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【要旨】転写調節因子翻訳制御の異常は細胞増殖や癌化と密接に関連している。我々は翻訳開始因子、増殖

因子がヒト肺癌においてリンパ節転移や血行性転移に関与する可能性の有無を検討するべく、細胞蛋白合成

の開始因子であるelF－4E、血管内皮細胞成長因子のVEGF、抗アポトーシス関連蛋白質のsurvivinの発現様

式を免疫染色で調べ、リンパ節転移などの臨床予後の関連性を肺切除標本よりそれぞれの症例につき検討を

行った。survivinおよびelF－4E共に染色陽性群と共に陰性群を比較すると5年生存率はそれぞれ47．8％と

83．5％で両者染色陽性群の予後が有意に悪いことが認められた（P＝0．036）。またこれらの因子の発現に関し、

直接抗癌剤によって蛋白発現を制御しうるかどうか肺癌細胞株を用い検討を行った。シグナル伝達経路で翻

訳開始因子elF－4Eの上流に存在するm－TORを抑制するラバマイシンを肺癌細胞株に投与することにより

elF－4Eの活性は抑制された。またラバマイシンは細胞周期をGl期で停止させることを確認したことより、

ラバマイシンが肺癌の治療の一助となりうると考えられた。m－TOR阻害剤を用いelF－4Eを抑制すること

で蛋白翻訳や細胞増殖を抑制しうることからel・F－4Eは治療の標的因子として重要であること、また予後因

子の指標の一つになりうると考えられた。

はじめに

　肺癌は初期症状が乏しく早期診断が困難であり、有

症状で来院された症例は初診時にはすでに進行して

いることが多い。さらに、遠隔転移やリンパ節転移を

きたしやすく上皮性腫瘍のなかでも治りにくい癌の

一つである。肺癌の治療成績に影響する因子として原

発巣の進展度とリンパ節、遠隔転移の有無が重要であ

り、病期分類は予後を反映する重要な因子である1）。分

子生物学的研究の進歩により発癌過程や癌の進展に

関係する遺伝子、蛋白が同定されるようになった。細

胞周期、遺伝子複製に関わるさまざまな因子がこれら

の過程に関係していることが明らかになってきてお

り、これら因子の制御が癌の治療につながると考えら

れる。癌細胞が抗癌剤や放射線、修復不能な遺伝子損

傷から回避して生存し続けていく防御機能にアポ

トーシスからの回避が挙げられる2）。アポトーシスを

抑制する蛋白質のひとつにsurvivinが挙げられる。

survivinとは16．5　kDaからなる抗アポトーシス蛋白

の一種で染色体17q25に存在する。種々の抗アポトー

2008年1月22日受付、2008年2月5日受理
キーワード：アポトーシス、蛋白翻訳調節、eukaryotic　initiation　factor－4E（elF－4E）、　vascular　endothelial　growth　factor（VEG　F）、

