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要旨 

【背景と目的】 

腫瘍血管は癌細胞への酸素や栄養の供給に重要な役割を果たしている。腫瘍血管は

正常血管と比べて形態学的に異常があることは広く知られていたが、近年、腫瘍血管

を構成する腫瘍血管内皮細胞(Tumor Endothelial Cell：TEC)も正常血管内皮細胞

(Normal Endothelial Cell：NEC)と比較し様々な異常性や多様性があることが報告さ

れてきた。当研究室では NECよりも TECでより高度に発現するいくつかの分子を特定

し、その分子の一つとして、Biglycan (BGN)に着目した。BGNはプロテオグリカンで、

低分子ロイシンに富んだ特徴的な配列を含んだ 40kDa前後のコアタンパクに、二本の

コンドロイチン硫酸またはデルマタン硫酸鎖を側鎖に持つ分子である。BGN は通常、

マクロファージや線維芽細胞から分泌され、骨格筋・骨・軟骨の細胞外マトリックス

に存在している。マクロファージの TLR2/4や P2X7受容体に結合し、炎症を惹起する

ことからダメージ関連分子パターン(Damage associated molecular patterns: DAMPs)

の一つとされており、炎症以外に組織の線維化や骨形成にも関与することが知られて

いる。近年、多くの種類の癌腫において腫瘍組織中の BGN発現が亢進していることや

血中 BGN濃度が高いことなどが報告されており、一部の癌腫では腫瘍細胞を含めた腫

瘍組織全体における BGN遺伝子の発現亢進が、癌の進行度や患者の予後不良に関連す

るとの報告がある。しかし、がん微小環境における BGN発現や癌の進展との関係など

についての報告はほとんどない。 

申請者が所属する研究室では、NEC と比較し TEC で BGN 発現が亢進していること、

BGNが分泌蛋白であることを明らかにした。また、TECから分泌された BGNが腫瘍細胞

の遊走を促進し、腫瘍細胞の血管内侵入および転移促進に働くことを明らかにした。

さらに、これまで数例の結腸癌や肝細胞癌の臨床検体を用いて、健常者よりも担癌患

者の血中 BGN濃度は高く、その中でも遠隔転移を有する症例において BGNが高く検出

されていることを明らかにした。また、免疫組織染色により、これらの血中 BGNは TEC

由来であることを確認した。これらの結果から、TEC における BGN 高発現が癌の悪性

度と相関する可能性が示唆された。 

肺癌は長い間、多くの国でがんによる死亡の主な死因となっている。非小細胞肺癌

患者は、組織型や臨床病期に従って外科的治療や化学療法などの治療が行われる。CT

ですりガラス状陰影 (Ground-Glass Opacity: GGO)を含む非小細胞肺癌は、良好な生

存期間や腫瘍の低悪性度と相関することが知られており、これらの症例は区域切除や

部分切除などのより低侵襲な縮小手術の適応が検討されてきている。しかし、術前 CT

検査で小さな GGOを認めても、その増大を待ってから治療に移行することも多く、手

術適応や縮小手術の適応を判断するための悪性度の指標が必要とされている。 

本研究では肺癌臨床検体を用いて、腫瘍血管における BGN発現や癌の進展度および
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患者の予後との関係を解析した。また、肺癌患者の術前血中 BGN濃度と腫瘍血管にお

ける BGN 発現との関係を解析し、術前血中 BGN 濃度と肺癌の悪性度との関係から BGN

の治療選択のバイオマーカーとしての可能性について評価した。 

 

【材料と方法】 

北海道大学病院循環器・呼吸器外科にて手術を施行された肺癌患者 155症例の手術

標本を用いて、腫瘍組織中の BGN陽性血管の割合と各種臨床病理学的因子および予後

との関係を解析した。切除腫瘍組織検体を用いて血管内皮細胞マーカーである CD31と

BGNの免疫染色を連続切片で行った。次に腫瘍組織内で CD31陽性血管を多く含むホッ

トスポットにおける CD31陽性血管と BGN陽性血管の数を計測し、BGN陽性血管の割合

を解析した。 

次に、手術を施行された別の肺癌患者 46症例を対象とし、術前血中 BGN濃度を ELISA

法で解析し、術前血中 BGN濃度と腫瘍血管における BGN発現との関係を解析した。 

 

【結果】 

155 症例の肺癌患者の腫瘍血管における BGN 発現は組織型が扁平上皮癌を示す症例

や T因子が T3以上の症例で有意に高いことが明らかとなった。腫瘍血管における BGN

発現と全生存率ならびに無再発生存率との関係解析では、BGN 高発現群で全生存期間

および無再発生存期間ともに有意に短かった。予後予測因子の解析では、単変量解析

により腫瘍血管における BGN発現は予後不良と相関関係を認めたが、多変量解析では

独立した予後予測因子とはならなかった。 

別の 46 症例の肺癌患者の術前血中 BGN 濃度は同症例の腫瘍血管における BGN 発現

と有意な相関関係を認めた。 

健常者・GGO病変を伴う肺腺癌患者・GGO病変を伴わない肺腺癌患者・腺癌以外の肺

癌患者の 4群間で血中 BGN濃度を比較した。GGO病変を伴う肺腺癌患者群では、GGO病

変を伴わない肺腺癌患者群や腺癌以外の肺癌患者群と比較すると血中 BGN濃度が有意

に低かった。 

 

【考察】 

最近、BGN は多くの種類の癌腫において患者の予後や癌の進行に関連していること

が報告されている。しかし、がん微小環境における BGN発現と患者予後や血中 BGN 濃

度との関係についての報告は未だなく、本研究では肺癌の腫瘍血管における BGN発現

と予後や肺癌患者の術前血中 BGN濃度との関係について解析した。肺癌の腫瘍血管に

おける BGN高発現は予後不良と関係し、術前血中 BGN濃度は腫瘍血管における BGN発

現を反映している可能性が示唆された。また、悪性度が低く予後良好とされる GGO伴
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う肺腺で術前血中 BGN濃度がより低いことから、術前血中 BGN低濃度が肺腺癌の低悪

性度の指標となる可能性が示唆された。 

CT 検査で pure-GGO を伴う孤立性肺腺癌の患者に対して完全切除を行った場合、疾

患特異的 5 年生存率が 100％であることが複数の研究で示されている。しかし、実際

には CT検査で数 mm程度の小さな GGOを認めた場合、良悪の判定は困難であり病変の

増大を確認してから治療に移行することがある。病変増大の確認には頻回な CT 検査

が必要になり患者の放射線被爆や高額な医療費などの問題がある。本研究により、比

較的簡便で低侵襲な方法により測定された血中 BGN濃度が肺腺癌患者の手術適応の時

期や術式選択などの決定に役立つ可能性が考えられた。 

本研究では、肺癌臨床検体の免疫染色で腫瘍血管以外に線維組織中にも BGN陽性所

見を認めた。肺癌以外の一部の癌腫では腫瘍組織中の線維芽細胞における BGN発現が

腫瘍の進行や予後不良と関与することが報告されており、本研究で認められた肺癌組

織中の線維組織における BGN発現についても解析が行う必要がある。 

 

【結論】 

肺癌の腫瘍血管における BGN発現は患者の予後不良と関係していた。また、術前血

中 BGN濃度は腫瘍血管における BGN発現と相関し、肺腺癌の悪性度と相関を認めたこ

とから、BGN が肺腺癌のフォローアップや治療選択のバイオマーカーとして有用であ

る可能性が示唆された。 
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略語表 

本文中および図中に使用した略語は以下の通りである。 

 

