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4 3 4 金沢大学十全医学会雑誌 第107 巻 第 6 号 434 - 4 4 5 (1 9 9 8)

原発性肺癌におけるイ ン タ ー ロ イ キ ン8 の 発現 に関する検討

金沢大学医学部医学科第一
-

外科学講座 ( 主任: 渡辺 洋字数授)

菊 地 勤

原発性肺癌細胞株10 (腺病3 , 扁平上 皮痛3 , 小細 胞癌4) 株 , 原発性非小細胞肺癌89 例 の 腫瘍組織, 担癌正 常肺組織,

お よ び 術前 に採取 さ れ た血 祭中 に お け る イ ン タ ー

ロ イ キ ン ー 8 (i n t e rl e u k i n -8 , I L - 8) お よ びI し8 受容 体 B 型 (I n t e rl e u k i n - 8

r e c e pt o r B , I L 8 R B ) の 発現 を探 り, 臨床病理学的諸因丁
一と の 相関 を検討 した . 肺 癌細胞株 にお け るⅠし8 m R N A の 発現は , 逆転

写P C R 法 に よ る 半定量的解析 に よ り , 腺癌2/3 株 , 扁平 ヒ皮癌3/3 手札 小細胞癌2/ 4 株で 検出 され , 発現量 は 扁平 上皮痛が他

の 組織型に 比 べ 高い 傾向を示 した .

一

方 , Ⅰし8R B m R N A の 発現 は, 腺癌1/ 3 株 , 扁 平上 皮痛 3/ 3 株 , 小紙胞癌4/4 株で 検出さ

れ
,
発現 量は 扁平上皮痛が腺癌より有意に高か っ た (P < 0 .0 5) . 切 除標本 にお け るⅠし8 蛋白濃度は , E u S A 法 に よ る 測定で 正

常肺組織 に 比 し腫瘍組織で有意 に高値を示し た (P < 0 .0 1) . 腫瘍組織内に お け るⅠし8 の 局在 は , 免疫組織化学的に , 主と して

腫瘍細胞 の 細胞質
,
腫瘍組織内の マ ク ロ フ ァ

ー

ジ に確認 で きた . 腫瘍 組織中のⅠし8 蛋白濃度 と
,
血 祭中Ⅰし8 蛋白濃度と の 間に

は
,
有意 な正 相関が認め ら れ た (r = 0 .2 5

,
P < 0 .0 5) . 組織 型別に見る と, 腫瘍組織中のⅠし8 蛋白濃度 は, 扁平上 皮癌が腺痛よ

り , ま た腫 瘍径別で は3 c m 超群 が3 c m 以 下 群よ り有意 に高く (と も にP < 0 .0 5) , T 国子別 に はT l , 2 症例 に比 べ T3 , 4 症例で

高い 傾向があ っ た . 腺病を対象と した場合, 分化度別に は 高分化 に比 し低分化で有意 に高値 を示 した (P < 0 .0 1) . 腫瘍内服管

密度と腫瘍組織中の Ⅰし8 蛋白濃度と の 間で 相関は認め られ ず, I L 8 の 原発性非小細胞肺癌 にお け る 血 管新生因子と して の 意義

は確認 できな か っ た . ま た
, 腫瘍 の 進展 に関与す る と い わ れ る自己分泌型運動国子受容体 ( a u t o c ri n e m o tility 払 ct o r r e c e pt o r ,

A M F R) に つ い て も, 腫瘍組織中の II : 8 蛋白濃度 と A M F R 発現 の 有無 と のl削 二相関は 確認 でき なか っ た . 以 上 の 結果 より原発

牲肺痛に お けるⅠし8 の 発現は
, 扁平上 皮痛が他の 組織型 に比 し高く ,

腫瘍組織 で担痛iE 常 肺組織 に比 し発現が克進 して い る こ

と が 判明 した . 腺痛 に お い て は
,
腫瘍の 脱分化 お よ び 進展 にⅠし8 が 関与 して い る可 能性が示唆 され た .