Eukaryotjc　translation　initiation　factor　4E　binding　protein　1（4E－BPI）

（別冊請求先：〒160－0023東京都新宿区西新宿6－7－1東京医科大学外科学第一講座　垣花　昌俊）

Tel：　03－3342L6111　（5070）　Fax：　03－3349－0326

（1）



2008年7月 名和他ll名1非小細胞肺癌におけるelF－4E、　VEGF、　survivinの発現と臨床意義 一　369　一

シス蛋白の中でも最も単純な構造をしており、抗アポ

トーシス作用を主に規定するbaculovirus　IAP　repeat

（BIR）を1つだけ含む。　inhibitor　of　apoptosis（IAPs）

ファミリーに属する抗アポトーシス蛋白8種類のう

ちの1つでカスパーゼー3、一7、一9に選択的に結合しカ

スパーゼの働きを阻害する16）他に、悪性腫瘍細胞の増

殖、血管新生に関与していると考えられている17）。sur－

vivinは元来、胎生期正常細胞に発現しているが、胎生

期を過ぎるとsurvivinの転写は停止し、成人正常組織

ではほとんど検出されないとされている18）。近年、大

腸癌19）、悪性リンパ腫20）など悪性腫瘍におけるsur－

vivinの発現が相次いで報告されており、肺癌におい

てもWestern　blotting解析によりその発現が認めら

れ21）、生存期間との相関が示された22）。survivin発現量

が正常組織と悪性腫瘍との間で差が大きいことから、

腫瘍マーカーとしての意義とsurvivin蛋白を直接阻

害する抗腫瘍治療の分子標的となりうる可能性があ

る。癌抑制遺伝子であるp53はDNAに損傷を受けた

細胞に対し細胞周期の進行をGl期で停止させDNA

の修復を行うが、修復が不可能な細胞に対してはアポ

トーシスを誘導するか、あるいは不可逆的に細胞増殖

を停止させる老化を誘導し、損傷DNAを持った細胞

の複製を防ぐ機能を持つ3）4）。このp53遺伝子は肺癌細

胞においては変異を来しており肺癌の多段階発癌過

程における早期の段階で重要な役割を果たしている

と考えられている5）6）。増殖因子を介するシグナル伝達

経路のひとつとして知られているホスファチジルイ

ノシトールー3一キナーゼ（PI－3K）／Akt／mammalian

target　of　rapamycin（m－TOR）シグナルの充進により

抗アポトーシス機構が癌細胞の保護に働く。悪性腫瘍

においてAktの下流経路に存在するm－TORを標的

とした化学療法は70－kDa　40S　ribosomal　protein　S6

kinase（p70S6K）とEukaryotic　translation　initiation

factor　4E　binding　protein　l（4E－BP　I）の二つの蛋白の

リン酸化を阻害し、シグナル伝達経路を遮断すること

により抗腫瘍効果を発揮する8）。細胞増殖は蛋白合成

が開始されることで起こる。その際にeukaryotic　initi－

ation　factor－4E（eIF－4E）が活性化されることで、

mRNAによる蛋白質の翻訳が開始する。肺癌におい

て成長因子、翻訳開始因子elF－4E、抗アポトーシス関

連蛋白が肺癌の予後に寄与すると考え、東京医科大学

病院呼吸器外科で手術を施行した肺癌症例を対象と

して細胞蛋白質合成の開始因子elF－4E、血管成長因

子VEGF、アポトーシス抑制蛋白survivinの発現様式

を免疫染色で調べ、これらの因子の発現頻度と予後と

の関連性について検討を行った。またelF－4Eを抑制

することで細胞増殖を抑え、腫瘍の抗アポトーシス機

’構を回避できうると仮説をたて、これら癌関連蛋白質

を直接抑制する薬剤、エルロチニブ（erlotinib）、　MS－

275、PS－341、ラバマイシン（rapamycin）を用い実際に

肺癌細胞株において蛋白質レベルの発現の有無を調

べ腫瘍抑制に繋がるかを検討したので報告する。

対 象

　2001年1月～2002年12月に手術を施行した肺癌

切除症例で、病理学的にNO、　Nl、　N2と診断された症

例を対象とし、インフォームドコンセントが得られた

全85例を対象とした。対象症例の臨床的背景をTable

1に示した。

方 法

　試薬

　エルロチニブ（erlotinib；LC・Laboratories社、　Mas－

sachusetts、　USA）、　MS－275（Schering　AG社、　Berlin、

Germany）、　PS－341（LC　Laboratories社、　Massa－

chusetts、　USA）、ラバマイシン（rapamycin；Sigma社、

Missouri、　USA）、抗VEGF抗体（Abcam社、　Cambrid－

ge、　UK）、抗elF－4E抗体（Cell－Signalling社、　Massa－

chusetts、　USA）、抗survivin抗体（Cell－Signalling社、

Massachusetts、　USA）、抗caspase－3抗体（Cell－Signal一

Table　1 Clinicopathological　characteristics　of　patients

with　NSCLCs．

No．　of　Patien毛s

@　　（F85）
％

Gellder

Males

eemales

50

R5

59

S1

Age（yr）

Median（range） 64（27～82）

HistolO勝

Squarnous　cell　carcinoma

`denocarcinoma

nther

22

T3

P0

26

U2

P2

Stage　at　diag簸osis

IIIIIlIV 32

Q2

R0

@1

38

Q6

R5

@1

（2）
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ling　Technology社、　Massachusetts、　USA）、抗Poly