ADAMTS      a disintegrin and metalloproteinase with a thrombospondin motif 

BGN         biglycan 

BMP-1       bone morphogenetic protein-1 

CAF         cancer associated fibroblast 

CEA         carcinoembryonic antigen 

CRP         c-reactive protein 

DAMPs    damage-associated molecular patterns 

DSCR-1      down syndrome critical region-1 

EGF         epidermal growth factor 

ELISA       enzyme-linked immuno sorbent assay 

FGF-2       fibroblast growth factor-2 

GGO         ground-glass opacity 

HE          hematoxylin and eosin 

HGF         hepatocyte growth factor 

ICGC        international cancer genome consortium 

MMP         matrix metalloproteinase  

NEC         normal endothelial cell 

NSCLC       non-small cell lung carcinoma 

PlGF        placental-derived growth factor 

ROS         reactive oxygen species 

SCC         squamous cell carcinoma 

SUV         standardized uptake value 

TAM         tumor associated macrophage 

TEC         tumor endothelial cell 

TMA     tissue microarray 

TLR         toll-like receptor 

TSP-1       thrombospoidins-1 

VEGF        vascular endothelial growth factor 
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緒言 

 癌は腫瘍細胞と微小環境を構成する間質細胞により構成され、腫瘍微小環境はマク

ロファージなどの骨髄由来細胞、線維芽細胞、血管内皮細胞、間質を埋める細胞外基

質などで構成される。そして、腫瘍の増殖・進展・転移などは腫瘍細胞が持つ特性だ

けでなく、腫瘍細胞とがん微小環境との相互作用によって制御されている (Hanahan 

et al., 2011; Yuan et al., 2016)。例えば、腫瘍微小環境のマクロファージや線維

芽細胞はそれぞれ、腫瘍関連マクロファージ(Tumor Associated Macrophage: TAM)や

癌関連線維芽細胞(Cancer Associated Fibroblast: CAF)として働き、種々の増殖因

子、血管新生因子などを分泌し、癌の増殖浸潤を促進することが知られている(Li et 

al., 2007; Erez et al., 2010)。このため、腫瘍細胞と腫瘍微小環境の相互作用に関

する研究は近年のがん研究の大きなトピックの 1つとなっている。 

腫瘍血管新生は癌の進展や転移に必須であり、腫瘍微小環境の重要な構成成分の 1

つである。血管新生とは既存の血管から新たに血管分岐が発芽して伸長することをい

い、脈管形成は血管前駆細胞からの分化によって血管内皮細胞が発生し、管腔を形成

する過程である(Folkman et al., 2007)。これらは成体でも起こるが、主に発生期に

みられる現象であり、一般的には既存の血管から発芽して新たな血管ができることを

血管新生という。成体で起こる血管新生は、癌や創傷治癒の際など、虚血に陥った組

織において低酸素や増殖因子の影響などで分泌された血管新生因子により誘導される。

腫瘍血管は腫瘍に酸素と栄養を供給することで、腫瘍の進展を促進したり転移の経路

を提供したりすることが知られており、腫瘍血管新生は，腫瘍の進展や転移に重要な

役割を果たしている(Folkman et al., 2002)。腫瘍血管新生は腫瘍細胞だけでなく、

間質からも血管新生因子が分泌され誘導されることが分かってきたが、これらの因子

として血管内皮増殖因子(Vascular Endothelial Growth Factor: VEGF)の他に線維芽

細胞増殖因子 -2(Fibroblast Growth Factor-2: FGF-2)、アンジオポエチン

(Angiopoietins: Ang)、肝細胞増殖因子(Hepatocyte Growth Factor: HGF)、上皮成長

因子(Epidermal Growth Factor: EGF)、胎盤増殖因子(Placental-derived Growth 

Factor:PlGF)などが報告されている(Bergers et al., 2003)。さらに、がん微小環境

では内因性の血管新生阻害因子エンドスタチン、トロンボスポンジン -

1(Thrombospoidins-1: TSP-1)やネガティブ制御因子として Vasohibin(Abe et al., 

2001)や Down syndrome critical region-1(DSCR-1)(Minami et al., 2004)なども分

泌されており、腫瘍血管新生はこれらの複数の血管新生因子と血管新生阻害因子のバ

ランスによって制御されていることが明らかとなってきた。 

腫瘍血管は正常血管と比べて形態学的に異常があることは広く知られている(Nagy 

et al., 2009)。例えば，腫瘍血管では血管内皮細胞同士の接着が疎であるだけでな

く、血管内皮細胞と周皮細胞との接着も疎であり血管透過性が亢進している(Nagy et 
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al., 2006)。また、増殖する腫瘍細胞により腫瘍組織内の組織間圧は高くなり、血管

の屈曲や湾曲など乱雑で不規則な走行、さらには血流の不均一性を引き起こしている

(McDonald et al., 2003)。そのため、抗癌剤などの腫瘍細胞への供給経路も阻害され

ることが多い。また、血管新生が豊富であるにもかかわらず血流が少ないことら、腫

瘍組織は低酸素状態となっていることが多く、この低酸素状態は癌の薬剤抵抗性獲得、

放射線療法抵抗性や腫瘍細胞の上皮間葉転換による浸潤転移の増悪などの原因となり

得ることが報告されている(Jain et al., 2005)。 

近年、腫瘍組織中の約 1-5%程度とわずかな割合を占める腫瘍血管内皮細胞(Tumor 

Endothelial Cell：TEC)を分離し、それらを用いた研究が行われるようになり、腫瘍

血管を構成する TEC も正常血管内皮細胞(Normal Endothelial Cell：NEC)と比較し

様々な異常性や多様性があることが報告されてきた(Langenkamp et al., 2009; Ohga 

et al., 2012; St Croix et al., 2000)。申請者の所属する研究室では、NECよりも

TECでより高度に発現するいくつかの分子を特定し(Muraki et al., 2012; Osawa et 

al., 2013; Hida et al., 2016)、その分子の一つとして、NECと比較して TECでは

Biglycan (BGN)の発現が亢進していることを報告してきた(Yamamoto et al., 

2012)(図 1)。 

 

 

図 1 DNAマイクロアレイによる遺伝子発現解析 (mouse-EC) 

TECは NECよりも BGNの発現が高い。 
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BGN はプロテオグリカンで、低分子ロイシンに富んだ特徴的な配列を含んだ 40kDa

前後のコアタンパクに、二本のコンドロイチン硫酸またはデルマタン硫酸鎖を側鎖に

持つスモールロイシンリッチプロテオグリカン(Small Leucine-Rich Proteoglycan: 

SLRP)である(Schaefer et al., 2008)(図 2)。BGNは通常、マクロファージや線維芽細

胞から分泌され、骨格筋・骨・軟骨・腱などの種々の細胞外マトリックスに存在し、

組織の線維化や骨形成に関与するとされる(Westermann et al., 2008; Babelova et 

al., 2009; Mohan et al., 2010)。マクロファージや線維芽細胞などから分泌され細

胞外マ トリッ クス に結合 した BGN は、 matrix metalloproteinase (MMP)/ 

a disintegrin and metalloproteinase with a thrombospondin motif (ADAMTS)/ 

bone morphogenetic protein-1(BMP1)/GranzymeBなどの酵素により細胞や基質から切

り離され、血中や標的細胞の受容体へ遊離するとされる(Hsieh et al., 2014)。また、

ストレスや損傷による組織障害や細胞死などに伴って細胞外マトリックスから切り離

された BGNは、ダメージ関連分子パターン(damage associated molecular patterns; 

DAMPs)として機能し炎症を惹起することが知られている (Moreth et al., 2014)(図

3)。腎臓の炎症性疾患では、BGNがマクロファージ上に発現した Toll様受容体(Toll-

Like Receptor：TLR)2/4や P2X7受容体を介して、MAPK(mitogen-activated protein 

kinase)p38、ERK(Extracellular signal regulated kinase)、NF-κB(Nuclear factor-

κB)を活性化し、TNF-α(Tumor necrosis factor-α)、CXCL-(Chemokine C-X-C motif 

ligand)2、CXCL13 などの様々なサイトカインやケモカインを産生している(Hsieh et 

al., 2014; Moreth et al., 2014; Roedig et al., 2019)。 
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図 2 BGNの分子構造 

40kDa 前後のコアタンパクに二本のコンドロイチン硫酸またはデルマタン硫酸鎖を

側鎖に持つスモールロイシンリッチプロテオグリカンの 1つ。 
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図 3 BGNの機能 

TLR2/4や P2X7受容体を介して様々な炎症サイトカインの誘導に関与する。 

 

 