E e y w o r d s i nt e rle u k 血8 , in t e rle u k in - 8 r
･

e C e P t O r , 1 u n g c a n c e r

緒 言

抗腫瘍効果 を発揮する サ イ トカ イ ン は , イ ン タ ー

ロ イ キ ン8

(i n t e rl e u k i n - 8 , I L - 8) , 腫 瘍壊死 因子 (t u m o r n e c r o ti c f a c t o r ,

T N F) - a , iヲ , イ ン タ
ー

フ ェ ロ ン (i n t e rf e r o n , I F N ) - a , ,? , 7 ,

1
'

ンタ
一

口 イ キ ン1 (i n t e rl e u ki n -1 , Ⅰし1) な どが 報告 され てい る
t)

.

I L - 8 は , Ⅰし 1
,
T N F -

α
,
I F N 一

γ ,
リ ボ ポ リ サ ッ カ ラ イ ド

(1i p o p oly s a c ch a rid e) 等の 炎症起因物質を中心 に種 々 の 産生刺激

物質の 刺激 を′受け
,
好 中球

,
好酸球

,
T 細f胤 線 維井細胞, lfll .

管 内皮細胞, 滑膜細胞
,
軟骨細胞, ケ ラチ ノ サ イ ト な どで膚′巨

さ れ る
2)
. そ の 標 的細胞 と して は , 好ヰ一球, T 細 胞, 好塩 基球,

単球, ケ ラチ ノ サ イ トが 知 られ , 好中球 に対 して は, 細胞 内酵

素の 放出, 好中球活性化能を有 し, さ ら に好中球の 血 管内皮細

胞 へ の 付着も制御す る と さ れ て い る
2)

. さ ら に
, 膿 瘍細胞 か ら

の 産生も確認 され , 腫瘍 の 進展 に関与す る可 能性が指摘 さ れ て

い る
ニi卜 8)

. Ⅰし8 の 腫瘍進展 へ の 関与 と して 以 下 の 二 つ の 可能性

が 考慮 され る . 一一

つ は好 中球 な ど を 介し間揺的 に作用 し
,
腫 瘍

の 増殖を抑制す る場合である
9 卜 1 1)

. もう劇一 つ は , 膿瘍血 管新 生

を 刺激 す る こ と で 腫場 の 増殖 ･ 進展 を促進す る 場合である .

実 際, I L -8 の 血 管 新生 刺激因子 と し て の 機能 が 報告 さ れ て い

る
1 2)l :i)
肺癌 に お け るⅠし8 の 発現 意義 は未だ不明確 で あ り , 本

研究 は, 原発性非小細胞性肺癌症例 にお け るそ の 党規 を評価し,

そ の 臨昧病理学所見と の 相関を探 っ た .

対象 お よ び方法

I . 対 象

1
. 肺墳培養細胞株

ヒ ト月rff痛油 来の 細胞株と して , 腺痛細胞株3 種 (P C
-3
,
P C-8 ,

P C -1 4) , 后かl三 卜皮癌細胞株3 種 (P C -1 0
, Q G -5 6

, Q G -9 5) , 小紺

胞癌細胞株4 種 (P C - 6
, Q G - 9 O , N C I H - 6 9

,
N C I H-8 2) 計10 種類

の 肺癌細胞株を川い た .

2 . 臨床検体

1 99 6 年1 0 月 か ら 199 8 年4 日 ま で に, 金沢大学医学部第一一
一外

科で 切除さ れ た 原発性非小細胞肺癌症例の うち無作為 に選択し

た 89 症例 の月垂瘍 お よ び 担癌 正常肺組織 の 新鮮凍結標本, 術前

搾取さ れ た 血 柴, お よ び ホ ル マ リ ン 固定 パ ラ フ ィ ン 包埋 標本を

平成1 0 年1 0 月 8 日受付 , 平成1 0 年11 月2 6 日受理

A b b r e vi ati o n s : A M F
,
a u t O C rip. e m o tilit y f a c t o r; A M F R , a u t O C

ri n e m o tilit y f a c t o r r e c e p t o r; B S A , b o vi n e s e r u m

alb u m in ; F G F , A b r o bl as t g r o w th f a ct o r; I F N , i n t e r fe r o n ; Ⅰし1 , i nt e rl e u ki n
～1; II ] 8 , i n t e rl e u kin - 8; II : 8 R B , in t e rle u kin

-8

r e c e p t o rB ; P B S , p h o s p h at e b u ff e r e d s ali n e; R T P C R , r e V e r S e t r a n S C rip ti o n
-P C R ; T N F , t u m O r n e C r O ti c f a ct o r; V E G F ,

V a S C ul a r e n d o th elial g r o w 也 f a ct o r

..

