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2 次元電気泳動法により検出された非小細胞肺癌関連蛋白質の

免疫組織化学染色による検証

小鹿雅和1,2・平野 隆1・松林 純2・果 然1・龔 雲波1・
川村 猛3・片場寛明1・大平達夫1・向井 清2・加藤治文1

要旨━━目的．原発性肺癌の生物学的性格を反映するバイオマーカーの探索を目的にEttan-DIGE 法による肺癌組織
型関連蛋白の検出・同定を試みた．方法．組織型ごとに 4～8症例の組織分化が中等度～高分化症例の 2次元電気泳動
（2-DE）用サンプルを混合し，組織型標準サンプルとして蛍光標識後に 2-DEを施行，各組織型で高発現するスポット
を検出した．各スポットは質量分析法で蛋白質分子を同定，検証は肺癌腫瘍組織の免疫組織化学染色によって行った．
結果．19 種類の�平上皮癌関連蛋白質（eSq），16 種類の腺癌関連蛋白質（eAd），17 種類の神経内分泌癌関連蛋白質
（eNE）を検出，このうち 6種類の eSq，8 種類の eAdを同定した．同定蛋白質の 14 種類のうち 8種類がサイトケラチ
ン（CK）（eSq：CK5，CK6A，CK6C，CK6D，CK17，eAd：CK8，CK18，CK19）であった．その後の免疫組織染色に
よる検証で各組織型間でのCKの発現に特徴があることを示すことができた．考察．腫瘍関連蛋白質の発現量に基づい
て肺癌を評価することで，腫瘍の生物学的性格を反映させることが可能となり，治療法選択に応用できると考える．
（肺癌．2007;47:861-869）
索引用語━━プロテオミクス，サイトケラチン，2次元電気泳動法，�平上皮癌関連蛋白質，腺癌関連蛋白質

Validation Analysis Using Immunohistochemistry of Non-small Cell
Lung Cancer-associated Proteins Detected by Two-dimensional
Polyacrylamide Gel Electrophoresis
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ABSTRACT ━━ Objective. We set out to detect primary lung cancer（PLC）-associated proteins using 2-dimensional
polyacrylamide gel electrophoresis（2-DE）analysis and to identify the protein molecules for the exploration of
biomarkers reflecting the biological characteristics of lung cancer. Study Design. We prepared samples for 2-DE from
representative histological types of primary lung cancer; squamous cell carcinoma, adenocarcinoma and small cell car-
cinoma. We selected 8 cases of well or moderately differentiated squamous cell carcinoma confirmed postoperativly to
possess typical histological features of primary lung squamous cell carcinoma. The mixture that contained equal
amounts of these 8 samples was taken to be a standard sample of lung squamous cell carcinoma. Similary, we selected
8 cases of well or moderately differentiated adenocarcinoma to prepare a standard sample of primary lung adenocarci-
noma. We also mixed specimens of 4 cases of small cell carcinoma, and prepared a standard sample of small cell carci-
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緒 言

原発性肺癌の生物学的特性を明確にしようとする時に
HE染色像のみによる形態学的評価だけでは不充分と考
えられるようになってきた．そのよい例をWHO分類に
みることができる．WHO分類では形態学的に神経内分
泌癌とみなされても生化学的・電顕的に証明できない腫
瘍は non small cell lung cancer with neuroendocrine dif-
ferentiation とされ，大細胞性神経内分泌癌（LCNEC；
large cell neuroendocrine carcinoma）と別に規定してい
る．1

私たちは 1989 年以降 2次元電気泳動法（2-DE；2-
dimensional polyacrylamide gel electrophoresis）による
肺癌関連蛋白質の解析を行い，肺癌組織型関連蛋白質の
解析により，組織型に特徴的な蛋白質発現パターンがあ
ること，2-DEゲル上で典型的な原発性腺癌パターンを示
す症例の方が非典型例よりも予後良好なことなどを示し
てきた．2-4 従来法による 2-DEは再現性に問題があると
いわれていたが，波長の異なる蛍光色素で標識されたサ
ンプルを等量混和し，同一ゲル上で泳動する新しいシス
テムを用いることでこの問題を解決するとともに検体間
の発現蛋白の量的比較が容易になった．このシステムを
用いて原発性肺癌の各組織型に特徴的な発現蛋白質の解
析を行い，さらに質量分析によって蛋白質分子の同定を
試みた．この解析でいくつかのサイトケラチン（CK；cy-
tokeratin）の発現が肺癌の組織型間で特徴的であること
が示されたことから，検証実験としてCKの発現様式と
肺癌組織型の関連性を免疫組織化学染色にて評価した．

