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非小細胞肺癌の生長にともなう DNA ploidyの変化に関する研究 
 
苗村建慈、前倉知典（医学教育研究センター・内科学）、廣瀬真理、後藤渉子、澤谷友香理（医学

教育研究センター・病理学). 

 

【緒言】 
Vogelstein Bらは、大腸癌の発生において、多

段階発生説を提唱したが、どのような癌でも、癌
の発生や進展には、遺伝子の変異、癌遺伝子の活
性化、癌抑制遺伝子の欠損、転位や欠損などの染
色体変化などの多段階の遺伝子や染色体の変化
を経て起こるものと考えられている。Vogelstein 
Bらの、大腸癌における多段階発生説では、染色
体の変化として、DNA ploidy の異倍体化が癌発
生における一つのステップとして挙げられてい
る。肺癌の発生・進展においては、癌の進行とと
もに、DNA ploidy の異倍体化がみとめられるが、
肺癌の発生や進展のどのような段階で、DNA 
ploidy の異倍体化が起こるのか、また、他の遺伝
子の変化と関連して起こるものか、詳細は明らか
にされていない。 
【目的】 
本研究では、肺癌の生長において、DNA ploidy

の異倍体化がどのようにして起こり、肺癌の進展
にどのように関与しているのか、非小細胞肺癌で
ある肺腺癌と肺扁平上皮癌を対象に、DNA ploidy
の異倍体化に、癌抑制遺伝子 p53の欠損、テロメ
ア長が関連しているかを検討する。 
具体的には、癌細胞の P53遺伝子は免疫抗体法

を用いて標識、テロメアについては in situ 
hybridization 法で標識し、フローサイトメータ
ーを用いて、癌細胞の DNA ploidy とともに、こ
れらの標識した p53遺伝子産物、テロメアを同時
に測定する。これにより、DNA  ploidy と DNA 
ploidy によって示される癌細胞のクローンの変
化と、テロメア長、癌抑制遺伝子である P53遺伝
子の変異、との関連が判定できる。 
使用する研究手段は、すべて、確立され汎用さ

れている方法と機器で行うことができる。フロー
サイトメーターについては、東洋医学研究所の研
究機器（免疫学教室）を使用する。 
【検体と方法】 
（検体） 
本大学附属病院内で診断され、本病院または他

院で手術摘徐され、同意の得られている症例を主
体とした、ホルマリン固定・パラフィン包埋ブロ
ック標本（肺腺癌、肺扁平上皮癌の各 25 例）を
用いて行う。 
（方法） 
①肺癌のホルマリン固定・パラフィン包埋ブロッ
ク標本から、脱パラフィンを行い、実体顕微鏡下
に腫瘍組織を分け取る。腫瘍組織から、蛋白分解
酵素による化学的分解とホモジナイザーによる
物理的分解により、単離癌細胞を作成する。 
②上皮細胞を認識するサイトケラチンに対する
抗体を癌細胞に反応させて標識し、癌細胞のみを
選別してサンプルとする。 
③単離した癌細胞を、上皮細胞の指標であるサイ

トケラチンに対する抗体により、マイクロ・ビー
ズを用いて選別し、上皮細胞である癌細胞につい
て、PI による核染色、FITC 標識の p53 抗体によ
る免疫染色、テロメアに対する Cy5 標識 PNA プ
ローブによる in situ hybridization、 の三重
蛍光染色を行い、フローサイトメータを用いて、
DNA ploidy の変化と癌抑制遺伝子 p53 の変異や
テロメア長の関係について、解析する。 
【研究経過】 
1) 癌 組 織 を 分 離 し 、 細 胞 単 離 を 行 い 、

PI(Propidium Iodide)による核染色を施し、核
DNA量を測定する段階まで、施行可能である。 

 
図 1.（肺腺癌のＤＮＡploidy: Flow cytometry（上）
と顕微蛍光測光法（下）との比較） 

Flow cytometry （上のヒストグラム）では、非
系上皮細胞を除外しないと、正確な癌細胞（上皮
細胞）のＤＮＡploidyが測定できないことがある。 

 
2)癌細胞のみを測定するためには、癌細胞を蛍光
標識して他の標識された蛍光と同時に測定する
か、癌細胞を選別収集することが必要である。測
定すべき蛍光の種類をできる限り少なくするた
め、マイクロ・ビーズ標識の抗ケラチン抗体で癌
細胞を標識する方法を採用し、検討を行っている。 
3)ホルマリン固定の検体では、癌抑制遺伝子 p53
産物の免疫染色は、PIによる核染色と両立する染
色条件を確立するため、さらに予備実験が必要で
ある。 
4)テロメアを蛍光標識するための in situ 
hybridization については、安定した結果を得る
ために、反応条件などについて、さらに、数回の
予備実験の実施が必要と考えられる。 
5)参考までに、単離した癌細胞に核染色を行い顕
微蛍光測光法により DNA 量を測定した結果につ
いては、以下に簡略して記述する。 
①肺腺癌 14例について、DNA ploidyを検索し
た結果、Diploid stem lineの癌細胞集団のみで
構成される肺腺癌（Diploid tumor）は、腫瘍径
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が 1 cm以下、1 cm～2 cm以下、2 cm～3 cm
以下と大きくなると、4例中 2例(50%)、6例中
2例(33%)、4例中 0例(0%)と減少した。 