.

.

..-
∵.:.



原発性肺癌に お け る イ ン タ ー ロ イ キ ン8 4 3 5

用 い た . 臨床病理 学的因子 は
,
金沢大学医学部付属病院中央検

査部か ら の 病理 報告書 をもと に 肺癌取り授 い 規約
1 ●1)
に 基づ い

た . 年齢は2 5 ､ 8 9 (平均66 . 1) 歳 , 性 別は 男性63 例 , 女性26 例

であ っ た . 組 織型別 に は , 腺癌57 例 , 扁 平上 皮哺23 例 , 大細

胞癌5†札 腺扁平上皮痛4 例 で あり , 病 期は Ⅰ 期4 2 例
,
] 期1 1

例, Ⅲ期34 例 ,
Ⅳ 期2 例 で あ っ た .

Ⅱ . E u S A に よ るI L 8 蛋 白の測定

1 . 末梢 血 のⅠし8 蛋白測定

各患者か ら 術前 に ヘ パ リ ン 含血 5 m l を採 取 し , 2 0 0 × g , 5

分間遠心分離 し, 血 柴 を 分離 し た . I L -8 蛋白 の 測定 は , ヒ ト

IL 8 E LI S A キ ッ ト (東 レ , 東京) を用 い た .

:

予め 抗 ヒ トIL -8 ポ

リク ロ
ー

ナ ル 抗 体 の コ
ー

テ ィ ン グ さ れ た マ イク = プ レー ト の

各ウ ェ ル に4 0 0
′

′∠1 の 洗浄 液を満 た し, ア ス ビ レ ー ク ー

( マ イ

ク ロ プ レ
ー

ト
･ ウ ォ ッ シ ャ

ー

,
フ ナ コ シ

, 東京) を 朋 い て吸

引し洗浄 し た 後, 各ウ ェ ル に綬 衝液1 0 0
一
′∠1 を 入 れ た . 測定 サ

ンプ ル ま た は ヒ トIL - 8 標準 液 (0 ､′鮒Op g / m l) 5 0
′
′ノ1 を 各 ウ ェ

ル に加 え, マ イ ク ロ プ レ ー

ト振 盗機を開 い て 室 混で 1 時間 反

応させ た . 3 回洗 浄後 ,
ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標 識抗 ヒ トIL-8 モ

ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗体10 0
′
′∠1 を 人れ

, 室 温で 30 分間振葱反応 を行

な っ た ･ 反応 後, 3 回 洗浄 し , 発 色液1 0 0
′
" 1 を 人 れ , 室 混 に

て30 分間振盤反応 を行 な い ,
1 N 硫酸10 0

一

′∠1 を 加え 反応 を停

止した .
モ デ ル 55 0 マ イ ク ロ プ レ

ー

トリ
ー

ダ
ー

( 日 本 バ イ オ ･

ラ ッ ド ラ ボ ラ トリ
ー ズ

, 束 京) にて 45 0 11 m ( 対 称波長59 5 n 11 1)

の吸光度を測定 し , 標準 曲線をもと にサ ン プ ル 中の Ⅰし8 蛋白

濃度を算出= ノ た .