材料と方法

2次元電気泳動法肺癌解析用外科切除サンプル

2003 年 1 月～2005 年 12 月に外科的に切除され，2次
元電気泳動用サンプルとして以前報告した方法によって
調整されていたサンプルを再検討し，適切な解析結果の
得られることが確認され，解析に充分な検体量（蛋白量）
が確保しうる検体を用いた．5 今回の解析は各組織型の
典型的 2次元電気泳動像を比較解析するのが目的であ
り，術後の病理組織検査で中～高分化扁平上皮癌，中～
高分化腺癌（杯細胞型腺癌を除く）および小細胞癌と診
断されたサンプルのみを用いた．その結果扁平上皮癌 8
例，腺癌 8例，小細胞癌 4例が残り，このサンプルを用
いて解析を行った．
各組織型のサンプルは各症例ごとに蛋白量を調整し等

量ずつ混和され，それぞれ扁平上皮肺癌標準サンプル・
肺腺癌標準サンプル・小細胞肺癌標準サンプルとした．
脱塩処理後 3種類の蛍光色素（Cy2，Cy3，Cy5；GE
Healthcare UK Ltd，England）によりサンプルを蛍光標
識し，2-DE用サンプルとした．3種類の蛍光色素による
標識は蛍光色素の標識率や標識による移動度の微妙な差
を考慮し，3通りの組み合わせを行い，泳動・解析ともそ
れぞれ 3通り施行した．
Ettan-DIGE 法による 2次元電気泳動

1 次元目の等電点電気泳動は Immobiline DryStrip gel
（pH3-10）（GE Healthcare UK Ltd）を用い，Multiphor II
（GE Healthcare UK Ltd）により 1ゲルあたり 50 µAで
泳動，その後 10％ polyacrylamide gel 上に 1次元ゲルを
のせ，EttanDalt II（GE Healthcare UK Ltd）によって 1

noma. We then labeled each standard sample with a fluorescent dye（either Cy2, Cy3 or Cy5）according to the manu-
facturer’s protocol. Furthermore, using mass spectrometry we identified protein molecules that were detected in 2-DE
analysis, followed by validation analysis by immunohistochemistry. Results. We detected 19 kinds of squamous cell
carcinoma-associated spots（eSq）, 16 kinds of adenocarcinoma-associated spots（eAd）and 17 kinds of neuroendocrine
carcinoma-associated spots（eNE）. From these spots, 6 kinds of eSq-protein molecules and 8 kinds of eAd-protein mole-
cules were identified. Eight protein molecules out of these 14 identified molecules were cytokeratin（CK）molecules.
CK5, CK6A, CK6C, CK6D and CK17 were identified as eSq-protein molecules, and furthermore CK8, CK18 and CK19
were identified as eAd-protein molecules. The results of a validation analysis using immunohistochemistry indicated a
high possibility that CK5, CK5�6 and CK17 are biomarkers for squamous cell carcinoma, and that CK18 is a biomarker
for adenocarcinoma. We succeeded in showing a significant relationship between the histopathological differentiation
of PLC and the expression of CKs. Conclusion. There is a strong possibility that the biological characteristics of lung
carcinoma may be clarified by classification based upon proteomic analysis, and the results of proteomic analysis may
be applied to the selection of therapeutic strategies of PLC.（JJLC. 2007;47:861-869）
KEY WORDS━━Proteomics, Cytokeratin, 2-dimensional polyacrylamide gel electrophoresis, Squamous cell carcinoma-
associated protein, Adenocarcinoma-associated protein
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ゲルあたり 1Wで泳動，Bromophenol blue で示される
泳動先端がゲルの最下端に達するまで約 15 時間泳動を
行った．泳動法の詳細はGE Healthcare Bioscience 社の
操作マニュアルに従った．
2 次元電気泳動ゲルの解析