申請者の所属する研究室ではこれまで、BGN が Toll 様受容体を介した NF-κB およ

び ERKシグナル伝達の活性化により腫瘍細胞の遊走を促進し、腫瘍細胞の血管内侵入

および転移促進に働くことを明らかにした(Maishi et al., 2016)。また、BGNは in 

vivoでヒトおよびマウスの腫瘍血管で強く発現し、担癌患者の血中に分泌されている

ことも報告した(Yamamoto et al., 2012)。また、いくつかのヒト腫瘍細胞における

BGNの発現も報告されている。例えば、胃癌細胞における BGNの発現亢進は、FAKシグ

ナル伝達経路を活性化することにより腫瘍細胞の浸潤能を亢進すること(Hu et al., 

2014)や、結腸癌細胞における BGNの発現亢進が ERKシグナル伝達経路を介して VEGFA

の発現を亢進し、腫瘍血管新生を促進し腫瘍を増大させること(Xing et al., 2015)

などが報告されている。さらに、食道癌、胃癌、結腸癌、膵臓癌、子宮内膜癌、前立
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腺癌などの多くの種類の上皮癌において、腫瘍組織中の BGN発現亢進や血中の BGN濃

度上昇が報告されており、一部の癌腫では、腫瘍細胞を含めた腫瘍組織中の BGN遺伝

子の発現亢進や血中の BGN高濃度が、癌の進行度や患者の予後不良に関連するとの報

告もある(Chambers et al., 2002; Wang et al., 2011; Gu et al., 2012; Aprile et 

al., 2013; Liu et al., 2014; Jacobsen et al., 2017)。しかし、TECを含めたがん

微小環境における BGN 発現やその役割、癌の進展との関係などについての報告はほと

んどない。 

悪性腫瘍全体で肺癌の発生頻度は世界で 1番多く、新規に年間約 1,825,000件の肺

癌が生じ、死亡数は約 1,590,000件である(Ferlay et al., 2015)。本邦では、2018

年の１年間の推定罹患数は約 122,000件、死亡数は約 74,300件となっており、死亡数

は悪性腫瘍全体で最も多い。組織型によって、小細胞肺癌(Small Cell Lung 

Carcinoma: SCLC)と非小細胞肺癌(Non-Small Cell Lung Carcinoma: NSCLC)に分けら

れ、NSCLCには腺癌・扁平上皮癌・大細胞癌が含まれる。NSCLC患者は、組織型や臨床

病期に従って外科的治療や化学療法などの治療が行われる(Kozower et al., 2013)。

コンピュータ断層撮影 (Computed Tomography: CT)ですりガラス状陰影 (Ground-

Glass Opacity: GGO)を含み、FDG-PET検査での Standardized Uptake Valueの最大値 

(SUVmax)の低い NSCLC は、良好な生存期間や腫瘍の低悪性度と相関することが知られ

ている(Asamura et al., 2003; Domen et al., 2013)。したがって、GGO病変を伴う

腫瘍や SUVmax値の低い症例では、肺葉切除や肺全摘除術ではなく、区域切除や部分切

除などの縮小手術の適応が検討されている(Tsutani et al., 2014)。これらの縮小手

術は、手術関連合併症の軽減、死亡率低下、手術侵襲からの早期の回復、および肺機

能の温存などに寄与している(Salati et al., 2013)。そのため、根治性を損なうこと

なく、縮小手術が適応可能な低悪性度病変を判定するための指標が求められている。 

申請者の所属する研究室では、これまで数例の結腸癌や肝細胞癌の臨床検体を用い

て、健常者よりも担癌患者の血中 BGN 濃度は高く、その中でも転移症例において BGN

が高く検出されていることを明らかにした。また免疫組織染色により、これらの血中

BGNが TEC由来であることも確認した(Maishi et al., 2016)。これらの結果から、

TECにおける BGNの発現亢進が癌の悪性度と相関する可能性が示唆された。 

そこで本研究では、肺癌臨床検体を用いて肺癌腫瘍血管における BGN発現や癌の悪

性度との関係を解析した。また、肺癌患者の術前血中 BGN濃度を測定し、血中 BGN発

現と腫瘍血管における BGN 発現との関係を解析することで、BGN が肺癌の悪性度のバ

イオマーカーとして有用であるかについて評価した。 
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実験方法 

BGN 免疫組織染色法 

 申請者の所属する研究室では、これまで凍結切片を用いた蛍光免疫染色による腫瘍

血管における BGN発現解析は行ってきた。しかし、臨床検体を用いた組織中の BGNの

発現解析を行うにあたり、解剖学的な位置関係の解析などには蛍光抗体法よりも酵素

抗体法の方が優れていると考え、酵素抗体法を用いた免疫組織染色で解析を行う方針

とした。しかし、これまで使用していた BGN 抗体では酵素抗体法による染色で特異的

な染色像が得られなかったため、新たな抗体を選別し、パラフィン包埋ブロックを用

いた酵素抗体法の染色プロトコールを検討した。 

 凍結切片を用いた抗 CD31 抗体と抗 BGN 抗体による蛍光二重免疫染色により、腫瘍

血管における BGN 発現が確認されている A375SM マウス皮下移植腫瘍組織のパラフィ

ン包埋ブロックを用いて染色方法の検討を行った。 

切片をキシレンで脱パラフィン、段階的にアルコールで再水和した。内因性ペルオ

キシダーゼ活性は 0.5% 過酸化水素を用いて室温で 10分間行った。BGN染色では Tris-

EDTA 緩衝液またはクエン酸緩衝液を用いて 95℃温浴槽で 30 分間または 121℃オート

クレーブで 20 分間の抗原賦活化処理を行った。CD31 染色では Tris-EDTA 緩衝液を用

いて 95℃温浴槽で 30分間抗原賦活化処理を行った。次に、5% ヤギ血清/PBSで 60分

ブロッキング処理をした。BGN 染色では一次抗体として 1:100 に希釈した抗 BGN ウサ

ギポリクローナル抗体 (abcam，#49701，UK)を用い、CD31 染色では一次抗体として

1:400に希釈した抗ヒト CD31ウサギポリクローナル抗体 (Abcam, ab28364, USA)を用

い、4℃下で 24時間反応させた。その後、それぞれ 1:100に希釈した抗ウサギ IgGヤ

ギポリクローナル抗体 (DAKO, #P0448, USA)を用い室温で 60分反応させた。その後、

3,3`-diaminobenzidine (DAKO, K3468, USA)で発色し、ヘマトキシリン溶液 (Wako, 

Japan)で対比染色を行った。最後に脱水，透徹を行い封入処理した。しかし、組織特

異的な染色像は得られなかった。 

 次に一次抗体として 1:100 に希釈した抗 BGN ウサギポリクローナル抗体 

(Proteintech，#16409-1-AP，USA)を用い、抗原賦活化において Tris-EDTA緩衝液また

はクエン酸緩衝液を用いた加熱処理法に加え、ペプシン (DAKO, S3002, USA)・トリプ

シン (ニチレイバイオサイエンス, 415231, Japan)・プロテアーゼ (ニチレイバイオ

サイエンス, 415101, Japan)などを用いた酵素処理法についても検討した。その結果、

ペプシンを用いた抗原賦活化により CD31 陽性血管や腫瘍間質内に特異的な BGN 発現

を認めた (図 4A)。 

 ヒトの組織検体でも染色可能なことを確認するため、医師主導自主臨床研究 (自

009-0148「腫瘍血管内皮細胞の特異的マーカーの同定」)のプロトコールに従い、同意

書を事前に取得した患者の手術検体を用いた。凍結切片を用いた蛍光免疫染色により、
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腫瘍血管における BGN 発現が確認されているヒト大腸癌の手術検体のパラフィン包埋

