロチニブ、アファチニブを使用した症例が含まれる。放射線治療

には全脳照射、縦隔照射、局所定位放射線療法、γ-knife、骨転移

疼痛緩和目的の照射を行った症例が含まれる。 
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図 14 に予後を比較したグラフを示す。RFS、OS ともに有意な差はなかった。 

 

図 14. All CD44 の mRNA 発現量と予後 

左：RFS、右：OS、赤線：高発現群（23 例）、黒線：低発現

群（69 例） 

 

 なお、低発現群を発現量下位 25%とすると RFS に関しては Log rank P = 0.017, ハ

ザード比 0.30, 95%CI: 0.11-0.86 となり有意差をもって予後良好であったが、OS では

P = 0.15 と有意差がなかった。 
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1-5. CD44v8-10 

 表 15 に CD44v8-10 の mRNA 発現量上位 25%の高発現群と下位 75%の低発現群そ

れぞれの臨床病理学的特徴を示す。高発現群で喫煙歴ありの症例が多くみられたが、

その他の項目には有意差を認めなかった。 

表 15-1. CD44v8-10 の mRNA 発現量による臨床病理学的特徴の比較 

    高発現群  低発現群   

    n (%)  n (%) P value 

年齢 ＞65 歳 13 (56.5)  49 (71.0) 0.20 

性別 男性 17 (73.9)  37 (53.6) 0.087 

喫煙歴 あり 18 (78.3)  38 (55.1) 0.048 

pT 1 2 (8.7)  6 (8.7) 0.60 

 2 18 (78.3)  53 (76.8)  

 3 2 (8.7)  10 (14.5)  

  4 1 (4.3)  0 (0.0)  

平均腫瘍径 (mm) ± SD 33.6 ±12.5  38.6 ±17.9 0.26 

pN 0 15 (65.2)  49 (71.0) 0.52 

 1 2 (8.7)  9 (13.0)  

  2 6 (26.1)  11 (15.9)  

病理病期 IB 12 (52.2)  39 (56.5) 0.47 

 II 4 (17.4)  17 (24.6)  

  III 7 (30.4)  13 (18.8)  

静脈侵襲 あり 16 (69.6)  37 (53.6) 0.18 

リンパ管侵襲 あり 10 (43.5)  22 (31.9) 0.31 

EGFR 遺伝子変異あり 5 (21.7)  9 (13.0) 0.31 

再発  8 (34.8)  23 (33.3) 0.90 

 再発形式 局所再発 5 (21.7)  18 (26.1) 0.68 

 遠隔転移 4 (17.4)  10 (14.5) 0.74 

肺癌による死亡 3 (13.0)  10 (14.5) 0.86 
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 再発した 31 例について、再発後の治療に関しても有意な差はみられなかった。 

表 15-2. 再発した 31 症例の治療内容の比較 

  

高発現群

N=8 

 低発現群

N=23 
 

n (%) n (%) P value 

緩和治療のみ* 1 (12.5)  8 (34.8) 0.23 

抗腫瘍療法あり**       

化学療法 従来法 6 (75.0)  10 (43.5) 0.12 

 分子標的治療 5 (62.5)  8 (34.8) 0.17 

放射線療法  4 (50.0)  11 (47.8) 0.92 

*: 再発後の観察期間が短く治療の有無が確認できなかった症例を

含む。**: 2 次治療以降で使用した症例も含む。従来法は、シスプラ

チン、カルボプラチン、ペメトレキセド、ドセタキセル、パクリタ

キセル、S-1 を使用した症例。分子標的治療は、ゲフィチニブ、エ

ルロチニブ、アファチニブを使用した症例が含まれる。放射線治療

には全脳照射、縦隔照射、局所定位放射線療法、γ-knife、骨転移

疼痛緩和目的の照射を行った症例が含まれる。 
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 図 15 に予後を比較したグラフを示す。2 群の生存曲線は RFS, OS ともにほぼ重な

り、有意差はなかった。低発現群を下位 25%としても同様の結果であった（RFS: P = 

0.82, OS: P = 0.95）。 

 