（ADP－ribose）polymerase（PARP）抗体（Cell－Signal－

ling　Technology社、　Massachusetts、　USA）、抗elF－3h

抗体（Santa　Cruz　BiotechnoIogy社、　Santa　Cruz、

California　USA）

　A　臨床材料

　1）組織片作製

　手術により採取された肺組織は直ちに10％緩衝ホ

ルマリン溶液を用いて固定した後パラフィン包埋し

た。パラフィン包埋した組織を4μm厚に薄切し連続

切片を作製した。

　2）免疫染色

　薄切した標本を脱パラフィン後、3％過酸化水素・メ

タノール液を用いて内因性ペルオキシダーゼを阻止

し、0．Ol　Mクエン酸緩衝液（pH　6．0）内で10分間マイ

クロウェーブ処理を行った後、抗原性を賦活化した。

抗VEGF抗体（X50）抗elF－4E抗体（X50）、抗sur－

vivin抗体（X100）を用いて染色を行った。その後

diaminobenzidine（DAB）を用いて発色を行い、ヘマ

トキシリンで核染色を行った。

　3）免疫染色判定法

　elF－4E、　survivin、　VEGFは腫瘍細胞と薄切切片に含

まれる非腫瘍細胞のうち上皮成分との発現度の差を

比較した。腫瘍細胞に強い発現を認める症例を陽性例

とした。腫瘍細胞と非腫瘍細胞に同程度あるいは非腫

瘍細胞に強く発現している症例を陰性例とした。腫瘍

細胞に強い発現を認める割合を全体の細胞と比較を

することでスコアー化し50％以上のものを陽性例、

25％以下のものを陰性菌とした。

　4）統計的処理法

　elF－4E、　survivinおよびVEGFの発現形式と生存期

間の関係をKaplan－Meier法を用いて検討した。また、

elF－4Eとsurvivinの組み合わせによる発現形式と生

存期間の関係もKaplan－Meier法を用いて検討した。

それぞれ、有意差はLog　Rank（Mantel－Cox）（カイ2

乗）検定を用いて算出した。

　B　肺癌細胞株

　1）細胞

　ヒト由来の肺癌細胞株および中皮腫細胞株NCI－

H28．”H69．一H157．LH290．LH292．　H358．一H417．

一H513N－H647x－H661N　H1334N－H1648x－H1793N

－H2122、　A549、ヒト由来腎癌細胞株SKRCI7、

SKRC39、ヒト胎児由来腎細胞株（human　embryonic

kidney　cell　line）FI293T－Rexを用いた。これら細胞株

を5％FCS添加RPMI　1640培地を用い、5％CO2、37℃

で培養した。

　2）細胞周期の定量

　1×106／mlの細胞を100　mmディッシュに播無し、

各抗癌剤を添加し48時間培養した後に細胞回収し、

それらをサポニンおよびpropidium　iodide（PI）を用

いて染色し、フローサイトメーターで定量化した。

　3）ウエスタンプロット解析

　肺癌細胞株に各抗癌剤を添加し培養した後に蛋白

抽出溶液（RIPA　buffer；150　mM　NaCl，1％sodium

deoxycholate，　O．1％　SDS，　1％　Triton　X－100，　50　mM　Tris，

pH　7．2，　containing　1　mM　phenylmethylsulfonyl　fluoride，

5μg／ml　aprotinin，5μg／ml　leupeptin）に浮遊させ、超

音波細胞破砕装置を使用して細胞膜を破砕した後、

15，㎜回転10分間遠心し、蛋白を回収した。得られた

蛋白をsodium　dodecyl　sulfate　polyacrylamide　gel

electrophoresis（SDS－PAGE）を用いて解析を行った。

抗体は抗caspase－3抗体（X2000）、抗PARP抗体

（X2000）、抗elF－3h抗体（X500）をそれぞれ用いた。

　4）m7－GTP－sepharose沈降

　上記3）で得られた蛋白をさらに7－Methyl　GTP

Sepharose4B（GE　Healthcare　Bio－Science社、　New

Jersey、　USA）と共に4℃下に3時間沈降させた。その

のち再び蛋白を回収し、得られた蛋白でSDS－PAGE

を行い、4E－BPlおよびelF－3hの発現解析を行った。

結 果

　肺癌切除標本における各蛋白発現

　正常肺および肺癌組織における蛋白発現を抗elF－

4E抗体、抗survivin抗体、抗VEGF抗体を用いて免疫

組織化学法で解析した。elF－4E、　survivin、　VEGFのそ

れぞれは、正常絵組織内では細気管支上皮細胞の管腔

側のみが弱く染色され14）20）30）、それに対し肺癌組織で

は、多くの癌細胞の細胞質がびまん性に強く染色され

る。我々の検討においても同様の染色結果が示された

（Fig．1）。500個の腫瘍細胞数を数え、染色陽性細胞数

が50％以上の症例を陽性例とした場合survivinの陽

性例は85症例中37症例（44％）で認められた。Log

Rank（Mantel－Cox）（カイ2乗）検定を用いて算出し

た有意確率は（P＜0．148）であった。elF－4Eの陽性例

は、85症例中51症例（60％）で認められた。有意確率

は（P＜0．125）であった。VEGFの陽性例は85症例中

40例（47％）で認められた。有意確率は（P＜0．083）で

あり、いずれにおいても有意差は認められなかった。

（3）
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　　　　　　　　VEGF　elF4E　survMnFig．1　Expression　of　elF－4E　（a），　survivin　（b），　and　VEGF　（c）　protein　in　non－small　cell　lung　carcinomas．　The　normal

　　　epithelium　cells　showed　only　weak　staining．All　proteins　are　expressed　in　cytoplasm．
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Fig．　2　Kaplan－Meier　disease－free　curves　for　（a）　48　survivin－negative　and　37　survivin－positive，　（b）　34　elF－4ELnegative　and　51

　　　elF－4E－positive，　（c）　45　VEGF－negative　and　40　VEGF－positive，　and　（d）　19　both　elFL4E　and　survivin－negative　and　22