ブロックを用いて検討した。染色法はマウス組織と同様に行った。その結果、ヒト大

腸癌組織において、マウス組織と同様に CD31 陽性血管や腫瘍間質内の線維組織と思

われる部位に一致して特異的な BGN発現を認めた (図 4B)。 

 最後に抗 BGN抗体の適正な希釈濃度およびブロッキング剤の検討を行った。希釈濃

度は 100倍、200倍、500倍、1000倍に分け、ブロッキング剤として 5% ヤギ血清また

は 1% ウシ血清由来アルブミン+10% ヤギ血清+0.3Mグリシンを用いて検討した結果、

抗体濃度を 100 倍希釈としブロッキング剤は 1% ウシ血清由来アルブミン+10% ヤギ

血清+0.3Mグリシンを用いると良好な染色像が得られることが分かった。 
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図 4 BGN免疫組織染色法の検討 (A: A375SMマウス皮下移植腫瘍組織, B：ヒト大腸

癌腫瘍組織)  

Pepsin および Trypsin を用いた抗原賦活化により CD31 陽性血管や腫瘍間質内の線維

組織と思われる部位に特異的な BGN陽性所見を認めた。 

黒矢頭; CD31陽性腫瘍血管，赤矢頭; BGN陽性腫瘍血管．A; Scale bar，100μm．B; 

Scale bar, 上段/中段 250μm，下段 100μm 
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組織マイクロアレイ (Tissue Microarray：TMA)解析 

 2004 年から 2009 年の間に北海道大学病院循環器・呼吸器外科にて手術を施行され

た肺癌患者の内、放射線治療や化学療法を受けていない 155症例の手術標本を用いた。

対象患者は術後最初の 2 年間は 3-6 か月毎に血液検査及び CT 検査を行い、以後は 6-

12か月毎に検査を行いフォローアップした。診療記録から以下の臨床病理学的因子：

年齢、性別、喫煙歴、術前腫瘍マーカー (CEA/SCC)、組織型、TNM 分類、リンパ管浸

潤、血管浸潤、胸膜浸潤、Staging、術後再発の有無などを解析した。 

組織 TMAブロックは JF-4組織マイクロアレイヤー（パソロジー研究所）を用いて、

各症例 2 視野ずつコア径 1.5mm の大きさで作製した、ブロックを 5μm に薄切し切片

を作製した。 

 

 

免疫組織染色 

 臨床研究（自 012-0413「ヒト肺腫瘍における分子標的治療の効果予測因子と新規分

子標的の探索研究」、および自 015-0423「腫瘍血管細胞による血管新生阻害物質のス

クリーニング」）のプロトコールに従い、同意書を取得した患者の病理標本を用い、BGN

と血管内皮マーカーとして CD31および CD34 の免疫組織染色を施行した。切片をキシ

レンで脱パラフィン、段階的にアルコールで再水和した。内因性ペルオキシダーゼ活

性は 0.5% 過酸化水素を用いて室温で 10分間行った。BGN染色ではペプシン (DAKO, 

Japan)を用いて 37℃下で 10分間抗原賦活化処理を行った。1% ウシ血清由来アルブミ

ン (Bovine serum albumin; Sigma-Aldrich, USA)，10% ヤギ血清，0.3Mグリシン，

0.1% Tween/PBS で 60 分ブロッキング処理をした。CD31/CD34 染色では Tris-EDTA 緩

衝液を用いて 95℃温浴槽で 30 分間抗原賦活化処理を行った後、5% ヤギ血清/PBS で

60 分ブロッキング処理をした。BGN 染色では一次抗体として 1:100 に希釈した抗 BGN

ウサギポリクローナル抗体 (Proteintech, #16409-1-AP, USA)を用い、CD31染色では

一次抗体として 1:400 に希釈した抗ヒト CD31 ウサギポリクローナル抗体 (Abcam, 

ab28364, USA)を用い、CD34染色では一次抗体として 1:500に希釈した抗ヒト CD34ウ

サギポリクローナル抗体 (Abcam, ab81289, USA)を用い、4℃下で24時間反応させた。

次にそれぞれ 1:100に希釈した抗ウサギ IgGヤギポリクローナル抗体 (DAKO, #P0448, 

USA)を用い室温で 60分反応させた。その後、3,3`-diaminobenzidine (DAKO, K3468, 

USA)で発色し、ヘマトキシリン溶液 (Wako, Japan)で対比染色を行った。最後に脱水，

透徹を行い封入処理した。 
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組織内 BGN発現解析 

 NanoZoomer (Hamamatsu Photonics, Japan)を使用して染色標本の画像をスキャン

し、デジタルデータに変換して解析に用いた。TMAの腫瘍組織での BGN発現解析では、

低倍率(x10)視野内でランダムに 0.75mm2の大きさの領域を 2 視野選択した。TMA 以外

の組織での発現解析では、低倍率(x10)視野内で CD31 陽性血管を含む 0.75mm2 の大き

さの領域をランダムに 10視野選択し、それぞれの視野内で CD31陽性血管数ならびに

BGN陽性血管数をカウントした(Weidner et al., 1991; Lu et al., 2010)。管腔の開

いた単一の CD31 陽性となる微小血管を 1 つの血管としてカウントし、CD34 染色と比

較しリンパ管でないことや単一の血管であることを確認した。そして、管腔に一致し

て線状に BGN 陽性所見を認める血管を BGN 陽性血管とした。各視野における CD31 陽

性血管数に対する BGN陽性血管数の割合の平均を腫瘍組織における BGN発現として算

出した。CD31陽性血管を含む領域の選択例を図 5に示す。 
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図 5 ヒト肺癌腫瘍組織を用いた CD31陽性血管を含む領域の選択例． 

低倍率(x10)視野内で CD31陽性血管を含む 0.75mm2の大きさの領域をランダムに、A：

TMAでは 2視野、B：TMA以外では 10視野を選択し、それぞれの視野内で CD31陽性血

管数ならびに BGN陽性血管数をカウントした。 

Scale bar, A：500µm / B：10mm. 
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血中 BGN 濃度解析 

 2015 年から 2017 年の間に北海道大学病院循環器・呼吸器外科にて手術を施行され

た肺癌患者の内、放射線治療や化学療法を受けた患者を除いた 46症例を解析した。診

療記録から以下の臨床病理学的因子：年齢、性別、喫煙歴、術前 CRP値、術前腫瘍マ

ーカー (CEA/SCC)、SUVmax、組織型、TNM分類、リンパ管浸潤、血管浸潤、胸膜浸潤、

術後再発の有無を解析した。 

 血液検体は同意書を取得した術前患者およびコントロールとして 8名の健常者から

それぞれ 10mlずつ採取し、4℃下で遠心分離し、血清は-80℃下で保存した。 

 血液検体に加えて、血液検体を採取した肺癌患者の手術標本を用いて TMAで行った

方法と同様に腫瘍血管における BGN発現を解析した。 

 血清中の BGNタンパク濃度を double-antibody, sandwich ELISA kit (Cloud-clone 

Corp, USA)を用いて製品プロトコールに従い解析した。各血清サンプルと標準溶液100

μlをそれぞれウェルに加え 37℃で 2時間静置した。次に検出用抗体溶液（Detection 

Reagent A）を 100μl加え、37℃で 1時間静置した。反応後、抗体溶液を除去し洗浄

液で 3回洗浄した。次に酵素標識二次抗体溶液（Detection Reagent B）を 100μl加

え、37℃で 30分間静置した。反応後、二次抗体溶液を除去し洗浄液で 5回洗浄した。

基質溶液を 90μl加え、37℃で 25分間静置した。発色を確認し、反応停止液を 50μl

加え反応を止めた。Elisaプレートリーダー (Thermo Fisher Scientific, USA）で吸

光度 (波長 450nm)を測定し、濃度を算出した。各検体はそれぞれ 2回解析し、その平

均値を測定値とした。 

 

 

統計解析 

 カプランマイヤー法により生存率曲線を作成しログランク検定により無再発生存お

よび全生存の生存曲線の差を検定した。肺癌腫瘍組織内の BGN陽性血管率により 2群

に分けた。カットオフ値の設定は、それぞれの陽性血管率において生存曲線の差にお

ける p-value が最小となる値とした。2 群間の統計解析には、カイ二乗検定または

Fisher's正確検定を使用した。単変量解析ならびに多変量解析には、COX比例ハザー

ド回帰分析を使用した。P<0.05 を有意差ありと判定した。統計解析には JMP Pro 

version12 (SAS institute, Japan)を使用した。 
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実験結果 