図 15. CD44v8-10 の mRNA 発現量と予後 

左：RFS、右：OS、赤線：高発現群（23 例）、黒線：低発現

群（69 例） 
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1-6. xCT 

 表 16 に xCT の mRNA 発現量上位 25%の高発現群と下位 75%の低発現群それぞれ

の臨床病理学的特徴を示す。いずれの項目にも有意差を認めなかった。 

表 16-1. xCT の mRNA 発現量による臨床病理学的特徴の比較 

    高発現群  低発現群   

    n (%)  n (%) P value 

年齢 ＞65 歳 15 (65.2)  47 (68.1) 0.80 

性別 男性 12 (52.2)  42 (60.9) 0.46 

喫煙歴 あり 12 (52.2)  44 (63.8) 0.32 

pT 1 2 (8.7)  6 (8.7) 0.41 

 2 15 (65.2)  56 (81.2)  

 3 6 (26.1)  6 (8.7)  

  4 0 (0.0)  1 (1.4)  

平均腫瘍径 (mm) ± SD 39.1 ±24.9  36.8 ±13.3 0.69 

pN 0 15 (65.2)  49 (71.0) 0.14 

 1 1 (4.3)  10 (14.5)  

  2 7 (30.4)  10 (14.5)  

病理病期 IB 11 (47.8)  40 (58.0) 0.50 

 II 5 (21.7)  16 (23.2)  

  III 7 (30.4)  13 (18.8)  

静脈侵襲 あり 14 (60.9)  39 (56.5) 0.72 

リンパ管侵襲 あり 6 (26.1)  26 (37.7) 0.31 

EGFR 遺伝子変異あり 3 (13.0)  11 (15.9) 0.74 

再発  7 (30.4)  24 (34.8) 0.70 

 再発形式 局所再発 4 (17.4)  19 (27.5) 0.33 

 遠隔転移 4 (17.4)  10 (14.5) 0.74 

肺癌による死亡 3 (13.0)  10 (14.5) 0.86 
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 また、再発後の治療内容についても有意差を認めなかった。 

表 16-2. 再発した 31 症例の治療内容の比較 

  

高発現群

N=7 

 低発現群

N=24 
 

n (%) n (%) P value 

緩和治療のみ* 2 (28.6)  7 (29.2) 0.98 

抗腫瘍療法あり**       

化学療法 従来法 5 (71.4)  11 (45.8) 0.23 

 分子標的治療 3 (42.9)  10 (41.7) 0.96 

放射線療法  3 (42.9)  12 (50.0) 0.74 

*: 再発後の観察期間が短く治療の有無が確認できなかった症例を

含む。**: 2 次治療以降で使用した症例も含む。従来法は、シスプラ

チン、カルボプラチン、ペメトレキセド、ドセタキセル、パクリタ

キセル、S-1 を使用した症例。分子標的治療は、ゲフィチニブ、エ

ルロチニブ、アファチニブを使用した症例が含まれる。放射線治療

には全脳照射、縦隔照射、局所定位放射線療法、γ-knife、骨転移

疼痛緩和目的の照射を行った症例が含まれる。 
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図 16 に予後を比較したグラフを示す。2 群の生存曲線は RFS, OS ともにほぼ重な

り、有意差はなかった。低発現群を下位 25%としても同様の結果であった（RFS: P = 

0.92, OS: P = 0.99）。 

 

図 16. xCT の mRNA 発現量と予後 

左：RFS、右：OS、赤線：高発現群（23 例）、黒線：低発現

群（69 例） 
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1-7. GCLC 

 表 17 に GCLC の mRNA 発現量上位 25%の高発現群と下位 75%の低発現群それぞ

れの臨床病理学的特徴を示す。高発現群では男性、IB 期が多く、リンパ管侵襲、III 期

は少なかった。また、高発現群に EGFR 遺伝子変異症例はいなかった。 

表 17-1. GCLC の mRNA 発現量による臨床病理学的特徴の比較 

    高発現群  低発現群   

    n (%)  n (%) P value 

年齢 ＞65 歳 18 (78.3)  44 (63.8) 0.20 

性別 男性 19 (82.6)  35 (50.7) 0.007 

喫煙歴 あり 16 (69.6)  40 (58.0) 0.32 

pT 1 1 (4.3)  7 (10.1) 0.54 

 2 21 (91.3)  50 (72.5)  

 3 1 (4.3)  11 (15.9)  

  4 0 (0.0)  1 (1.4)  

平均腫瘍径 (mm) ± SD 36.3 ±13.9  37.7 ±17.8 0.98 

pN 0 20 (87.0)  44 (63.8) 0.085 

 1 2 (8.7)  9 (13.0)  

