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論  文  内  容  の  要  旨 

 

【背景と目的】 

 肺癌は依然として最も死亡率の高い癌である。肺癌の原因として喫煙が挙げられるが、喫煙率

の低下に伴い、非喫煙者の肺癌における発癌機序の解明が重要となってきた。上皮成長因子受容

体（Epidermal growth factor receptor; EGFR）の遺伝子変異が非喫煙者肺癌における発癌機序

の一つであることは有名であり、アジア人の肺癌患者では 50%以上にこれを認める。近年では未

分化リンパ腫リン酸化酵素（Anaplastic lymphoma kinase; ALK）融合遺伝子を認める肺癌も見

つかっており、EGFR 遺伝子変異を持つ患者層と共に個別化治療の対象は拡大しつつある。しか

し、発癌原因遺伝子が明らかでない患者層は依然として多く、その発癌機序の解明と有効な治療

法の確立が必要である。 

 非喫煙者肺癌の割合は女性に多いことが知られており、これまでにも女性ホルモン関連因子と

肺癌との相関が研究されてきたが、明確な結果は得られていない。また、エストロゲン受容体α

（Estrogen receptor alpha: ERα）に関して、臓器や細胞内の局在の違いによりシークエンス  

されるスプライシング変異体が異なることが報告されている。 

 これらの背景を基に、今回非喫煙者肺癌と女性ホルモン関連因子との相関関係を検討した。 

【対象と方法】 

 2012 年 1 月から 2013 年 12 月の間に名古屋市立大学病院において肺癌の根治切除を行った症

例の内、非喫煙者であり、凍結標本とパラフィン標本の双方が入手可能な 38 症例を対象とした。 

I. 女性ホルモン関連因子の発現検討 

 エストロゲン産生の律速酵素であるアロマターゼ、ERα、エストロゲン受容体β

（Estrogen receptor beta: ERβ）の発現を免疫染色によって確認した。抗体の選定に際し

ては、ヒト胎盤組織のパラフィンスライドを用いて行った。 

II. 定量的 RT-PCR による ERαのエクソン 6 及びエクソン 7 の発現比較 

i.  上記 38 症例の凍結生標本から RNA を抽出し、31 検体において十分量の RNA が抽出

できたことを、吸光度計を用いて確認した。 

ii.  31 症例の RNA から、cDNA を作成した。 

iii.  ΔΔCT 法を用いて ERαのエクソン 6 及びエクソン 7 の発現レベルを検討した。 

【結果】 

I. 女性ホルモン関連因子の発現検討 

 アロマターゼの発現は 32%、核内 ERαは 21%、核外 ERαは 55%、核内 ERβは 92%、

核外 ERβは 47%の症例で確認できた。それぞれ性別および BMI との相関は認めなかった。

核外 ERαの発現は病理学的浸潤性と有意に相関を示した（p=0.000052）。核内の ERαや

ERβの発現は臨床病理学的因子との相関を認めなかった。 

II. 定量的 RT-PCR による ERαのエクソン 6 およびエクソン 7 の発現レベルの検討 

 免疫染色での核外 ERα発現と定量的 RT-PCR による遺伝子発現レベルとを比較すると、

核外 ERαの発現と ERαエクソン 6 の発現レベルとの間には相関を認めなかったが、ERα

エクソン 7 の発現レベル低下は核外 ERα発現と有意に相関を示した。 

 非浸潤癌症例において正常肺と腫瘍組織との遺伝子発現レベルを比較した場合 ERαエク

ソン 7 の発現レベルに差を認めなかったが、浸潤癌症例においては正常肺と比較して腫瘍組



織において有意に ERαエクソン 7 の発現レベルの低下を認めた。正常組織における遺伝子

発現レベルを非浸潤癌症例と浸潤癌症例とで比較した場合 ERαエクソン 7 の発現レベルに

差を認めなかったが、腫瘍組織における遺伝子発現レベルを非浸潤癌症例と浸潤癌症例とで

比較した場合、浸潤癌症例で有意に ERαエクソン 7 の発現レベルが低値を示した。 

  