2 次元電気泳動ゲルはTyphoon 9400 fluorescence gel
scanner（GE Healthcare UK Ltd）により画像を取り込
み，DeCyder software v. 5.0（GE Healthcare UK Ltd）に
よって解析した．3通りの組み合わせの蛍光標識で得ら
れた結果をCy2 で標識された組織型を基準にし，3倍以
上の発現を認めたスポットを拾い出し，他の 2種類の組
織型と比較して 3倍以上の発現量と判断されたスポット
をその組織型に関連した蛋白質由来のスポットとした．
ゲルの切り出しとゲル内消化

目的のスポットは切り出され，洗浄・脱水・cysteine
残基の除去処理後，trypsin により消化，消化されたペプ
チドはゲルから抽出・濃縮された後，質量分析による蛋
白質解析に供された．
質量分析法

Peptide Mass Finger Print 法により蛋白質分子の同定
が試みられた．測定にはMALDI-TOF MS（Voyager DE-
PRO，Applied Biosystems，Foster City，CA）が用いら
れ，質量分析により得られた結果はMascot（Matrix Sci-
ence，Boston，MA）データと照合し，蛋白質分子の同定
を行った．
プロテオーム解析による結果の検証

プロテオーム解析によって検出，同定された蛋白質が
実際に肺癌細胞で発現していることの検証は免疫組織化
学染色によった．1997 年 1 月～2000 年 12 月の間に
WHO分類に基づいて病理組織学的に診断された 113 症
例（腺癌 65 症例，扁平上皮癌 31 例，大細胞癌 14 例（う
ち，LCNEC 8 例），腺扁平上皮癌 3例）のホルマリン固定
パラフィン包埋標本を用い，免疫組織化学染色にて腫瘍
組織での蛋白質発現を評価した．また同時に正常気管
支・末梢肺組織での染色性は腫瘍病巣より離れた部位の
正常肺組織 10 症例を同時に染色し，評価した．
なお，以降 LCNEC以外の大細胞癌を大細胞癌と表記

し，LCNECと区別した．
免疫組織化学染色の評価方法と解析

免疫組織化学染色はABC法にて行い，一次抗体は市
販されているマウスモノクロナール抗体CK5（XM26，
Novocastra，Newcastle upon Tyne，England；希釈率
200 倍にて使用），CK5�6（D5�16B4，DAKO Cytoma-
tion，Glostrup，Denmark；希釈率 100 倍にて使用），
CK8（35βH11，DAKO；希釈率 50 倍にて使用）, CK17
（E3，DAKO；希釈率 50 倍にて使用）, CK18（DC10，
DAKO；希 釈 率 20 倍 に て 使 用）, CK19（RCK108，

DAKO；希釈率 50 倍にて使用）を用いた．染色性の評価
は正常組織・腫瘍間質の染色性と比較して決定された．
腫瘍組織は陽性細胞数で 4段階に評価した．すなわち

強陽性（2＋）：70％以上の腫瘍細胞が陽性，陽性（＋）：
40～70％の腫瘍細胞が陽性，弱陽性（±）：10～40％の
腫瘍細胞が陽性，陰性（－）：10％未満の腫瘍細胞が陽性
と評価し，陽性率は（2＋），（＋）を陽性症例と判定，陽
性率を算出し統計学的解析を行った．統計学的解析には
χ2 検定，Fisher 検定を用いた．（Dr. SPSS II for Win-
dows，standard version 11.0，SPSS Inc，Chicago，
Ill）．
染色性および腫瘍組織での陽性細胞数の評価は 2人の

病理医と 1人の外科医により独立して評価し，評価の異
なる症例については供覧のうえ再評価した．

結 果

2次元電気泳動および質量分析による解析

2 次元電気泳動ゲル上で扁平上皮癌関連蛋白質（eSq），
腺癌関連蛋白質（eAd）および神経内分泌癌関連蛋白質
（eNE）をそれぞれ 19 個，16 個，17 個検出した．扁平上
皮癌関連蛋白質 19 個中 6個，腺癌関連蛋白質 16 個中 8
個の同定を現在までに終了した．同定された合計 14 個の
蛋白質分子のうち 8個はサイトケラチンであり，CK5，
CK6A，CK6C，CK6D，CK17 は扁平上皮癌関連蛋白質
として同定され，CK8，CK18，CK19 は腺癌関連蛋白質
として同定された．また，CK以外に既に腺癌関連蛋白質
として検出・同定されている napsin A，annexin A4 な
どが含まれた（Figure 1，Table 1）．
サイトケラチン免疫組織化学染色によるプロテオミクス