  2 1 (4.3)  16 (23.2)  

病理病期 IB 17 (73.9)  34 (49.3) 0.046 

 II 5 (21.7)  16 (23.2)  

  III 1 (4.3)  19 (27.5)  

静脈侵襲 あり 10 (43.5)  43 (62.3) 0.11 

リンパ管侵襲 あり 3 (13.0)  29 (42.0) 0.011 

EGFR 遺伝子変異あり 0 (0.0)  14 (20.3) 0.019 

再発  4 (17.4)  27 (39.1) 0.056 

 再発形式 局所再発 3 (13.0)  20 (29.0) 0.13 

 遠隔転移 3 (13.0)  11 (15.9) 0.74 

肺癌による死亡 4 (17.4)  9 (13.0) 0.60 
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 再発した症例について、再発後の治療内容に有意な差はなかったが、高発現群には

EGFR 遺伝子変異症例がいなかったので分子標的治療薬は使用されなかった。 

表 17-2. 再発した 31 症例の治療内容の比較 

  

高発現群

N=4 

 低発現群

N=27 
 

n (%) n (%) P value 

緩和治療のみ* 1 (25.0)  8 (29.6) 0.85 

抗腫瘍療法あり**       

化学療法 従来法 2 (50.0)  14 (51.9) 0.95 

 分子標的治療 0 (0.0)  13 (48.1) 0.069 

放射線療法  2 (50.0)  13 (48.1) 0.95 

*: 再発後の観察期間が短く治療の有無が確認できなかった症例を

含む。**: 2 次治療以降で使用した症例も含む。従来法は、シスプラ

チン、カルボプラチン、ペメトレキセド、ドセタキセル、パクリタ

キセル、S-1 を使用した症例。分子標的治療は、ゲフィチニブ、エ

ルロチニブ、アファチニブを使用した症例が含まれる。放射線治療

には全脳照射、縦隔照射、局所定位放射線療法、γ-knife、骨転移

疼痛緩和目的の照射を行った症例が含まれる。 

 

 図 17 に予後を比較したグラフを示す。RFS, OS ともに有意差はなかった。しかし

RFS では高発現群の予後が良好な傾向があるにも関わらず OS では逆転し予後不良な

傾向があった。RFS、OS に関しては低発現群を発現量下位 25%としても有意差を認

めなかった（RFS: P = 0.060, OS: P = 0.73）。図 15C に術後再発を来した後に根治を目

指した抗腫瘍療法が行われた 22 例の PRS を示す。高発現群の予後は不良であった

（Log rank P = 0.006, ハザード比 6.26, 95%信頼区間 1.37-28.7）。 
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図 17. GCLC の mRNA 発現量と予後 

A：RFS、B：OS、赤線：高発現群（23 例）、黒線：低発現

群（69 例）。C: 再発後に根治的な治療を行った 22 症例の

PRS。赤線：高発現群（3 例）、黒線：低発現群（19 例）。D: 

EGFR 遺伝子変異なしで再発後に根治的な治療を行った 9 例

の PRS。赤線：高発現群（3 例）、黒線：低発現群（6 例）。 

 

EGFR 遺伝子変異のある症例を除くと、有意差はなくなった（図 17D）。 
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1-8. グルタチオン合成関連遺伝子群 

 グルタチオン合成に関連する遺伝子群として CD44v8-10, xCT, GCLC の 3 遺伝子す

べての発現量が非癌病変 3 症例の背景肺の平均値より高い群と、すべて低い群とで

予後を比較すると、RFS、OS ともに有意差はないが予後良好な傾向がみられた。 

 

図 18. グルタチオン合成関連遺伝子群の発現と予後 

A：RFS、B：OS、赤線：すべてが高発現な群（9 例）、黒線：すべ

てが低発現な群（28 例）。 
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2. 公開データベースでの予後解析 

 KM plotter を用い、CD133、ALDH1A1、CD44、xCT、GCLC の発現量による肺腺癌

の予後を比較した（図 19）。CD44 は根治切除例（204 例）における高発現群の予後が

OS、RFS ともに良好であったが（それぞれ P = 0.015, 0.04）（G、H）、化学療法施行例

（36 例）については予後不良であった（P < 0.001）（I）。その他の遺伝子については

いずれも有意差を認めなかった。 

 