②また、Aneuploid stem lineの癌細胞集団が併存
する症例は、腫瘍径が 1 cm以下、1 cm～2 cm
以下、2 cm～3 cm以下と大きくなるにともな
い、4例中 1例(25%)、6例中 4例(67%)、4例
中 4例(100%)と増加した。 

 
【論文及び学会発表】 
現時点では、なし。 

研究区分：重点研究（ユニット研究） 

鍼通電刺激の腱修復能に与える影響―経時的な力学的強度および組織像の観察― 

井上基浩 1） 中島美和 1） 糸井恵 2） 北小路博司 1） 

【所属】1）臨床鍼灸学講座 2）整形外科学講座

 
【背景】 
 これまで、我々は組織の再生と鍼通電刺激との

関連について着目し、その 1 つとして、腱修復に

対する影響についても明らかにするべく、アキレ

ス腱断裂モデルラットを作成し、腱断裂後の治癒

過程に及ぼす鍼通電刺激の検討を進めてきた。そ

して、腱断裂後早期（断裂後 3 日）においては、

直流鍼通電刺激が無処置と比べて、組織学的に有

益な変化をもたらす可能性を報告した（2012 年

度学内研究助成）。 
 
【目的】 
 本研究では、鍼通電刺激が組織学的に見て如何

なる段階において作用するか、より詳細な検討を

進めるとともに、修復腱の力学的強度に与える影

響について断裂後早期、および長期経過後におけ

る検討を行った。 
 
【方法】 
 Wistar 系ラット（雄性、12 週齢）69 匹を用い

た。アキレス腱断裂モデルを作成し、無作為に鍼

通電刺激群（EA 群、n=34）、無処置群（Control
群、n=35）に分けた。EA 群は軽度麻酔拘束下に

アキレス腱断裂部の内外側に先端が腱断裂部に

接触するようにそれぞれ鍼を経皮的に刺入し、間

欠的直流鍼通電刺激（刺激幅 5ms、50Hz、20µA、

20 分間）をモデル作成日の翌日から評価日まで連

日行った。Control 群は拘束処置とそれに伴う麻

酔のみ行った。モデル作成後 7 日、10 日に腱断裂

部を採取、組織標本作成後、HE 染色、および免

疫 組 織 化 学 染 色 （ Transforming growth 
factor-β1 ： TGF-β1 、 basic-Fibroblast growth 
factor：b-FGF）を行い、光学顕微鏡による観察

を行い、関心領域内の全細胞数（HE 染色）、およ

び陽性細胞数（免疫組織化学染色）をカウントし、

定量的に評価した。また、モデル作成後 10 日、

90 日には修復腱を採取し、修復部の前後径、左右

径を計測した後、引張試験により最大破断強度を

測定した（最大負荷容量 100N、試験速度

0.05mm/sec）。統計解析として、Bonferroni/Dunn
法を用いて各評価項目、各評価日における群間比

較を行った（有意水準 5％）。 
 
【結果】 
 組織学的評価の結果を図 1 に示す。モデル作成

後 7 日においては、全細胞数、TGF-β1、b-FGF
陽性細胞数何れに関しても群間に有意差を示し、

EA 群で細胞数、陽性細胞数の増大を認めた。モ

デル作成後 10 日においては、全細胞数と b-FGF
陽性細胞数については有意差を示し、EA 群で細

胞数、陽性細胞数の増大を認めたが、TGF-β1 陽

性細胞数に関しては、有意差を認めなかった（図

中に p 値記載）。※2012 年度に報告した結果を併

せて図示する（モデル作成後 3 日）。力学的評価

の結果を図 2 に示す。モデル作成後 10 日におい

ては、群間に有意差を認め、EA 群で高い値を示

した。モデル作成後 90 日に関しては、EA 群で高

い値を示す傾向は見られたものの、群間に有意差

を認めなかった。また、引張試験を行うにあたり

計測した修復腱の断面積については何れも有意

差を認めなかった（図中に p 値記載）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  図 1 組織学的評価の結果 