解析の検証

正常肺組織の染色性（Figure 2）
気管上皮細胞ではCK5，CK5�6，CK19 が，気管支腺

細胞ではCK5，CK8，CK18，CK19，肺胞上皮細胞では
CK8，CK18，CK19 が陽性を示した．I，II 型肺胞上皮細
胞ではCKの発現に差は認められなかった．CK17 は正
常組織での発現は弱かった．
肺腫瘍組織の染色性（Figure 3，Table 2，3）
①扁平上皮癌関連蛋白として同定されたサイトケラチン
の腫瘍組織での発現
CK5，CK5�6 は扁平上皮癌にて高発現を示し，ともに

強陽性例が 60％以上を占め，他の組織型と比較し有意に
陽性症例を多く認めた（対腺癌：P＜0.001，対大細胞癌：
P＜0.001）．しかし，扁平上皮癌の中では組織学的分化度
で明らかな差を認めなかった．CK17 は CK5，CK5�6
に比較し陽性率では 74.2％とやや低いが，他の組織型と
の比較では有意に陽性症例を多く認めた（対腺癌：P＜
0.001，対大細胞癌：P＝0.014）．
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Figure 1. The localization of the protein spots detected by 2-DE analysis. 
This figure shows the localization of the protein spots detected by 2-DE 
analysis. Blue spots indicate squamous cell carcinoma-associated proteins, 
and green shows adenocarcinoma-associated proteins.

Table 1. Identified Proteins Detected by 2-DE Analysis

Identified protein 
molecules

Intensity rate（fold）

Ad/SCCAd/Sq Spot tagSpot No.

HSP70 6.86 7.15eAd-031511
CK18 7.8110.60eAd-052823
CK1910.0812.17eAd-072945
CK811.5513.57eAd-082941
CK826.21 8.53eAd-092910

napsin A 7.9417.70eAd-103193
napsin A 5.98 9.68eAd-113199
annexin A4 3.68 5.05eAd-123721

Sq/SCCSq/Ad

CK6A 5.80 4.37eSq-042185
CK5 6.11 8.23eSq-072274
CK5 4.86 4.47eSq-082268
CK17 7.1013.65eSq-092379
CK6C 6.26 6.78eSq-112919
CK6D 7.70 5.55eSq-122934

　Ad: Adenocarcinoma, Sq: Squamous cell carcinoma, SCC: Small cell carci-
noma, HSP: Heat shock protein, CK: Cytokeratin.

②腺癌関連蛋白質として同定されたサイトケラチンの腫
瘍組織での発現
CK8 の陽性率は腺癌・扁平上皮癌・大細胞癌ともに

高いが，強陽性を示す割合が腺癌で比較的高かった．特
に中～高分化腺癌で 60％以上の症例で強陽性を示すが，
中分化以上の扁平上皮癌の強陽性は 16.7％であった．陽
性率では組織型間に有意な差を認めなかった．

CK18 は腺癌の 96.9％の陽性率を示し，扁平上皮癌に
比較し有意に陽性症例が多かった（P＜0.001）．腺癌の中
では組織学的分化度が高いほど強陽性を示す症例が多
かった．
CK19 の陽性率は腺癌・扁平上皮癌でほとんど差がな

く，一定の傾向を認めなかった．
③腺扁平上皮癌のCKの染色性
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Figure 2. Cytokeratin expression in normal lung tissue. 
This panel shows the immunohistochemical stainability for 
antibodies against several kinds of cytokeratins in normal 
epithelium of the bronchus and peripheral lung. PIR: Posi
tive immunohistochemical reactivity, BE: Bronchial epitheli
um, AE: Alveolar epithelium, BG: Bronchial glands, N.R: No 
reactivity, CK: Cytokeratin.