図 19. KM plotter による予後解析 

A-C: CD133、D-F: ALDH1A1、G-I: CD44、J-L: xCT、M-O: GCLC。 

A, D, G, J, M: 根治切除症例の RFS（高発現 51 例、低発現 153

例）、B, E, H, K, N: 根治切除症例の OS（高発現 51 例、低発現

153 例）、C, F, I, L, O: 化学療法施行例の OS（高発現 9 例、低

発現 27 例）。赤線：高発現群、黒線：低発現群。 
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 GCLC 高発現は RFS（ハザード比 0.77）と OS（ハザード比 1.32）で逆転する傾向

があった（M、N）が、化学療法施行例においては有意な結果ではなかった（O）。 
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3. 酸化ストレス関連遺伝子の強制発現株におけるシスプラチン耐性化 

 肺腺癌細胞株 H358 にレンチウイルスベクターを用いて GCLC、xCT、CD44v、CD44s

を強制発現した細胞株（H358-GCLC、H358-xCT、H358-CD44v、H358-CD44s）から total 

RNA を抽出し、cDNA を合成しリアルタイム PCR を行い、各遺伝子の mRNA 発現量

を定量した。結果を図 20 に示す。強制発現した遺伝子はコントロールの H358-GFP に

比較して約 8～64 倍発現量が上昇していた。xCT は他の遺伝子を強制発現すると発現

が若干減少する傾向にあった。 

 

図 20. H358 強制発現系の mRNA 発現量 

H358-GFP の Ct 値を基準とし、内在性コントロールには

GAPDH を使用した。値は同時に行った 3 well の平均値、ウ

ィスカーはそれらの標準誤差を示す。CD44 の検出には全て

の isoform に共通な all CD44 の primer set と、CD44v8-10 の

みを増幅できる CD44v の primer set を使用した。 

 

これらの細胞株を、さまざまな濃度のシスプラチンに 48 時間曝露した後の生存率

を図 21 に示す。 
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図 21. 強制発現細胞株におけるシスプラチン曝露後の生存率 

各マーカーは独立した 3～5 回の実験の平均値を示し、ウィス

カーは標準誤差を示す。 

 

生存曲線はコントロールの GFP 発現株に比べいずれの細胞株においても右側へ移

動し、50%阻害濃度にも有意な上昇を認めた（表 18）。 

表 18. 各細胞株におけるシスプラチンの 50%阻害濃度 

 IC50 ±標準誤差(μM) P value (vs H358-GFP) 

H358-GFP 6.9 ± 0.7  

H358-GCLC 12.9 ± 1.6 0.026 

H358-xCT 13.9 ± 1.1 0.025 

H358-CD44s 26.7 ± 0.7 < 0.001 

H358-CD44v 17.7 ± 0.4 0.001 

IC50: 50%阻害濃度 
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考察 

1. 肺腺癌手術検体での発現状況に関して 

 本研究で解析した 92 例は、喫煙歴のある高齢男性が多いという一般的な肺癌患者

にみられる特徴と大きく外れるところはなかった。しかし、根治切除症例を対象とし

ているため、IB 期が半数以上を占め、再発は約 3 分の 1、死亡は 14.1%と少なく予後

のよい集団であり、特に OS に関しては差がつきにくいことが考えられた。 

CD133, CD44 all isoform と ALDH1A1 は相関があり、CD133 と CD44 all isoform は

弱い相関があったことから、肺腺癌においてもこれらの CSCマーカーが同一の性質、

つまり CSC の特性を持つ細胞で発現しているという可能性はある。もちろんその証

明には ShhやNotchなどの幹細胞で発現する遺伝子群が同時に発現しているかどうか

で確認する必要がある。また、xCT は CD44v8-10, GCLC と弱い相関があり、これら

のグルタチオン合成を促進する遺伝子群はある程度は関連して発現していることが

わかった。しかしヒートマップ化してみるとモザイクパターンとなり各遺伝子間の関

連はそれほど強くなかった。 

各遺伝子の高発現群と低発現群を分けるカットオフ値の妥当性に関しては議論の

余地があると思われる。本研究では上位 25%と下位 75%との比較としたが、上位 25%

と下位 25%を比較する方法、中央値で分ける方法、正常肺での発現量を基準にする方

法なども考えられる。それぞれの遺伝子について ROC 曲線を描きカットオフ値を決

める方法は、症例数が 92 例しかなく検証に値するテストセットを準備することがで
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きないので現実的ではなかった。また、どのカットオフ値による解析でもほぼ同様な