肺癌臨床検体における BGN 発現解析 

 肺癌組織内の BGN発現を免疫組織化学法により解析した。代表的な症例の肺癌組織

における BGN染色像を図 6に示す。正常組織内で一般的な血管内皮細胞マーカーであ

る CD31陽性血管に一致した BGN陽性所見は認められなかったが（図 6A，6B）、腫瘍組

織では CD31陽性血管に一致した BGN陽性所見を認めた（図 6D，6F）。また、症例によ

って BGN陽性血管の割合に差があることがわかった。 

 

  

 

図 6 肺癌組織連続切片を用いた CD31，BGN 免疫染色による腫瘍血管内皮細胞 BGN 発

現解析． 

非癌部では BGN陽性血管は認められなかったが、癌部では BGN陽性血管を認め、症例

により BGN発現に差異を認めた。 

A/B; 正常組織，C/D; BGN高発現症例，E/F; BGN低発現症例．黄矢頭; BGN陽性腫瘍

血管．Scale bar, 100μm 
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 次に各ホットスポットおける BGN陽性血管率の算出例を図 7に示す。各ホットスポ

ットにおいて、管腔の開いた単一の CD31陽性となる微小血管を 1つの血管とし、CD34

染色と比較してリンパ管でないことや単一の血管であることを確認して CD31 陽性血

管の数を計測した。CD31 陽性血管の内、BGN 陽性を示す血管の数を計測し、BGN 陽性

血管数を CD31陽性血管数で除し BGN陽性血管率を算出した。 
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図 7：肺癌組織連続切片を用いた BGN陽性血管率の解析． 

各ホットスポット内で CD31 陽性血管数と BGN 陽性血管数をそれぞれ測定し、各スポ

ットにおける BGN 陽性血管率を算出した。CD31 陽性血管は CD34 染色像と比較し、単

一の血管で一致するものをカウントした。 

A：CD31染色．B：BGN染色．C：CD34染色 

赤矢頭; CD31陽性血管. 黄矢頭; BGN陽性血管．緑矢頭; CD34陽性血管.  

Scale bar, 250μm 

 

 

 

肺癌患者における BGN発現と予後との相関 

 肺癌の腫瘍血管における BGN発現と無再発生存期間および全生存期間との関係を解

析した。症例を BGN陽性血管率で 2群に分けると、同値が 5.5%でそれぞれ p = 0.0007

および p = 0.0024と最小値を示すことからカットオフ値として決定した。BGN陽性血

管率 5.5%未満を BGN低発現群、5.5%以上を BGN高発現群とした。肺癌患者 155症例を

BGN高発現群と低発現群の 2群に分け、各種臨床病理学的因子との関係を解析した（表

1）。その結果、組織型が扁平上皮癌を示す症例および T因子が T3以上の症例で BGN発

現が有意に高いことが判明した。 
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表 1 肺癌症例 (N=155)の患者背景 

Clinicopathological variates  Low BGN 

(N=90) 

High BGN 

(N=65) 

P-value 

Gender Male 47 40 0.2488 

 Female 43 25  

Age ≦ 68 Years  43 33 0.7132 

 > 68 Years 47 32  

Tumor marker     

CEA ≦ 6.5 ng/ml 61 43 0.8319 

 > 6.5 ng/ml 29 22  

SCC ≦ 2.0 ng/ml 87 56 0.0554 

 > 2.0 ng/ml 3 7  

Histology Adenocarcinoma 85 41 <0.0001 

 SCC 5 24  

TNM classification     

T factor ≦ T2b 83 51 0.0135 

 ≧ T3 7 14  

N factor Negative 70 45 0.2301 

 Positive 20 20  

M factor Negative 90 63 0.1743 

 Positive 0 2  

Lymphatic invasion Negative 26 23 0.3321 

 Positive 13 18  

Vascular invasion Negative 23 23 0.7947 

 Positive 16 18  

Pleural invasion Negative 64 39 0.1483 

 Positive 26 26  

Recurrence Negative 61 40 0.4211 

 Positive 29 25  
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腫瘍血管における BGN 発現と無再発生存率ならびに全生存率との関係を解析したと

ころ、BGN 高発現群では無再発生存期間、全生存期間ともに有意に短かった（図 8A, 

8B）。 

 

 

 

図 8 肺癌患者(N=155)の A;無再発生存期間および B;全生存期間のカプランマイヤー

生存曲線．ログランク検定による腫瘍血管 BGN高発現群と低発現群の群間比較． 

全生存期間、無再発生存期間ともに BGN高発現群で有意に短かった。 

A：P = 0.0070，hazard ratio = 1.57 (95% CI; 1.04-2.33) 

B: P = 0.0024，hazard ratio = 1.58 (95% CI; 1.06-2.33) 
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次に再発の予測因子について解析した。単変量解析では性別、腫瘍マーカーの

SCC、組織型、T因子、N因子、リンパ管浸潤および BGN発現などの因子が無再発生存

率と有意な相関関係を認めた。しかし多変量解析では独立した再発予測因子を認めな

かった（表 2）。 

 

同様に予後予測因子についても解析した。単変量解析では性別、腫瘍マーカーの

SCC、組織型、T因子、BGN発現などの因子が全生存率と有意な相関関係を認め、多変

量解析では性別が独立した予後予測因子として抽出された（表 3）。多変量解析の結

果では、腫瘍血管における BGN発現は再発および予後の独立した予測因子ではなかっ

た。 
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表 2 肺癌患者 (N=155)の無再発生存率と各種臨床病理学的因子との関連 

Clinicopathological variates Relapse-free survival 

Univariate Multivariate 

P-value 
HR (95% CI) 

P-value 
HR (95% CI) 

Gender Male 0.005 

0.58 (0.40–0.85) 

0.3428 

1.38 (0.70–2.74)  
Female    

Age ≦ 68 Years 0.6894 

1.07 (0.74–1.55) 

  

 > 68 Years    

Tumor marker     

CEA ≦ 6.5 ng/ml 0.9039 

1.03 (0.70–1.54) 

   

 > 6.5 ng/ml    

SCC ≦ 2.0 ng/ml 0.0359 

0.43 (0.23–0.94) 

0.8208 

1.12 (0.43–3.18) 

 > 2.0 ng/ml    

Histology Adenocarcinoma 0.0012 

0.39 (0.24–0.68) 

0.5516 

0.73 (0.27–2.03) 

 SCC    
TNM classification     

T factor ≦ T2b 0.0476 

0.51 (0.28–0.99) 

0.8774 

0.91 (0.31–3.01) 

 ≧ T3    

N factor Negative 0.0015 

0.43 (0.27–0.71) 

0.4944 

1.27 (0.64–2.69) 

 Positive    

M factor Negative 0.6892 

0.68 (0.38–1.18) 

  

 Positive    

Lymphatic invasion Negative 0.0336 

0.54 (0.31–0.95) 

0.0705 

0.54 (0.27–1.05) 

 Positive    

Vascular invasion Negative 0.4428 

1.22 (0.73– 1.11) 

  

 Positive    

Pleural invasion Negative 0.9138 

0.97 (0.64–1.51) 

  

 Positive    

BGN expression High (> 5.5%) 0.0243 

1.59 (1.06–2.35) 

0.7533 

1.12 (0.53–2.28) 

 Low (< 5.5%)    
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表 3 肺癌患者 (N=155)の全生存率と各種臨床病理学的因子との関連 

Clinicopathological variates Overall survival 

Univariate Multivariate 

P-value 
HR (95% CI) 

P-value 
HR (95% CI) 

Gender Male 0.0007 

1.91 (1.31–2.79) 

0.0319 

1.57 (1.04–2.37)  
Female   

 

Age ≦ 68 Years 0.6256 

0.91 (0.63–1.31) 

  

 > 68 Years    

Tumor marker     

CEA ≦ 6.5 ng/ml 0.8319 

0.95 (0.65–1.43) 

  

 > 6.5 ng/ml    

SCC ≦ 2.0 ng/ml 0.0047 

0.31 (0.16–0.67) 

0.2086 

0.55 (0.23–1.41) 