腺扁平上皮癌の評価に関しては扁平上皮癌成分と腺癌
成分に分けて評価した．CK5，CK5�6 では扁平上皮癌成
分で強陽性を認め，腺癌成分ではほぼ陰性であった．
CK17 では扁平上皮癌成分で 66.7％の陽性率を示した．
CK18 では腺癌成分で 66.7％の陽性率を示した．CK8，
CK19 では両成分における発現差異を認めなかった．
④大細胞癌のCK染色性
大細胞癌ではCK8，18 の陽性率が高かった（100％，

66.7％）. CK18 では腺癌との比較でわずかに陽性率に差
を認めた（P＝0.033）が，扁平上皮癌との比較では差を認
めなかった．CK5，CK5�6 の染色結果では大細胞癌は
CK5 陽性，CK5�6 強陽性の各 1例ずつを示した以外はす
べて陰性であった．CK17 に関しても 1例のみ陽性を示
した．eSq として同定されたCKの陽性率は扁平上皮癌
と比較すると統計学的に有意に低かった（CK5：P＜
0.001，CK5�6：P＜0.001，CK17：P＝0.014）．
⑤大細胞性神経内分泌癌のCK染色性
LCNECでは CK5，CK5�6 の陽性例は認めず，CK17

は 1 例の陽性症例を認めるのみであった．CK18 は強陽
性症例は認めないが，8例すべてが陽性であった．CK8
の陽性率は 62.5％，CK19 の陽性率は 25％であったが，
いずれも強陽性を示す症例はなかった．

考 察

今回の 2D-DIGE 法により検出された原発性肺癌関連
蛋白質のスポットは，19 種類の eSq，16 種類の eAd，
17 種類の eNEであった．質量分析法による蛋白質分子
の同定作業は，このうち発現量が特に多いと評価された
6種類の eSq，8 種類の eAdから開始した．同定蛋白質
のうち 8種類は CK（eSq：CK5，CK6A，CK6C，CK6D，
CK17；eAd：CK8，CK18，CK19）であり，プロテオー
ム解析の検証実験として市販抗体が入手可能な 6種類の
抗CK抗体で肺癌組織の免疫組織化学染色を行い，肺癌
腫瘍細胞での発現パターンを検証することにした．
eSq として同定されたCK5，CK6，CK17 はいずれも

わずかに低分化腺癌で陽性例を認めるものの，腺癌への
組織分化を示す明確な細胞ではほとんど発現していない
ことが確認され，これらのCKは扁平上皮癌と腺癌の鑑
別に有効と考えられる．eAdとして同定されたCK8，
CK18，CK19 はいずれも扁平上皮癌との鑑別という観
点からみた場合，腺癌に対する特異性が低く，私たちが
以前報告した napsin A を凌駕するものではない．4 しか
し，CK18 は腺癌において扁平上皮癌よりも有意に高率
に発現し，その陽性率は SpA，TTF-1，napsin A などの
既存の肺腺癌のバイオマーカーよりも高率であることか
ら，4,6,7 これらのバイオマーカーとの組み合わせにより，
より確実な診断に寄与するものと考える．
以前より，細胞骨格蛋白質であるCKの腫瘍細胞での

発現は多数報告されている．8-10 しかしながら 2次元電
気泳動法による外科切除材料を用いたプロテオミクス解
析の報告は少ない．11 私たちは扁平上皮癌，腺癌で検出・
同定される蛋白質群のプロテオーム解析の中で，いくつ
かのCK群が肺癌組織型に比較的特徴的な発現パターン
をとることを見出し，さらにCK発現に関し免疫組織学
的検証を行った．検証実験でその有用性が確認できたの
は扁平上皮癌関連CKで CK5，CK6，CK17，腺癌関連
CKでは CK18 のみであった．
扁平上皮癌とCK発現