　　　both　elF－4E　and　survivin－positive　in　NSCLCs．

しかし、survivinとelF－4Eの組み合わせの中でsur－

vivin陽性かつelF－4E陽性22例（26％）とsurvivin陰

性かつelF－4E陰性例19例（22％）との問における有

意確率は（P＜0．036）であり、ともに陽性である群は

陰性の群に比べて予後が悪い結果となった（Table

2）o

　細胞周期解析およびアポトーシス解析

　使用した抗癌剤、すなわちプロテアゾーム阻害薬

PS－341はG2／M期で7）、　m－TOR阻害薬ラバマイシ

ン8）、HDAC阻害薬MS－2759）、チロシンキナーゼ受容

体阻害剤エルロチニブ25）はそれぞれ、細胞周期をGl

期で停止することが知られている。H460、　A549、　H358

細胞株に対して、細胞周期の検討を行ったところ、ラ

バマイシン治療に対し、H460細胞のGl期は29」2％

から68．59％、A549細胞のGl期は44．95％から

77．20％、H358細胞のGl期は38．15％から81．50％と、

（4）
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それぞれGl期の細胞の割合が増加する事を認めた

（Table　3）。エルロチニブによる治療を行った細胞も

Gl期での細胞周期の停止を認めた（Table　3）。　PS－341

ではG2／M期の停止を顕著に認めなかった。　MS－275

においてはA549細胞を用い細胞周期の検討を行っ

た。用量依存性にGl期停止の比率の増加を認めた

（Fig．3D）。ついでウェスタンプロット解析を用いて

MS－275が細胞に対してアポトーシスを誘導している

Table　2 The　results　of　immunohistochemistry

staining．

category No．of　patients ％

survirvin ω＝85）

（一ト）

i一）

37

S8

44

T6

elF－4E ＠＝85）

（十）

i一）

51

R4

60

S0

VEGF （η＝85）

（＋）

i一）

40

S5

47

T3

survirvin，　elF－4E （η一41）

（＋），（＋）

i一），（一）

22

P9

54

S6

か日検討した。検討はカスペースー3とPoly（ADP－

ribose）polymerase（PARP）の断片化の検出を行うこ

とにより判定を行った。MS－275を2μM、5μM、10

Pt　Mと濃度を増加させると断片化するカスペースー3

およびPARPの量の増幅を認めた。さらに5μMにお

いて治療後24時間、36時問、48時間治療した後に同

様にカスペースー3とPARPの断片化を解析したとこ

ろ、同様に時間依存的に断片化の増幅を認めた（Fig．

3E，　F）o

　翻訳開始因子

　各種の成長因子により活性化されるP13K／Akt／m－

TORシグナルの充進が悪性腫瘍細胞の増殖、抗アポ

トーシスに寄与すると報告されているlo）。　Aktの下流

Table　3　Cell　cycle　analysis

H460 control　rapamycin　elrotinib　PS－341
Gl　（O／o）

S　（％）

G2／M　（％）

29．12

40．00
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による転写を抑制しているが4E－BPIがリン酸化さ
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共にeIF－4F複合体を形成しキャップ依存性の転写を

開始する。ラバマイシンがm－TORを抑制すると4E－

BP1はリン酸化されないことよりelF－4F複合体が形

成されずキャップ依存性転写量は減少し、40Sリボ

ゾームに結合するelF－3hもキャップ構造と複合体を

形成することはない23）。そこで、肺癌細胞株をラバマ

イシンに72時間接触させた後に回収しm7－GTPセ