 > 2.0 ng/ml    

Histology Adenocarcinoma 0.0001 

0.31 (0.18–0.55) 

0.2245 

0.61 (0.28–1.33) 

 SCC    
TNM classification     

T factor ≦ T2b 0.0212 

0.45 (0.25–0.87) 

0.2523 

0.65 (0.33–1.37) 

 ≧ T3    

N factor Negative 0.8946 

0.96 (0.62–1.56) 

 

 Positive    

M factor Negative 0.6454 

0.24 (0.05–1.05) 

  

 Positive    

Lymphatic invasion Negative 0.0976 

0.62 (0.36–1.09) 

 

 Positive    

Vascular invasion Negative 0.2796 

1.33 (0.79–2.27) 

  

 Positive    

Pleural invasion Negative 0.8686 

0.96 (0.64–1.49) 

  

 Positive    

BGN expression High (> 5.5%) 0.0235 

1.58 (1.06–2.33) 

0.4468 

1.20 (0.74–1.88) 

 Low (< 5.5%)    
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肺癌患者における術前血中 BGN 濃度と予後との相関 

 46症例の肺癌患者の術前血中 BGN濃度および健常者 8名の血中 BGN濃度を ELISA法

により解析した結果、健常者の血中 BGNの濃度の中央値は 285ng/ml、肺癌患者の術前

血中 BGN濃度の中央値は 451ng/mlであった。両群に有意差は認めなかったが、健常者

と比較し術前血中 BGNが非常に高い患者群が存在することが判明した(図 9)。46症例

の腫瘍組織における BGN陽性血管率と術前血中 BGN濃度との関係を解析したところ、

両者に有意な相関関係を認めた（図 10）。 

 

 

 

 

図 9 肺癌患者 (N = 46)の術前血中および健常者 (N = 8)の血中 BGN濃度の解析． 

健常者と比較し肺癌患者で術前血中 BGN濃度が非常に高い症例を認めた。 
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図 10 肺癌患者 (N = 46)の術前血中 BGN濃度と腫瘍組織における BGN発現の相関関

係の解析． 

腫瘍組織におけるBGN陽性血管率と術前血中BGN濃度との間に正の相関関係を認めた。

相関係数；0.6529, P < 0.0001 
 

 

 

次に術前血中 BGN濃度と臨床病理学的因子との関係を解析した。各臨床病理学的因

子との関係解析において、有意差が出る項目が最も多い術前血中 BGN濃度 500ng/mlを

カットオフ値と設定した。血中濃度が 500ng/ml未満を BGN低発現群、それ以上を BGN

高発現群として肺癌患者 46 症例を 2 群に分け、術前血中 BGN 濃度と臨床病理学的因

子との関係について解析した（表 4）。その結果、術前血中 BGN濃度と T因子・術前 CRP

値・SUVmax値との間に有意な相関関係を認めた。 
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表 4：肺癌症例 (N=46)の患者背景 

Clinicopathological variates 
Low blood 

BGN (N=26) 

High blood 

BGN (N=20) 

P-value 

Gender Male 19 15 0.8829 

 Female 7 5  

Age ≦ 68 Years 9 7 0.7616 

 > 68 Years 17 13  

Smoking history Negative 5 2 0.4462 

 Positive 21 18  

CRP (mg/dl) ≦ 0.14 20 8 0.0325 

 > 0.14 6 12  

CEA ≦ 6.5 ng/ml 19 16 0.7324 

 > 6.5 ng/ml 7 4  

SCC ≦ 2.0 ng/ml 22 15 0.4725 

 > 2.0 ng/ml 4 5  

SUVmax < 3.0 10 1 0.0189 

 ≧ 3.0 14 19  

Histology Adenocarcinoma 20 11 0.1159 

 SCC 6 9  

T factor ≦ T2b 24 13 0.0288 

 ≧ T3 2 7  

N factor Negative 20 12 0.2162 

 Positive 6 8  

M factor Negative 24 20 0.4976 

 Positive 2 0  

Lymphatic invasion Negative 17 12 0.7076 

 Positive 9 8  

Vascular invasion Negative 13 6 0.1720 

 Positive 13 14  

Pleural invasion Negative 22 12 0.0741 

 Positive 4 8  

Recurrence Negative 22 18 0.6836 

 Positive 4 2  
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肺癌患者における術前血中 BGN 濃度と腫瘍の悪性度との関係解析 

 これまで、肺癌患者において術前 CT 検査での GGO 病変の存在が腫瘍の低悪性度と

相関することが報告されている(Ohde et al., 2003; Ito et al., 2012)。そこで、

術前血中 BGN 濃度と肺癌の悪性度との関係を解析するため、肺癌患者 46 症例につい

て術前血中 BGN 濃度と CT 検査での GGO 病変の有無との関係を解析した。その結果、

GGO病変を伴わない症例では、GGO病変を伴う症例と比較し、術前血中 BGN濃度が有意

に高い結果となった（表 5）。また、GGO病変は腺癌において認められることから、46

症例中の肺腺癌 31 症例に限って同様に解析を行ったが、同様に GGO 病変を伴わない

症例では、GGO 病変を伴う症例と比較し、術前血中 BGN 濃度が有意に高い結果となっ

た（表 5）。 

 

 

表 5 肺癌患者 (N=46)の術前血中 BGN濃度と GGO病変との関係解析 

Clinicopathological variates Low blood BGN  High blood BGN  P-value 

46 lung cancer patients (N = 26) (N = 20) 

 

GGO negative 17 19 0.0320 

GGO positive 9 1  

31 lung adenocarcinoma patients (N = 20) (N = 11)  

GGO negative 11 10 0.0407 

GGO positive 9 1 
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最後に、健常者・GGO病変を伴う肺腺癌患者・GGO病変を伴わない肺腺癌患者・腺癌

以外の患者の 4群間で血中 BGN濃度を比較した。健常者と GGO病変を伴う肺腺癌患者

群の血中 BGNに差は認めなかった。GGO病変を伴う肺腺癌患者群では、GGO病変を伴わ

ない肺腺癌患者群と比較し血中 BGN濃度が低い傾向にあり、腺癌以外の患者群と比較

すると血中 BGN濃度が有意に低かった (図 10)。これらの結果から、低い術前血中 BGN

濃度が肺癌の低悪性度の指標となる可能性が示唆された。  

 

 

 

 
 

 

図 10 肺癌患者 (N=46)の術前血中 BGN濃度と腫瘍の悪性度との関係解析 

GGO 病変を伴う肺腺癌患者群の術前血中 BGN 濃度は健常者と差はなく、GGO 病変を伴

わない肺腺癌患者群や腺癌以外の患者群の術前血中 BGN濃度と比較し有意に低かった。 
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考察 