原発性扁平上皮肺癌に対するプロテオーム解析の報告
はいくつかあるが，12 扁平上皮肺癌に対する真に特異的
マーカーの報告はない．今回の解析では肺癌の他組織型
との鑑別という観点から扁平上皮癌関連CKとして
CK5，CK6，CK17 が同定され，その有用性が示された．
一般的に扁平上皮癌のCK発現に関する評価は以前から
解析が進められており，特に high molecular weight cy-
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Figure 3. Relationship between cytokeratin expression and histopathological types of primary 
lung cancer. AD: Adenocarcinoma, SqCC: Squamous cell carcinoma, LCC: Large cell carcinoma 
except LCNEC, ADSQ: Adenosquamous cell carcinoma.（ADC）; Adenocarcinoma component,
（SqCCC）; Squamous cell carcinoma component, W/D: Well differentiated, M/D: Moderately dif
ferentiated, P/D: Poorly differentiated, CK: Cytokeratin.

tokeratin（CK5，CK5�6）発現についていくつかの報告が
ある．13,14 しかしながらCK17 に関しての報告は少ない．
Lyda らは上皮マーカーと神経内分泌マーカーによる肺
組織の検討で�平上皮癌においてCK14，CK17，高分子
CKの発現を報告し，Wetzels らは�平上皮癌における
Type VII collagen，CK14，CK17 の発現の報告を行っ
ている．15,16 今回の結果はCK17 の発現について支持す
るものであった．扁平上皮癌のサイトケラチンによる免
疫組織化学染色は部位による heterogeneity が大きいこ
とが知られている．1つの癌胞巣の中でも，基底膜側と胞
巣中心では所見が異なりCK発現パターンが変わること
が 経 験 さ れ る．当 研 究 で も high molecular weight
（CK5，CK5�6）においては中分化型扁平上皮癌（高分化
型を含む）で基底膜側周囲での発現が目立った．しかし

ながら他のサイトケラチンでは今回，明らかな傾向は示
さなかった．陽性細胞としての判定は腫瘍全体の面積で
判定した．
腺癌とCK発現

原発性肺腺癌におけるプロテオーム解析では Seike ら
による培養細胞を用いての研究で，肺腺癌関連蛋白とし
てCK8，CK18 の関与を示している．17 また，Gharib らも
肺腺癌外科切除材料を用いた同様の報告をしている．11

今回の解析でも，腺癌関連サイトケラチンとして（CK8，
CK18，CK19）を検出した．他にも肺腺癌では low mo-
lecular weight cytokeratin （ CK7 ， CK8 ， CK18 ，
CK19）の発現が報告されているが，8,18,19 今回 CK7 の同
定はできなかった．私たちはCK18 のみで発現率におい
て他組織型との間に有意差を示すことができたが，腺癌
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Table 2. Correlation Between Cytokeratin Expression and Histological Types of Lung Cancer