ファロースビーズと共に沈降させ、4E－BPIの出現量

とキャップ構造と複合体を形成するelF－3h量を

SDS－PAGEにより観察した（Fig．5）。（a）リン酸化

4E－BPI量はラバマイシンにより減少した。（b）elF－

3hのキャップ構造への結合量は減少した。

DA549cells
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Therapeutic　agents　induce　cell　grovv’th　arrest　and　apoptosis．

NSCLC　cells　but　PS－341　does　not　induce　G2／M　phase　arrest　clearly．

Gl　phase　after　48　hours　MS－275　exposure，　and　this　accumulation　is　dose－dependent

with　the　indicated　doses　of　MS－275．　The　indicated　NSCLC　cell　lines　were　incubated　with　medium　（controls），　MS－275

（5pt　M）　rapamycin　（10nM）　and　erlotinib　（10pt　M）　for　48　h，　as　indicated．　The　percentage　of　accumlation　cells　was

determined　by　flow　cytometry　using　dual　staining　with　Saponin　and　propidium　iodide．　（E　and　F）　MS－275　induces

apoptosis　in　sensitive　NSCLC　cell　lines，　Two　cell　lines　deemed　moderately　sellsitive（H647，　IC50＝1．74「ト／一〇．3μM）

and　resistant　（A549，　IC50＝3．42　十／一　O．9　pt　M）　to　MS－275　were　examined　for　biochemical　changes　indicative　of

apoptosis．　（E）　Cultures　were　treated　for　36　hours　with　the　indicated　doses　of　MS－275，　then　protein　lysates　analyzed　by

Western　blot　for　activated　caspase　3　and　poly　ADP　ribose　polymerase　（PARP）　cleavage．　（F）　Cell　lines　were　treated　for

increasing　times，　as　indicated，　using　5　pt　M　MS－275．　Activation　of　caspase　3　and　PARP　cleavage　was　assayed　as　in　（E）．

Tubulin　provided　loading　controls．

　　　12345678
（AtoC）　Erlotinib　and　rapamycin　induce　G　l　phase　arrest　in

　　　　　　（D）　A549　cells　demonstrated　an　accumulation　of

　　　　　　　　　　　　　　．　A549　were　treated　for　48　hours

（7）
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Fig．4　elF－4E　expression　in　NSCLC　cell　lines．　elF－4E　protein　levels　were　measured　in　13cell　lines，　as　indicated．　Each　lane

　　　　contained　10　ptg　of　protein　lysate　from　exponentially　growing　cells．　SKRC17　and　SKRC39　are　renal　cell　carcinoma　cells，