31 0 b p →

2 3 4 b p 一
一
一 y

2 . 膿瘍お よ びiE 常肺の Ⅰし8 黄白測定

組織材料の 採取にあた っ て は , 血 球成分な どの
一
iE 骨組 胞混入

をで きる 限り少なくする た め に
, 膿瘍塊及び 正 常肺をリ ン酸緩

衡食塩水( ph o s p h a te b u ff e r e d s ali n e , P B S) ( 日 水製薬, 東京) で

十分に 洗浄し, 搾取 組織周囲に付着す る結合織 を取り除い たj乳

腺癌細胞 の 実質部分, ま た は 肺組織 の み を 確実 に取 り出 し

た . 組織 材料 を眼科鋼鉄 で ペ ー ス ト状 に 締切 操舵 し, 組織材

料50 !L g あ た り , P B S 2 m l を加え , ホ モ ジナ イ ザ M ス タ ン ダ
ー

ド型 ド ラ イ ブ ユ ニ ッ ト (P ol y tr o n , L u c e r n e , S w it z e rl a n d) で ,

ジ ェ ネ レ ー タ ー シ ャ フ ト7 m m を 使片= ノ
, 1

一

分 に懸 濁 した . そ

の 綾 ,
1 0 0 0 × g , 1 5 分遠心分離し , _

仁清を抽出 した . そ れ ぞ れ

の 上浦を ,
上 記 ヒ トI L 8 E LI S A キ ッ ト を用 い て サ ン プ ル 中の

Ⅰし8 蛋白濃度戊牒川= ノ た .

Tl) ･ 逆 転写 P C R 反 応 ( r e v e r s e t r a n s c r i p ti o n - P C R , R T
-

.
P C R)

1
. R N A 抽出

約5 Ⅰ℃ m 角の 組織片を ミ ク ロ ト ー

ム に て
, 厚 さ1 6 〃-1 で約50

枚滞切 後, ア イ ソ ジ ュ ン ( ニ ッ ポ ン ジ
ー

ン
, 富山) 1 m l 加え , ボ

ル テ ッ ク ス ミ キ サ ー

にて 掘拝 し た後 に 5 分間室温に静置 し た.

ク ロ ロ ホ ル ム (和 光純薬) を0 .2 m l 人 れ
,
1 5 秒間激 しく摘絆 し,

2
､

3 分間室温 に静置後, 4 ℃ , 1 2 0 0 0 × g , 1 5 分間遠心 し , 水

桶の み を紬Ⅲ した . 2 - プ ロ パ ノ ー ル (和 光純♯) を0 .5 m l 注入 し,

5 分間室温 に静置後, 4 ℃ , 1 2 0 0 0 × g , 1 0 分 間遠心 し た . 上 清

を捨 て た 乳 75 % エ タ ノ ー ル (和光純薬, 東京) 1 m l を入 れ , ボ

ル テ ッ ク ス ミ キ サ
ー

で増 枠し
,
4 ℃

,
7 5 0 0 × g , 5 分間遠心 軋

T a bl e l ･ Ⅰし 8 , I し 8 R ty pe B , J? コ m i c l
･

O gl o b b uli n g e I- e Pl
･

1 m e r S u S e d i n thi s st u d y

(｡よ諾告s) S e 甲Ie l- C e

1 L -8

S e 11 S e

A n tis e n He

I L - 8 R B

S e II S e

A n ti s e I I S e

ノヲユ ーー1i c r o gl o b し11i11

S e I I Se

A n ti l e n S e

1 2 3 4 5

5
●

- A T G A C T T C C A A G C T G G C C G T G- 3
1

5
'

- T T A T G A A T T C T C A G C C C T C T T C A A A A A C T T C T C - 3
1

5
l

- A T G C T G G T C A T C T T A T A C A G C A-3
1

5
'

- G G T G T G C G T G T G A - 3
■

5
1

- A C C C C C A C T G A A A A A G A T G-3
r

5
l

- A T C T T C A A A C C T C C A T G A T G-3
1

1 2 3 4 5

← 3 0 0 b p

Fig ･ 1 ･ R T - P C R a n al y si s f o r I L 8 i n c ult u r e d h u m a n p ri m a lY
l u n g c a n c e r c ell li n e s . L a n e l

,
M a r k e r 4 (≠Ⅹ174/ H a e Ⅲ

di g e s t ,) ; L a n e s 2
, Q G 9 0 ; L a n e s 3 , Q G 9 5 ; L a n e s 4 , P C 8 ;

h n e s 5
,
P C l O . b p , b a s e p ai r .