 近年、BGN の発現は様々な種類の癌腫において、患者の予後や癌の進行に関連して

いることが報告されている(Hu et al., 2014; Xing et al., 2015; Chambers et al., 

2002; Wang et al., 2011; Gu et al., 2012; Aprile et al., 2013; Liu et al., 

2014; Jacobsen et al., 2017)。例えば、胃癌、結腸癌、直腸癌では腫瘍組織から分

離された BGN の mRNA とタンパク質の発現レベルが腫瘍の進行と悪性度に関連してい

ることが報告されている(Wang et al., 2011; Gu et al., 2012)。子宮内膜癌におい

ては、血清中の BGN レベルは組織学的 Grade、国際産婦人科連合の病期分類、子宮筋

層浸潤の深さ、およびリンパ節転移などの臨床病理学的因子と有意に関連しているこ

とが報告されている(Liu et al., 2014)。しかし、肺癌における BGN発現や腫瘍の進

行および患者の予後との関係を解析した報告はない。本研究では、腫瘍血管における

BGN 発現と癌の悪性度との関係を解析し、バイオマーカーとしての可能性を明らかに

するため、ある程度まとまった症例数で組織と血液の両方の臨床検体が解析可能であ

り、血管新生阻害療法も比較的多く行われている肺癌を解析対象として選択した。

Oncomine のデータベースを用いて 20 症例のヒト正常肺組織と 226 症例のヒト肺癌組

織における BGN発現を評価すると、正常肺組織と比較し肺癌組織で BGNの遺伝子発現

がより高いことが明らかとなった(Rhodes et al., 2004)。また、International Cancer 

Genome Consortium (ICGC)のデータベースを用いて肺癌の腫瘍組織における BGN遺伝

子発現と肺癌患者の予後との関係を調べると、腫瘍組織中の BGN の mRNA 発現が高い

患者で全生存期間が有意に短いことが明らかとなった。しかし、TEC を含めたがん微

小環境における BGN発現と腫瘍の進行および患者の予後との関係や、組織における BGN

発現と血中濃度との関係についての報告はいまだない。本研究で申請者は、肺癌の腫

瘍血管に BGN発現を認め、腫瘍血管における BGN発現が患者の予後不良と相関し、血

中 BGN濃度が腫瘍血管における BGN発現と相関することを明らかにした。 

 本研究で、肺癌組織の腫瘍血管における BGN発現は腺癌と比較し扁平上皮癌で有意

に高い結果であったが、血中 BGN濃度の解析では組織型による差は認めなかった。血

中 BGN 濃度解析において、同じ腺癌でも GGO 病変を伴う腺癌と比較し、GGO 病変を伴

わない充実成分のみの腺癌では血中 BGN濃度が高い傾向にあり、同じく充実成分のみ

で構成されている腺癌以外の組織型でも血中 BGN濃度が有意に高い結果であった。血

中濃度と同様に、腫瘍血管における BGN発現も組織型による違いではなく、充実成分

の違いにより発現に差が生じた可能性が考えられた。また、腫瘍血管における BGN発

現と血中 BGN 濃度ともに TNM 分類の T3 以上の腫瘍サイズの大きい症例で有意に高い

結果であった。申請者が所属していた研究室では BGNノックアウトマウスに乳癌細胞

を同所移植した腫瘍モデルを用いて、BGN の阻害は肺転移を減少するものの、腫瘍増

殖には関与していないことを明らかにしており (Cong et al., 2021)、腫瘍径の大き
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い腫瘍や充実成分の多い腫瘍で BGN 発現が亢進している可能性が考えられた。BGN 発

現を亢進する因子として、TGF-β(Burch et al., 2011)や活性酸素種(Reactive Oxygen 

Species: ROS) (Hojo et al., 2017)などが知られており、これらの因子の腫瘍組織

や血中での発現について検討する必要がある。 

肺腺癌において、CT検査で GGO病変を伴う症例は腫瘍の悪性度が低く、切除後の生

存期間が良好であることが知られており(Asamura et al., 2003)、CT検査で pure-GGO

を伴う孤立性肺腺癌の患者に対して完全切除を行った場合、疾患特異的 5年生存率が

100％であることが複数の研究で示されている(Noguchi et al., 1995; Vazquez et 

al., 2009)。また、腫瘍の悪性度が GGO成分を除く充実成分の最大径または面積に依

存するとの報告もある (Tsutani et al., 2012; Murakawa et al., 2013)。本研究で

申請者は、GGO 病変を伴わない肺腺癌患者と比較し、より充実成分の大きい GGO 病変

を伴わない肺腺癌患者で血中 BGN濃度が高いことを明らかにしており、血中 BGN濃度

が肺腺癌の悪性度の指標となる可能性が示唆された。実際の臨床では、CT検査で小さ

な pure-GGO を認めた場合、他の画像検査や血液検査データを併用しても良性疾患と

の鑑別が困難なため、頻回の CT 検査で GGO 病変の増大または充実成分の出現を待っ

て治療に移行することがある。GGO 病変を伴う腺癌のフォローアップに血液検査とい

う比較的簡便で低侵襲な方法により測定された血中 BGN 濃度を用いた場合、GGO 病変

を伴う肺腺癌患者の血中 BGN濃度は健常者と同程度であるが、血中 BGN濃度が本研究

で設定したカットオフ値500ng/mlより高値を示した場合にCT検査を追加することで、

CT 検査の回数を抑制し放射線被爆や医療費高騰などの問題を軽減できる可能性が考

えられる。また、血中 BGN濃度が低い GGO 成分を伴う肺腺癌症例では悪性度が低いと

考えられ、部分切除や区域切除などの縮小手術の術式決定にも有用である可能性が考

えられる。 

血管新生阻害療法は腫瘍血管を標的としがんを兵糧攻めにしようという治療法で、

1971年に Judah Folkmanによって初めて提唱された(Folkman et al., 1971)。臨床で

は、世界初の血管新生阻害剤として 2004年に欧米で認可されたヒト VEGF中和抗体薬

ベバシズマブ(Bevacizumab)により、さらに広く知られるようになった。現在では VEGF

中和抗体だけでなく、血管新生因子の受容体シグナル伝達経路を遮断するチロシンキ

ナーゼ阻害剤などが臨床応用され、様々な種類の癌腫において臨床転帰を改善するこ

とが報告されている(McCarthy et al., 2003)。しかし、VEGFは NECの生存にとって

も重要であり、その阻害は消化管穿孔、高血圧，出血などの副作用を引き起こすこと

が報告されている(Giantonio et al., 2007)。そのため TECに特異的に作用する新規

の血管新生阻害剤の開発が望まれている。血管新生阻害剤は、このように異常な腫瘍

血管の退縮と残存する腫瘍血管の正常化に働くとされ(Vosseler et al., 2005)、そ

の腫瘍血管の正常化は腫瘍の低酸素の状態を改善し、癌の進行を抑制し、腫瘍組織の
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間質圧を低下させることで抗癌剤の腫瘍への到達を促進することが示されている

(Jain et al., 2014a)。しかし、血管新生阻害剤の長期間投与は腫瘍組織の虚血を惹

起し、逆に悪性化をもたらすとの報告もある(Jain et al., 2005)。従って、血管新生

阻害剤の使用開始や中止時期、適応患者を決定するためのコンパニオン診断薬の欠如

も問題視されるようになってきている。 

肺癌治療においても血管新生阻害療法は有効な治療法の 1つと考えられている。こ

れまで、扁平上皮癌を除く切除不能な進行・再発 NSCLC患者を対象にプラチナ製剤併

用化学療法に VEGF 中和抗体であるベバシズマブを追加することの有効性を評価した

臨床試験が行われ、全生存期間や無増悪生存期間の有意な延長が認められた(Sandler 

et al., 2006; Zhou et al., 2015; Lima et al., 2011; Soria et al., 2013)。し

かし、その後の臨床試験において、無増悪生存期間の 1か月程度の延長効果は示され

たものの、全生存期間の延長効果を証明することができなかった試験も複数存在した。

その原因は十分には解明されていないが、VEGF以外の血管新生因子が治療抵抗性を誘

導する可能性(Limaverde-Sousa et al., 2014)や血管新生阻害が腫瘍細胞の悪性度を

増強する可能性(Paez-Ribes et al., 2009)などが指摘されている。本研究で、申請者

は肺癌の腫瘍血管に BGN発現を認め、血中 BGN濃度が腫瘍血管における BGN発現と相

関することを明らかとしており、BGN が血管新生阻害療法の効果をモニタリングする

ためのバイオマーカーとなり得る可能性が期待される。 

 BGN は炎症以外に組織の線維化にも関与することが報告されている(Bani-Hani et 

al., 2009)。線維芽細胞から分泌された BGNが integrin-β1の発現を誘導し、組織を

硬化させ黒色腫の浸潤を促進することが報告されおり(Andrlova et al., 2017)、BGN

による細胞外マトリックスの硬直が腫瘍の進展や転移を促進する可能性が考えられる。

また、BGN による細胞外マトリックスの硬化が腫瘍血管を圧迫し血管機能を阻害する

可能性があること(Martin et al., 2019)や、腫瘍組織の線維化が腫瘍の低酸素につ

ながる可能性についての報告もある(Jain et al., 2014b)。申請者が所属していた研

究室では、BGN ノックアウトマウスに乳癌細胞を同所移植した腫瘍モデルを用いて、

間質中の BGNを標的とすることで、腫瘍の線維形成を抑制させ、腫瘍血管の圧迫を軽

減することを報告している(Cong et al., 2021)。本研究では、肺癌組織において腫瘍

血管だけでなく腫瘍間質部にも BGN陽性所見を認めた。炎症性病変では、マクロファ

ージや線維芽細胞から分泌された BGNは細胞外マトリックスに沈着し、血液循環に入

る前に様々な種類の酵素によって切断・分解されることが報告されている(Hsieh et 

al., 2014)。本研究で肺癌の腫瘍血管以外の間質部で認めた BGN陽性所見が、細胞外

マトリックスに沈着した BGNである可能性があり、肺癌においても腫瘍の線維化と BGN

発現の関係について解析する必要がある。また、腫瘍組織内で BGNがどのように切断・

分解され血液循環に入るかについて解析した報告は認められなかったが、もし腫瘍組
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織内でも炎症性病変と同様に間質に沈着した BGNが酵素により切断・分解され血液循