結果であった。唯一 all CD44 の RFS においては、上位 25%と下位 25%を比較する方

法で高発現群の予後が有意に良好となっていた。これらの中では正常肺を基準にする

方法が最も根拠があると考えられるが、図 9 に示したような分布であったため

ALDH1A1 のように症例数の偏りが大きくなりすぎるものがあり、便宜上 25%で区切

ることにした。他に、症例毎の背景組織での発現量との比較で分類するのはよく行わ

れる方法であるが、肺癌が発生する背景肺には喫煙や大気汚染などの修飾が加わって

いること、また背景肺では肺胞上皮細胞、気管支上皮細胞、血球・血管系の細胞の占

める割合が多いのに対して、腫瘍組織内に含まれる非癌細胞は、炎症細胞や血管内皮

細胞、線維芽細胞などが多く、純粋な背景として引き算することに意味があるのか不

明であることから、本研究では実施しなかった。 

 

2. CSC マーカーの mRNA 発現と肺腺癌の予後 

CD133 高発現は結腸直腸癌(34)や膵臓癌(35)、神経膠腫(36)で予後不良因子となるこ

とが報告されているが、非小細胞肺癌での役割についてははっきりとした結論が出て

いない(37, 38, 40, 42, 43)。Salnikov ら(37)の報告では、非小細胞肺癌臨床検体の免疫組

織化学的染色で CD133 の発現の有無により非小細胞肺癌の予後に有意差はつかなか

ったが、グルタチオン S 変換酵素、チミジル酸合成酵素、O6-methylguanine-DNA 

methyltransferase、MDR-1、Lung resistance protein といった化学療法抵抗性に関連する
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タンパクの発現は多くなっていて、治療耐性の原因となるとしている。本研究でも臨

床検体の mRNA 発現解析で CD133 高発現は統計学的な有意差はないものの RFS（良

好）と OS（不良）で異なる傾向を示し PRS では有意に予後不良で、再発後の治療に

負の影響を与えている可能性があった。しかし KM plotter による、オンライン上に公

開されているマイクロアレイによる mRNA 発現データを用いた解析では RFS、OS と

もに 2 群の生存曲線は同様にハザード比が 1 以上で重なっており、化学療法施行例に

限っても有意差がなかった。リアルタイム PCR による定量とマイクロアレイ発現解

析による定量という手法の違いも影響している可能性がある。 

同じく CSC マーカーとされる ALDH1A1 や all CD44 は有意ではないものの高発現

群のほうが RFS、OS ともに予後良好の傾向があった。また、高発現で静脈侵襲が少

ないなど予後良好因子とも関連があり、CD44 に関しては KM plotter での結果も予後

良好であった。ALDH1高発現は乳癌では予後不良だが(18)、卵巣癌では予後良好(57)、

非小細胞肺癌でも予後良好との報告も多い(41, 45)。本研究において、ALDH1A1 と

CD44 はコントロールとして用いた非癌病変の背景肺での発現量を上回る症例が少な

かった。文献的にも ALDH1 や CD44 は気管支上皮細胞や気管支腺細胞、肺胞上皮細

胞など正常組織にも発現がみられることが知られており(45)、肉眼的に腫瘍部と判断

した組織片を用いた今回の手法では、正常細胞が混入している影響を否定できない。

また、腺癌組織においても病理学的悪性度の低い lepidic dominant subtype や病理病期

I 期により多く発現していると報告されており(45)、良好な予後と関連している可能
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性がある。CD44 は EGFR の活性化により発現が増加するとの報告があり(58, 59)、