3 1 0 b p
- →

2 3 4 b p
ノ
ー
サ

← 2 5 6 b p

Fi g ･ 2 ･ R T IP C R a n al y si s f o r II : 8 R B i n c u ltu r e d h u m a n p ri m a r Y
l u n g c a n c e r c ell li n e s ･ L a n e l , M a rk e r 4 (≠Ⅹ174/ H a e Ⅲ
di g e st); L a n e s 2 , Q G 9 0; L a n e s 3 , Q G 9 5 ; L a n e s 4 , P C 8 ; I . a n e s
5
,
P C l O . b p , b a s e p ai r .



4 3 6 菊 地

上 清除去 し, 約7 分 間真空乾燥 した . 1 0 0 /L l の 滅菌 蒸留水 に て (Gib c o B R L , M a r yl a n d , U S A) を2 .5 FL l 入 れ , 6 8 ℃ 15 分 間変性さ

沈澱を溶解 し, 2 0 0 FL g/ m l の R N A 濃度にサ ン プル を調整 し た . せ た 後水冷 し , 1 0 × 逆転 写反応繚衝液 (50 m M トリ ス 一

塩酸

2 ･ C D N A 合成 p H 8 ･3 , 4 0 m M 塩化 カ リ ウ ム , 8 m M 塩化 マ グネ シウ ム) 2 p l , 1 %

上記 の R N A サ ン プ ル 5 /Ll (1 /L g) に , オ
.
) ゴd T (1 0 0 /L g/ m l) 仔牛血 清 ア ル ブ ミ ン O) O Vi n e s e ru m alb u m i n , B S A) (宝酒造

, 大

T a b le 2 . C o r r el ati o n s b e t w e e n cli n ic o p ath ol o gl C al fi n din g s an d e x p re s s io n o f IL
- 8 p r o t e in i n 8 9 p rl m a ry n O n

-

S m all c e11 lu n g c a n c e r p atie n t s

C li ni c o p ath o lo g lC al

fi n di n g s

N u m b e r o f
IL- 8 c o n c e n [r ati o n ( p g/ m l)

C aS e S T u m o r N o r m al l u n g Pl a s m a

T o t al

S e x

M a le

F e m al e

H is t o l o gy
A d e n o c a .

E p id e r m o id c a .

8 9 6 5 .4 0 ± 1 2 .8 8 5 . 0 4 ± 0 .6 2 2 4 .7 5 土 4 .48

6 3

2 6

5 7

2 3

A d e n o sq u a m o u s c a . 4

L a rg e c ell c a .