　　　　HEK　293　is　a　human　embryonic　kidney　cell　line．　A　tubulin　provided　a　loading　control．
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Fig．5　rapamycin　decreases　the　phosphorylation　of　4ELBPI．　（a　and　b）　H358　cells　were　treated　with　vehicle（DMSO）　or　with

　　　　increasing　concentrations　of　rapamycin　as　indicated　and　harvested　after　48　hours．　Proteins　were　resolved　by　SDS

　　　　electrophoresis　and　expression　was　examined　by　immunoblotting　with　antibodies　specific　for　elF－3h，　and　4E－BPI．　Cells

　　　　were　treated　as　described　above　and　harvested　after　48　hours．　Protein　expression　was　examined　by　immunoblotting　with

　　　　antibodies　specific　for　elF－3h　and　4E－BPI．　elF－4E　was　aflinity　precipitated　with　m7GTP－sepharose　3　hours　at　4eC　after

　　　　treatment．　Aflfinity－precipitated　proteins　were　resolved　by　SDS－electrophoresis　and　analyzed　by　immunoblotting　with

　　　　antibodies　specific　for　elF－3h　and　4E－BPI．

考 察

　全ての病期を含めた非小細胞肺癌の5年生存率は

13％であるが、外科的に切除された1期、II期のみで集

計すると47％にまで改善する11）。このことから外科的

に肺癌を治療する方法は非小細胞肺癌の予後を左右

する重要な因子の一つとして挙げられる。病期は、T

因子、N因子、　M因子の組み合わせより成り立ち、1期

で2通り、II期で3通りの組み合わせから成る。1期、

Il期の外科的切除例の半数以上が再発していること

から、同じ病期でもTNM因子の組み合わせなど多種

多様な予後因子が存在していることが予想され

（8）
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る1）11）。分子マーカーとして様々な蛋白、遺伝子が転移