EGFR 活性型の遺伝子変異が多くみられる肺腺癌では EGFR 遺伝子変異の有無と

CD44 の発現が関連している可能性がある。本研究では非再発症例に検査を行ってい

ない症例が多いため CD44高発現と EGFR遺伝子変異の有無について有意差はつかな

かった。高発現群のうち再発した 5 例はすべて EGFR 遺伝子変異陽性例であり、これ

らに EGFR-TKI が使用されたことは良好な予後に関連している可能性がある。KM 

plotter による解析では、CD44 高発現が根治切除症例においては予後良好にもかかわ

らず化学療法施行例では予後不良であり、矛盾した結果となっていた。根治切除症例

204 例と化学療法施行例 36 例でそれぞれの上位 25%を高発現群と定義しているため、

カットオフ値が異なることも影響しているかもしれない。さらに使用方法には解析対

象が 200 例以下の場合は preliminary analysis、50 例以下の場合は exploratory analysis と

記載されていて、特に 36 例しかない化学療法施行例のデータの信頼性に関しては疑

問が残る。 

肺腺癌の CSC の存在については議論が分かれるところであるが、真の CSC が存在

したとしてもその定義上、腫瘍組織内で占める割合は少ないと考えられる。さらに、

肉眼的に切り出された腫瘍組織片は純粋な肺腺癌細胞の集合体ではなく、血球成分や

血管内皮細胞、線維芽細胞などの正常細胞も含まれる heterogeneous な細胞集団であ

る。したがって、腫瘍組織片から RNA を抽出し定量する我々の方法では、組織全体

での平均の発現量を比較しているに過ぎず、腫瘍細胞集団における真の CSC の割合
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を比較できていない可能性が高い。いずれにしても本研究では、これらの CSC マー

カーの高発現と肺腺癌患者の予後や治療耐性との関連を明らかにすることはできず、

これらの遺伝子の発現にバイオマーカーとしての意義があることは示せなかった。 

 

3. グルタチオン合成を促進する遺伝子群と肺癌の予後 

CD44v8-10、xCT、GCLC といったグルタチオン合成に関わる遺伝子群の腫瘍内で

の mRNA 発現量も、肺腺癌の予後に統計学的に有意な影響を与えていなかった。臨

床検体の発現解析では GCLC 高発現は IB 期が多くリンパ管侵襲が少ないなど予後良

好因子とも関連があり、RFS については良好な傾向があるにも関わらず OS では不良

な傾向があって、再発後治療例の PRS は有意に予後不良であり、治療耐性と関連して

いる可能性が示唆された。これについては KM plotter による解析でも同様に RFS と

OS での逆転現象がみられたので、再現性はあると考えられる。臨床検体の発現解析

で EGFR 遺伝子変異ありの症例を除いた PRS や、KM plotter での化学療法施行例のみ

の OS では、症例数が少なくなってしまい意味のある評価ができなかった。GCLC 高

発現群に男性が多かったことは、女性に多い EGFR 遺伝子変異症例がいなかった理由

である可能性がある。 

xCT と CD44v8-10 はどちらも臨床検体での発現解析で予後に影響を与えていない

ようであった。GCLC を含めたこれらのグルタチオン合成に関連する 3 つの遺伝子の

発現は互いに弱い相関しかなく、ヒートマップもモザイク状であった。正常肺での発
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現量を基準に 3 つとも高発現/低発現と分けた場合も RFS、OS ともに有意差はなかっ

た。この原因として、今回の mRNA レベルでの発現定量法の限界が関与しているか

もしれない。xCT と CD44v8-10 は互いに結合することにより細胞膜上に安定化する

(47)と言われているので、mRNA レベルでの発現が著明に亢進していなくても生理活

性が高い状態になっている可能性もあり、よい抗体があれば免疫組織化学的染色によ

る検討も有用と思われた。胃癌では、CD44v8-10 の同定を目的とした CD44v9 特異的

抗体による免疫組織化学的染色で根治的に内視鏡的切除が行われた早期胃癌の検体

の発現状況を調べると、発現している症例では再発率が高いという報告(60)がある一

方で、手術検体の発現状況を調べると、I 期では発現している症例の予後が不良であ

ったが、II 期以上では差がなかった(61)という報告もあり、この理由として癌の進行

に伴い腫瘍内で CD44v9 を発現している CSC が占める割合は相対的に減っていき、

他の予後不良因子による影響が大きくなっていくのではないかと考えられている。本

研究では IB 期以上を対象としており、組織量の確保のため腫瘍径の小さい症例は除

かれていることから、胃癌において早期と診断される症例と同等な症例は少なかった

と考えられ、予後に有意差が出なかった可能性がある。 

 

4. グルタチオン合成関連遺伝子がシスプラチン耐性に与える影響 

強制発現を行った細胞株の実験では、GCLC だけでなく xCT、CD44v8-10、CD44s

でもシスプラチン耐性が誘導されることがわかった。しかも CD44v8-10 よりも CD44s
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のほうがより耐性化していることは、これまでに報告されている CD44v8-10 の機能