【考察】 

 本研究では非喫煙者肺腺癌において、免疫染色での核外 ERαの発現と病理学的浸潤性との間

に極めて強い相関を認めた。また、浸潤癌の腫瘍組織で ERαエクソン 7 の発現レベルの有意な

低下を認めた。免疫染色での核外 ERα発現と ERαエクソン 7 の発現レベル低下との間にも有意

な相関を認めたことから、浸潤癌の腫瘍組織では ERαエクソン 7 の選択的スプライシングが優

位になっていることが考えられた。すなわち、エクソン 7 欠損型 ERαを核外発現という表現型

で確認できること、また、非喫煙者の肺腺癌では ERαエクソン 7 の選択的スプライシングが腫

瘍の浸潤性獲得に影響を与えていることが示唆された。 

 これらのことから、今後症例数を増やしての再検討、エクソン 7 欠損型 ERαの機能解析、お

よび核外 ERαが浸潤性獲得機序に与える影響の検討が必要であると考える。 



 論文審査の結果の要旨 

【発表の概略】喫煙率の低下とともに、肺癌患者における非喫煙者の割合が増加している。本研究

では、非喫煙者の肺癌に女性が多いことから、女性ホルモン関連因子と非喫煙者肺腺癌の相関関係に

着目した。免疫染色を用いてアロマターゼ、エストロゲン受容体α（以下、ERα）エストロゲン

受容体βのタンパク発現を確認したところ、核外の ERαの発現と病理学的浸潤性との間に極めて

強い相関を認めた。この相関関係の背景を考察すると、これまでの報告から ERαを構成する遺伝子

配列の内、exon7 の選択的スプライシングが関与している可能性が考えられた。これを示すために、

exon7 と同じくリガンド結合領域を構成する exon6 を比較対象とし、定量的 RT-PCR を用いて

ERαexon7 の発現レベルを検討した。ERαexon6 の発現レベルと免疫染色での核外 ERα発現との

間には相関を認めなかったが、ERαexon7 の発現レベルと免疫染色での核外 ERα発現との間には

有意な相関を認めた。ERαexon7 の発現レベルを正常組織と腫瘍組織との間で比較すると、非浸潤癌

症例では発現レベルに差を認めなかったが、浸潤癌症例では腫瘍組織で有意に発現レベルの低下を

認めた。非浸潤癌症例と浸潤癌症例の正常組織で ERαexon7 の発現レベルを比較した場合、浸潤性の

有無で発現レベルに差を認めなかった。しかし、非浸潤癌症例と浸潤癌症例とで腫瘍組織の

ERαexon7 の発現レベルを比較すると、浸潤癌で有意に発現レベルの低下を認めた。また、非喫煙者

の肺腺癌の多くで EGFR 遺伝子変異を認めることから、EGFR 遺伝子変異と ERαexon7 の発現

レベルとの相関に関しても検討を行った。EGFR 野生型症例、EGFR 変異型症例ともに、正常組織と

比較して腫瘍組織で ERαexon7 の発現量が低下傾向にあり、EGFR 遺伝子変異の有無で ERαexon7 の

発現レベルに差を認めなかった。EGFR 野生型症例と EGFR 変異型症例の正常組織を比較した場合、

ERαexon7 の発現レベルに差を認めなかったが、腫瘍組織を比較した場合、EGFR 野生型症例で

ERαexon7 の発現レベルが低下傾向にあった。これら免疫染色と定量的 RT-PCR の結果から、

ERαexon7 の発現レベル低下、すなわち exon7 の選択的スプライシングが非喫煙者肺腺癌の浸潤性

獲得に寄与していることが示唆された。 

【審議の内容】 主査の中西教授より、①Table１における患者背景の誤植や N 因子の説明、②対象

集団の偏りによる研究への影響、③核外 ERα発現と喫煙の関係、④本研究の治療に向けての将来の

展望について、⑤肺癌に対する分子標的薬治療、等 8 項目の質問がなされた。次に副査の新実教授か

ら、①対象集団の受動喫煙の有無、②Table１の stage III の説明、③腺癌の組織亜型や分化度につ

いての検討、④癌の浸潤性に関する病理学的評価、⑤ERα発現と性差の関係、等 9 項目の質問が行わ

れた。さらに同じく副査の道川教授より、①EGFR の組織別発現レベル、②EGFR が肺癌危険因子にな

っている理由、③核外 ERαの作用、④ERαexon7 の発現レベルと癌の浸潤性獲得の関係、⑤パラフィ

ン固定標本と凍結標本の染色性の違い、についての 5 項目が問われた。いずれの質問に対しても十分

な回答が得られ、本研究領域について深く理解するとともに、専攻分野に関する知識を深く習得して

いるものと判断された。本研究は、非喫煙者肺腺癌と女性ホルモン関連因子の相関関係を明らかにし

たもので、癌の浸潤性獲得に ERαexon7 の選択的スプライシングが関与していることを初めてつきと

めた価値ある研究と考えられた。よって本論文の著者には博士（医学）の学位を授与するに値すると

判断した。 
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