や予後の評価に用いられているが複数のマーカーの

組み合わせが候補として挙げられている12－14）。治療の

標的として、またマーカーとして両者に有用であるも

のが予後因子として評価しうるものと考え、その候補

として増殖因子を介するシグナル伝達経路のなかで

代表的なものの一つであるPI3K／Akt／m－TORシグ

ナルに着目した。このシグナル伝達経路は、蛋白翻訳

調節因子のみならず抗アポトーシス因子にも影響を

及ぼしていることから、それらに関連するVEGF、

survivin、　elF－4Eを対象として予後との関連を検討し

た。肺癌切除標本におけるVEGFの免疫染色の結果

と5年生存率との間に有意な相関関係は認められな

かった。血管新生は発生、組織修復、炎症や腫瘍の進

展など数多くの生理学的、病理的過程で重要な役割を

果たしている。サイトカイン、成長因子、その他の多

くのメディエーターが血管造成に関与している。組織

の血管新生の間、内皮細胞は、細胞外マトリックス成

分や他の内皮細胞に接着するが、これは血管造成には

必須の過程である。血管内皮成長因子（VEGF）は内

皮細胞に特異的な分裂誘導物質であり、血小板由来成

長因子（PDGF）と約20％構造上の相同性を示す直接

的メディエーターである。VEGFはin　vivoで血管新

生を誘導し、in　vitroでは内皮細胞の増殖を促進し、血

管の浸透性を高める15）。血管新生のメディエ一座ーに

よる内皮細胞の刺激、あるいは細胞i接着分子を経由す

る内皮細胞の接着は細胞膜を貫通する様々のシグナ

ル伝達メカニズムを活性化し、次いで毛細管形成を引

き起こす。正常細胞の血管新生と同様に悪性腫瘍細胞

はVEGFをはじめとする血管新生因子を産生し、血

管内皮細胞の増殖および遊走を促進し、宿主血管を腫

瘍内へ誘導し、血管を発達させることにより増殖を続

ける15）。このことから血管新生は悪性腫瘍の増殖に不

可欠であり、転移を起こす際の進入路となりうると考

えられる。今回対象とした症例の再発形式を詳細に検

討し免疫染色結果との相関を比較する必要があると

考えられた。survivn、　elF－4E共に単独で染色陽性で

あったものでは予後に相関は認められなかったが、

survivinとeIF－4Eの両者とも染色陽性群と両者とも

陰性群を比較すると両者とも陽性群において生存率

が低下することが確認された。悪性腫瘍の発現過程に

おいても、悪性腫瘍が生存し続けるためにも複数の因

子を要することは間違いなく、一連のシグナル伝達経

路において予後に相関する因子を確認できたことは

興味深い。ピストン脱アセチル化酵素阻害剤MS－275

を培地に添加し肺癌細胞を培養したところ細胞はGl

期において細胞分裂を停止した。同時にウェスタンプ

ロット解析にてアポトーシスの誘導が起きているこ

とが確認された。survivinはカスペースー3を阻害する

がMS－275によってカスペースー3の活性が上昇して

いることから、MS－275がsurvivinの活性を抑制する

ことでカスペースー3の活性を上昇させている可能性

が考えられる。増殖因子を介し、細胞増殖、分化、細

胞の走化性、血管新生などに関っているシグナル伝達

経路のひとつとして知られているPI－3K／Akt／m－

OTRシグナルの充進により抗アポトーシス機構が癌

細胞の保護に働く10）23）。PI－3Kが活性化されるとホス

ファチジルイノシトールー3リン酸［PI（3，4，5）P3］が産

生され、［PI（3，4，5）P3］はセリンスレオニンキナーゼで

あるAktと結合してその活性化を促進する。Aktの下

流経路に存在するm－TORはマクロライド系抗生物

質のラバマイシンの標的蛋白質として同定され23）、

p70S6Kと4E－BP　1をリン酸化するセリンスレオニン

キナーゼである24）。Aktの下流経路に存在するm－

TORを標的とした化学療法はこの二つの蛋白のリン

酸化を阻害し、シグナル伝達経路を遮断することによ

り効果を発揮する8）25）。多くの腫瘍細胞において

cyclinD、　p53、　pRB、　p16、　p27の異常や、　PI－3Kの活

性化の充進が観察されるので、m－TOR阻害剤は有効

な抗腫瘍薬剤として期待できる。遺伝子の発現には

DNAからmRNAへの遺伝情報の転写とmRNAか
らタンパク質への翻訳の二つの過程がある26）。これま

では主に、転写レベルでの研究が多くされてきたが、

翻訳レベルでの調節も細胞の増殖、分化に重要な役割

を果たしていることが明らかにされてきた2）27）。悪性

腫瘍細胞がVEGFなどの成長因子やcyclin　Dlに

よって刺激を受けると蛋白合成が開始されるが、その

蛋白質の翻訳が、elF－4EとmRNAの5’一末端に存在

するキャップ構造（7mGTP）と結合することにより

開始される28）29）。elF－4Eは普遍的な蛋白翻訳の開始因

子であるが、翻訳制御の異常と、キャップ依存性の翻

訳開始因子による蛋白翻訳量の増加を調べることが

腫瘍発育のメカニズムとして重要な課題と考えられ、

Lazaris－Karatzasら30）によりelF－4Eはproto－on－

cogeneであることが指摘された。この結果を踏まえ、

eIF－4Eが多くの乳癌、結腸癌および頭頸部癌に過剰

発現し、腫瘍の悪性度や患者の予後とも相関すると報

告された31）。さらにelF－4Eの発現量の増加は腫瘍の

（9）
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増殖を助け、抗アポトーシスに寄与することも指摘さ