(47)から考えると矛盾しているようにも思われる。しかしもともとこれらの発現が比

較的少ない細胞株を用いたこともあり、CD44s に関しては、CD44v-xC(-) 複合体によ

るグルタチオン産生の増加機序に依存しない、別の耐性機序が強く働いた可能性は否

定できない。実際、化学療法剤耐性の機序はグルタチオン抱合による無毒化・排出促

進以外にも知られており、特に CD44 に関連するところでは、卵巣癌と乳癌の細胞株

において CD44 は MDR-1 を介した薬剤の細胞外流出を促進することにより化学療法

耐性を獲得するということが報告されている(62, 63)。 

50%阻害濃度の増加率は GCLC が最も小さく、このことは臨床検体での結果と乖離

していた。本研究で検討したグルタチオン合成に関わる遺伝子群には転写制御因子は

含まれていないので、理論的にそれぞれの発現量は mRNA レベルでは直接相互作用

をしていないと考えられるが、それぞれの強制発現株は目的の遺伝子以外の発現はほ

とんど増加せず、xCT に至っては他の遺伝子の強制発現にともなって若干減少する傾

向も見られた。酸化ストレスに反応して活性化する転写因子 Nrf2 は GCLC や xCT を

始めとする酸化ストレス制御遺伝子群の転写を制御しており(64)、強制発現により細

胞内の酸化ストレス環境が変化し、Nrf2 を介して他の遺伝子の発現量にも影響を与え

た可能性がある。原料となるシスチンの供給を含むグルタチオン合成に関わる経路の

中で、1 つの要素の発現量を恣意的に増やしただけでは全体が効率的に活性化される

わけではないが、経路においてより上流の CD44v8-10 や xCT の発現のほうが、GCLC
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よりも強く影響を与え、結果としてシスプラチンに対してより耐性となったという可

能性が考えられる。 

本研究では強制発現系のみの検討であったが、今後の展開としては siRNA などの

手法を用いて抑制系を樹立し、シスプラチンの感受性が上昇するかどうかを確認する

ことも必要と思われる。そのために CD44v8-10, xCT, GCLC の 3 つ全ての発現が比較

的多い細胞株を選ぶ必要があり図 5 に示したような検討もしたが、肺癌細胞株では通

常の培養条件下で 3 つとも強く発現しているものがなかった。 

 

5. 本研究の臨床的意義 

本研究では GCLC に関して肺腺癌の治療耐性との関連が示唆され、GCLC の発現量

が治療効果予測のバイオマーカーとして有効である可能性を示した。現在 II 期以上の

肺腺癌では根治切除後にシスプラチン＋ビノレルビンによる術後補助化学療法を行

うことが一般的であるが、切除検体で GCLC が低発現であればその予防効果が期待で

き、高発現であれば補助化学療法の効果が期待できない（しかし、傾向としては再発

しにくい）というように、不必要な治療が行われないようにする指標となるかもしれ

ない。切除不能症例における生検検体は組織量が少なく、研究用に使えることはほぼ

ないため、本研究の解析対象は根治切除症例とせざるを得なかったが、IIIB 期以上の

症例や術前治療を考慮する症例においての検証が行われればより有効なバイオマー

カーとしての結果が出ることが期待される。 
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すでに肺腺癌においても CD44v8-10 陽性細胞を標的とした、標準治療にサラゾスル

ファピリジンによる xCT 阻害を組み合わせるという臨床応用が始まっているが(53)、

本研究ではこれらの遺伝子の発現量が予後に影響を与えているという結果は得られ

なかった。しかしサラゾスルファピリジンが xCT の阻害によりグルタチオン合成を

促進する経路を抑制すると考えれば、その下流にある GCLC の発現量が多い腫瘍にも

抗腫瘍効果を発揮することができ、治療耐性克服への可能性を示したと言えるだろう。  
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結語 

今回解析した CSC マーカーとグルタチオン合成に関わる遺伝子群の腫瘍内での

mRNA 発現量は、肺腺癌の予後に統計学的に有意な影響を与えていなかったが、

CD133 と GCLC の mRNA 高発現は再発後治療例の予後不良と関連していた。また、

肺腺癌細胞株において GCLC を含むグルタチオン合成関連の遺伝子を強制発現する

とシスプラチン耐性が誘導されたことから、GCLC は治療耐性に関わる因子であるこ

とが示唆された。 
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