Cytokeratin 5
Total－±＋2＋

2524
（96.0%）

1
（4.0%）00W/D AD

2321
（91.3%）

2
（8.7%）00M/D AD

1712
（70.6%）

3
（17.7%）

2
（11.8%）0P/D AD

181
（5.6%）04

（22.2%）
13

（72.2%）M/D SqCC

13005
（38.5%）

8
（61.5%）P/D SqCC

65
（83.3%）01

（16.7%）0LCC

32
（66.7%）

1
（33.3%）00ADSQ

（ADC）
30003

（100%）
ADSQ
（SqCCC）

86
（75.0%）

2
（25.0%）00LCNEC

Cytokeratin 8
Total－±＋2＋

250010
（40.0%）

15
（60.0%）W/D AD

2301
（4.4%）

7
（30.4%）

15
（65.2%）M/D AD

1701
（5.9%）

8
（47.1%）

8
（47.1%）P/D AD

182
（11.1%）

1
（5.6%）

12
（66.7%）

3
（16.7%）M/D SqCC

1301
（7.7%）

9
（69.2%）

3
（23.1%）P/D SqCC

6005
（83.3%）

1
（16.7%）LCC

30003
（100%）

ADSQ
（ADC）

3003
（100%）0ADSQ

（SqCCC）

81
（12.5%）

2
（25.0%）

5
（62.5%）0LCNEC

Cytokeratin 18
Total－±＋2＋

251
（4.0%）

1
（4.0%）

6
（24.0%）

17
（68.0%）W/D AD

230010
（43.5%）

13
（56.5%）M/D AD

17009
（52.9%）

8
（47.1%）P/D AD

189
（50.0%）

7
（38.9%）

2
（11.1%）0M/D SqCC

132
（15.4%）

4
（30.8%）

6
（46.2%）

1
（7.7%）P/D SqCC

61
（16.7%）

1
（16.7%）

2
（33.3%）

2
（33.3%）LCC

31
（33.3%）002

（66.7%）
ADSQ
（ADC）

31
（33.3%）

1
（33.3%）01

（33.3%）
ADSQ
（SqCCC）

8008
（100%）0LCNEC

Cytokeratin 5/6
Total－±＋2＋

2524
（96.0%）

1
（4.0%）00W/D AD

2321
（91.3%）

2
（8.7%）00M/D AD

1712
（70.6%）

4
（23.5%）

1
（5.9%）0P/D AD

182
（11.1%）03

（16.7%）
13

（72.2%）M/D SqCC

13003
（23.1%）

10
（76.9%）P/D SqCC

65
（83.3%）001

（16.7%）LCC

33
（100%）000ADSQ

（ADC）
30003

（100%）
ADSQ
（SqCCC）

86
（75.0%）

2
（25.0%）00LCNEC

Cytokeratin 17
Total－±＋2＋

2523
（92.0%）

2
（8.0%）00W/D AD

2319
（82.6%）

4
（17.4%）00M/D AD

1713
（76.5%）

3
（17.7%）

1
（5.9%）0P/D AD

182
（11.1%）

4
（22.2%）

6
（33.3%）

6
（33.3%）M/D SqCC

131
（7.7%）

1
（7.7%）

4
（30.8%）

7
（53.9%）P/D SqCC

64
（66.7%）

1
（16.7%）

1
（16.7%）0LCC

31
（33.3%）

1
（33.3%）

1
（33.3%）0ADSQ

（ADC）
301

（33.3%）
1

（33.3%）
1

（33.3%）
ADSQ
（SqCCC）

85
（62.5%）

2
（25.0%）

1
（12.5%）0LCNEC

Cytokeratin 19
Total－±＋2＋

251
（4.0%）

2
（8.0%）

15
（60.0%）

7
（28.0%）W/D AD

231
（4.4%）

4
（17.4%）

15
（65.2%）

3
（13.0%）M/D AD

172
（11.8%）

2
（11.8%）

9
（52.9%）

4
（23.5%）P/D AD

1804
（22.2%）

11
（61.1%）

3
（16.7%）M/D SqCC

13008
（61.5%）

5
（38.5%）P/D SqCC

62
（33.3%）

1
（16.7%）

2
（33.3%）

1
（16.7%）LCC

31
（33.3%）002

（66.7%）
ADSQ
（ADC）

30003
（100%）

ADSQ
（SqCCC）

83
（37.5%）

3
（37.5%）

2
（25.0%）0LCNEC

　AD: Adenocarcinoma, SqCC: Squamous cell carcinoma, LCC: Large cell carcinoma except LCNEC, LCNEC: Large cell neuroendocrine 
carcinoma, ADSQ: Adenosquamous cell carcinoma;（ADC）: Adenocarcinoma component,（SqCCC）: Squamous cell carcinoma component, 
W/D: Well differentiated, M/D: Moderately differentiated, P/D: Poorly differentiated.
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Table 3. Comparison of Immunohistochemical Positivity in Different Histological Types of Lung Carcinoma

CK19CK18CK8CK17CK5/6CK5

53/65（81.5）63/65（96.9）63/65（96.9） 1/65（1.5）1/65（1.5） 2/65（3.0）AD

27/31（87.0） 9/31（29.0）27/31（87.0）23/31（74.2）29/31（93.5）30/31（96.7）SqCC

  3/6（50.0） 4/6（66.7） 6/6（100）  1/6（16.7） 1/6（16.7）1/6（16.7）LCC

N.Sp＜0.001N.Sp＜0.001p＜0.001p＜0.001AD vs SqCC

N.Sp＝0.033N.SN.SN.SN.SAD vs LCC

N.SN.SN.Sp＝0.014p＜0.001p＜0.001SqCC vs LCC

　AD: Adenocarcinoma, SqCC: Squamous cell carcinoma, LCC: Large cell carcinoma except LCNEC, CK: Cytokeratin, N.S: 
not statistically significant, LCNEC: Large cell neuroendocrine carcinoma.