れた32“34）。m－TOR阻害剤であるラバマイシンを培地

に添加し肺癌細胞を培養したところとG1期に細胞周

期は停止した。さらにラバマイシンは蛋白質合成開始

因子であるelF－4Eの翻訳開始を抑制する4E－BPlの

リン酸化量を減少させた。mRNAキャップ構造に

elF－3hは結合しmRNAの転写翻訳を担うが24）、ラバ

マイシンの4E－BPIリン酸化抑制効果によりelF－3h

のキャップ構造への結合を抑制した。成長因子の受容

体のチロシンリン酸化酵素を阻害する薬剤は肺癌に

おいて目覚しい治療効果をもたらすが、その効果の一

つに細胞をG1期に停止させることが挙げられ
る35）36）。チロシンリン酸化阻害剤であるエルロチニブ

を用いた実験で我々はエルロチニブが肺癌細胞株を

G1期に停止させることを確認した。このことよりエ

ルロチニブは成長因子から始まるシグナル伝達経路

を停止させその下流のm－TORからの蛋白翻訳開始

因子へのシグナルも抑制しうることを示唆された。

我々の免疫染色の結果と予後の関連性を比較すると、

elF－4Eおよびsurvivin発現が予後に寄与しうること

から、肺癌に対する化学療法の薬剤の選択として、ア

ポトーシスを誘導する薬剤とm－TOR阻害剤との組

み合わせが、肺癌において新しい抗癌剤治療の可能性

として期待しうるかもしれないと考えられた。また

m－TOR阻害剤を用いelF－4Eを抑制することによ

り、蛋白翻訳や細胞増殖を抑制しうることからelF－

4Eは治療の標的因子として重要であること、かつ、予

後因子の指標の一つになりうると考えられた。
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Clinical　analysis　of　resectable　non－small　cell　lung　cancers　and

　　　　determination　the　level　of　elF－4E，　survivin　and　VEGF

Kimitoshi　NAWA’），　Masatoshi　KAKIHANAi），　Yoshinori　SAKATAi），
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　　　　Masaharu　NOMURAi），　Tatsuo　OHIRA’），　Masahiro　TSUBOIi），

　　　　　Norihiko　IKEDA2），　Takashi　HIRANOi），　Harubumi　KATOi）

　　　　　i）First　Department　of　Surgery，　Tokyo　Medical　University　Faculty　of　Medicine

2）Respiratory　Disease　Center　Mita　Hospital，　lnternational　University　of　Health　and　Welfare

Abstract

　　　The　expression　of　elF－4E，　survivin　and　VEGF　was　immunohistochemistry　investigated　in　85　surgically　resected　non－

small　cell　lung　cancers　（NSCLCs），　and　the　results　of　expression　status　were　correlated　with　patient　clinical　data．　Using

Kaplan－Meier　survival　curves，　for　the　survivin　negative　and　el　F－4E　negative　staining　had　a　significantly　better　survival　than

either　the　survivin　positive　and　the　el　F－4E　positive　staining　gi”oup　（83．5％o　versus　47．80／o，　P＝O．036）．　We　hypothesized　that　the

induction　of　prohibiting　the　PI3K／AKT／m－TOR　signaling　pathway　may　lead　to　reduce　tumor　progression．　We　demonstrat－

ed　that　the　epidermal　growth　factor　receptor　tyrosine　kinase　inhibitor　（erlotinib），　m－TOR　inhibitor　（rapamycin），　and　histone

deacethyl・・e　i・hibit・・（MS－275）i・duced　cell・9r・舳i・hibiti・n　i・human　NSCLC・cell・w・・e　acc・mp・ni・d　by　G　l／S　ph・・e

arrest．　We　showed　the　suppression　level　of　inhibitory　elF－4E　binding　protein　（phospho－4E－BPI）　rapamycin．　This

immunohistochemical　study　suggests　that　both　elF－4E　and　survivin　may　be　a　therapeutic　target　and　a　marker　of　tumor

recurrence．　Furthermore，　the　results　provide　insights　into　the　cell　cycle　effects　of　erlotinib　and　rapamycin　may　be　used　as

potential　surrogate　endpoints　of　drug　action　in　clinical　studies．

〈Key　words＞ apoptosis，　translation　initiation，　eukaryotic　initiation　factor－4E　（elF－4E），　vascular　endothelial　growth　factor

（VEGF），　Eukaryotic　translation　initiation　factor　4E　binding　protein　1　（4E－BPI）

（　12　）