環に入るとしたら、血中 BGN濃度は腫瘍血管から分泌されたもの以外に、線維芽細胞

やマクロファージにおける BGN発現の影響も受けている可能性が考えられ、これらの

発現についても解析する必要がある。 

筆者が所属していた研究室では in vivoマウスモデルにおいて BGNが腫瘍細胞の血

管内侵入および転移を促進することを報告しており(Maishi et al., 2016)、ヒトの

臨床検体を用いて BGN 発現と遠隔転移との関連についても解析する必要がある。しか

し、遠隔転移を伴う肺癌の場合、通常、外科的切除は適応されないため、BGN 発現と

遠隔転移との関連を示すことはできなかった。BGN 発現と遠隔転移との関連性を解析

するためには、肝転移や肺転移を伴う大腸癌など、遠隔転移を伴っていても原発巣の

外科的切除が選択されうる癌腫での解析が必要である。 

肺癌の基本的な組織型は腺癌、扁平上皮癌、小細胞癌、大細胞癌の 4種類であり、

その中で最多とされる肺腺癌にはさらに細かな亜型分類が存在し(Travis et al., 

2011)、この亜型分類は悪性度や予後などをよく反映していることが知られている

(Motoi et al., 2008)。申請者は腫瘍血管における BGN発現と血中 BGN濃度の両者を

解析可能であった肺腺癌 31 症例について、この亜型分類を用いて BGN 発現と肺腺癌

の悪性度との関係解析も検討したが、分類された各亜型の症例数が少なく統計学的な

解析は困難であった。今後症例を蓄積し、亜型分類を用いた肺腺癌における BGN発現

と悪性度との関係を解析する必要がある。 

本研究にはいくつかの問題点が挙げられる。1 つ目の問題点は BGN 陽性血管率の解

析方法についてである。免疫染色を用いた血管密度の解析方法として、組織内で血管

を多く含む領域をホットスポットとし、ホットスポットを数視野ランダムに選択し、

各ホットスポットにおいて血管内皮マーカーである CD31 陽性となる血管数を計測す

る方法が報告されている(Weidner et al., 1991; White et al., 2002; Valencak et 

al., 2004; Lu et al., 2010)。本研究でも同様の方法でホットスポットを選択し、各

ホットスポットにおいて管腔の開いた単一の CD31 陽性となる微小血管を 1 つの血管

として計測し解析を行った。しかし、例えば隣接した 2つの微小血管をそれぞれ単一

の血管として計測していたものが、実は連続した 1つの血管である可能性も考えられ、

血管を重複して計測している可能性が否定できないという問題点がある。単一の組織

切片で酵素抗体法を用いた CD31 と BGN の二重免疫染色についても検討を行ったが、

特異的な染色像を得ることができず、本研究では連続切片を用いて CD31 と BGN それ

ぞれの免疫染色を行い解析した。より正確な BGN陽性血管率の解析のため、酵素抗体

法を用いた二重免疫染色のプロトコール樹立が必要である。2 つ目の問題点は BGN 抗

体の抗原についてである。通常、マクロファージや線維芽細胞などから分泌され細胞

外 マ ト リ ッ ク ス に 結 合 し た BGN は 、 matrix metalloproteinase (MMP)/ 
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a disintegrin and metalloproteinase with a thrombospondin motif (ADAMTS)/ 

bone morphogenetic protein-1(BMP1)/GranzymeBなどの酵素により細胞や基質から切

り離され、血中や標的細胞の受容体へ遊離するとされる(Hsieh et al., 2014)。各酵

素により BGNの切断部位は異なっており(Melching et al., 2006; Scott et al., 

2000)、血中には様々な糖鎖修飾を持った BGNが混在している可能性が考えられるが、

各酵素による切断後の BGNの機能や活性の違いについての報告はない。また、本研究

において免疫染色で用いた BGN 抗体の抗原決定基は不明であるが、ELISA 法で用いら

れている BGN抗体の抗原決定基と異なっている可能性があり、腫瘍血管で発現してい

る BGNと血中に遊離している BGNとでは、機能や活性が異なっている可能性が考えら

れる。今後、エピトープの判明している新たな BGN抗体の作成や糖鎖修飾の違いによ

る BGNの機能および活性の違いについて検討を行う必要がある。 

本研究で、申請者は BGN が肺癌 TEC で発現し、TEC での BGN 発現が患者の予後不良

と関連していることを示した。さらに、術前血中 BGN 濃度が、TEC における BGN 発現

と相関し、特に肺腺癌の悪性度と相関していることを示した。以上から、BGN が肺腺

癌の手術適応の時期や術式選択の決定に有用なバイオマーカーになり得る可能性が示

唆された。 
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総括および結論 

① 本研究全体から得られた新知見 

・肺癌の腫瘍組織内において BGN陽性血管を認めた 

・肺癌症例において腫瘍血管内皮細胞の BGN発現が腫瘍の進展度や予後と相関した  

・術前血中 BGN濃度が腫瘍組織内の BGN陽性血管率と相関した 

・肺腺癌症例において術前血中 BGN濃度が腫瘍の悪性度と相関した 

 

② 新知見の意義 

腫瘍細胞ではなく、がん微小環境における BGN発現が肺癌の悪性度や予後と相関す

ることが明らかとなった。また、腫瘍血管における BGN発現が肺癌、特に肺腺癌の手

術適応の時期や縮小手術などの術式選択の決定に有用なバイオマーカーになり得るこ

とが示唆された。そして、これを術前に血液検査という比較的簡便で低侵襲な方法で

解析が可能であることは患者にとって非常に大きな意義がある。 

 

③本研究で得られた新知見から今後どのような研究が展開されうるか 

 本研究で低悪性度の肺腺癌では血中 BGN濃度が低いことが明らかとなった。良性疾

患との鑑別が困難な低悪性度の肺腺癌病変のフォローアップにおいて、血中 BGN濃度

を測定することで手術適応の時期を判断する指標となり得る可能性がある。 

肺癌の腫瘍血管で発現が亢進している BGNの治療前後の血中濃度を測定すること

で、血管新生阻害療法の治療効果をモニタリングするためのコンパニオン診断薬とな

り得る可能性がある。また、BGNを標的とした新規の血管新生阻害剤の創薬や効果的

な投与法の開発にもつながることが期待される。 

肺癌以外の癌腫においても同様に、腫瘍血管を含めたがん微小環境における BGN発

現と腫瘍の進行や予後との関係を解析することで、診断や予後予測因子などのバイオ

マーカーとなり得ることが期待される。 

 

④今後の課題 

 腫瘍以外に炎症性疾患でも BGNはマクロファージや線維芽細胞から分泌されてお

り、血中 BGN濃度は TECから分泌されたもの以外の影響も受けている可能性がある。

また、腫瘍組織内で TEC以外での BGN発現が高い場合、腫瘍血管だけを治療標的とし

ても治療効果は乏しいと考えられ、TECだけでなく TAMや CAFなど他のがん微小環境

を構成する細胞における BGN発現についても解析が必要である。   

また、これまでの報告で TECにおける BGNが遠隔転移に関与することが報告されて

おり、臨床検体においても遠隔転移を有する症例や再発症例を対象として、TECにお

ける BGN発現と遠隔転移との関係について解析を行う必要がある。  
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