の組織亜型間で染色性に差異を見出せなかった．
大細胞癌とCK発現

大細胞癌の診断は除外診断により成り立つその病理学
的特性からどちらの特性も示さないか，扁平上皮癌，腺
癌の両方の性質をわずかずつ反映するモザイクな所見が
考えられた．しかし今回の解析からは腺癌の発現様式を
示す傾向が強かった．実際の病理診断の場ではしばしば
低分化扁平上皮癌との鑑別が困難な場合に遭遇する．
Rossi らは大細胞癌においてTTF-1，CK7，高分子CK，
と CD56 を用いた免疫組織学的検討をし，大細胞肺癌を
低分化腺癌と扁平上皮癌および，神経内分泌腫瘍に分け
る試みを示している．20 大細胞癌の病理学的診断根拠で
ある扁平上皮癌への分化も腺癌への分化も示さないとい
う所見をプロテオーム解析でも重視するなら，eSq であ
る CK5，CK6，CK17 がすべて陰性であり，かつ eAd
である CK18 に napsin A を加えた eAd陰性症例のみを
真の大細胞癌としてもいいのではないかと考える．すな
わち，扁平上皮癌関連CKの発現があれば低分化扁平上
皮癌に，CK18 と napsin A の発現が少しでもあれば低分
化腺癌に分類していいのではないかと考える．TTF-1
は神経内分泌癌でも陽性症例があることが知られてお
り，このような解析に用いるには適さないと考える．21

大細胞性神経内分泌癌とCK発現

病理組織分類では大細胞癌の variant である LCNEC
についても別に評価した．発現結果は大細胞癌と同じく
腺癌関連サイトケラチンCK8，CK18 の陽性率が高い結
果であった．神経内分泌腫瘍におけるCK18 発現に関し
てはいくつか報告があり，Cho らによるプロテオーム解
析では定型的カルチノイド（89％），非定型的カルチノイ
ド（50％），LCNEC（50％），小細胞肺癌（56％）でのCK18
発現陽性を報告している．22 今回 LCNECでの CK18
発現を確認したが，今回の解析と同様の基準で評価した
小細胞肺癌の解析は全例（－）あるいは（±）であった
（data not shown）．

蛋白質発現からみた非小細胞肺癌の分類

肺腺癌のバイオマーカーとしては SpA，TTF-1，
napsin A などが確立されている．しかしながら原発性の
扁平上皮肺癌の性格を示すバイオマーカーは確立された
ものがない．今回の解析は原発性肺癌の中で組織型鑑別
に有用なバイオマーカーとしてCK5，CK6，CK17 が有
力と考えられたが，むろん肺原発の�平上皮癌に特異的
なものではない．またさらに，腺癌の鑑別にCK18 が有用
である可能性が示唆されたが，これも肺原発の腺癌に特
異的ではない．今後 2-DEによる肺癌関連蛋白質解析は
発現量の比較的少なかった検出スポットや eNEの解析
を進めていくことになる．将来的には神経内分泌癌への
分化，扁平上皮癌への分化，腺癌への分化を各組織型関
連の蛋白質発現に基づき数値化し，この 3つの座標で腫
瘍の性格を示すことも可能になるのではないかと考え
る．境界的病変の存在が明らかになっている現在，肺癌
をいくつかのカテゴリーに無理に分類するのではなく，
上記のような表記の方が腫瘍の生物学的性格をより客観
的に明確にできるのではないかと考えている．癌におけ
るプロテオーム解析の大きな目的の 1つは腫瘍の生物学
的特性を明確にし，治療に反映させることにある．例え
ば，腺癌では他の組織型関連の蛋白質発現が混在する症
例や腺癌関連蛋白質の発現が弱い症例（非典型的蛋白質
発現症例）は典型的な腺癌パターンの蛋白質発現様式を
示す症例に比較し予後が悪いことが知られている．3 今
後，今回示すことができた各組織型関連サイトケラチン
発現も同様に予後に関しての相関が認められるならば，
より術後補助化学療法の必要な症例選択などに応用の可
能性がでてくると考える．癌の個別化治療の必要性が強
調される中，癌細胞の生物学的特性を明らかにすること
は今後の肺癌治療において不可欠なことになるに違いな
い．
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