A d e n o c a diff er e n ti ati o n

W e ll

M o d e r ately

P o o rly

E pld e r m oid c a diffe r e n tia ti o n

W e11

M o d e r at ely

P o o rly

S t a g e

I
,
Ⅱ

Ⅲ
,
Ⅳ

T f a ct o r

T l
,
2

T 3
,
4

N fA ct o r

N O

N l <

T u m o r s iz e

3 c m ≧

3 c m <

L y m p a tic v e s s el i n v a si o n

ly O

ly l

V e n o u s i n v a si o n

v O

V I

P ねct o r

PO

P l <

D f a cto r

D O

D l <

P M 払c to r

P M O

P M l <

N e c r o si s

N 喝 a ti v e

P o siti v e

5

3 0

1 4

13

6

1 1

6

5 3

3 6

誓言:言‡≡
1

三:言喜] * *

3 9 .8 2 ± 9 .4 2

1 1 2 .6 4 ± 3 9 .4 5

7 6 .4 3 士 4 0 .7 6

1 3 0 .8 6 士6 9 .6 2

2 1 .4 3 ± 6 . 11

4 9 .5 3 士 2 1 , 12

7 l .8 2 ±3 0 .4 9

8 1 .6 6 ± 4 0 .3 9

14 2 .0 7 ± 7 9 .3 0

8 9 .6 7 ± 3 0 .8 1

7 0 .g 6 ± 19 .5 2

5 7 .3 7 ± 13 .9 4

5 9 6 4 .3 1 ± 17 .8 0

3 0 6 7 .5 4 ± 15 .7 0

5 6 6 6 . 40 ± 18 .5 6

3 3 63 .7 0 ± 14 . 9 9

5 .2 6 ±0 .63

4 . 49 ± 1 .48

4 .5 3 士 0 .7 8

4 .7 9 ±l .0 4

7 .3 5 ± 3 .3 6

10 .15 ± 3 .17

5 .2 1 ± 1 .4 1

* * 3 .27 士0 .6 3

4 .28 ±0 .9 3

9 .5 5 ± 2 .8 9

3 .10 ±0 .8 6

3 .1 2 ± 0 .9 2

4 .5 4 ±0 .8 3

5 .7 7 ± 0 .9 2

4 .3 0 ± 0 .7 6

6 .49 ± 1 .0 4

4 .9 9 ± 0 .8 4

5 .1 1 ± 0 .9 0

芸子:…子≡主2:≡去] *

4 7 5 2 .2 4 ± 1l .0 6

4 2 8 0 .
1 2 ± 2 4 .3 0

5 9 7 6 .0 1 ± 1 8 .4 8

3 0 4 4 .5 4 ± 1 1 .2 6

4 7 7 7 .4 3 ± 2 1 .9 9

4 2 5 1 .9 4 ± I l .7 7

8 4

5

7 9

1 0

6 7

2 2

6 8 .2 3 ± 1 3 .5 8

1 7 .8 0 ± 6 .8 7

6 9 .7 2 士 1 4 .3 5

3 l .2 3 ± 1 3 .57

3 6 .3 5 ± 6 .7 6

1 5 3 .8 6 士 43 .3 3

4
.
4 3 ± 0 .8 6

5 .7 5 ±0 .9 0

4 .9 9 ± 1 .0 4

5 .0 9 ± 0 .6 3

5 .0 2 ± 0 .8 4

5 .0 7 ± 0 .8 2

4 .7 9 ± 0 .9 2

5 ,3 2 ± 0 .8 2

5 .0 7 ± 0 .6 4

4
,
4 4 ± 2 .7 0

4 .7 9 ±0 .6 5

6 .9 5 ± 1 .9 3

4 .4 8 ±0 .7 1

6 .7 4 ± 1 .2 2

25 .9 0 ± 5 .7 9

2 1 .3 0 ± 4 .4 9

20 .3 9 ± 2 .8 8

25 .2 6 ± 5 .13

1 4 .7 1 ± 1 0 .7 6

7 1 .70 士 6 0 .19

2 2 .8 3 ± 4 .4 1

20 .6 2 ± 5 .3 4

1 5 .0 4 ± 5 .4 1

2 2 .6 3 ± 9 .8 3

2 1 .3 6 ± 5 .6 2

3 5 .4 1 ± 1 4 .3 9

2 3 .7 8 ± 3 .1 7

2 6 .0 8 ± 9 .7 9

2 1 .2 3 ± 2 .9 0

3 0 .4 6 ± 1 0 .7 8

2 5 .2 5 ± 3 .1 1

2 3 .9 9 ± 1 0 .4 0

1 7 .9 6 ± 2 .9 6

3 1 .9 0 ± 8 .5 5

2 0 .9 1 ± 3 .4 3

2 8 .2 0 ± 7 .9 4

2 8 ,1 0 ± 6 .6 6

1 8 .6 7 ± 3 .4 2

1 9 .7 4 ± 3 . 12

3 0 .0 3 ± 8 .5 6

2 5 . 18 ± 4 .7 5

18 .6 6 ± 9 .9 4

2 6 .3 2 ± 5 ,0 8

1 4 .3 6 ± 5 . 16

2 1 .25 ± 2 .7 4

3 3 .9 2 ± 1 4 .5 9

A d e n o c a ･
,
a d e n o c a r ci n o m a; E pi d e r m o id c a . , e Pi d e r m oi d c a r ci n o m a; A d e n o s q u a m o u s c a . , a d e n o s q u a m o u s

C a r Ci n o m a; L a rg e c ell c a . , l ar g e c ell c a rc in o m a .
*
p < 0 .0 5 ,

* *

p < 0 .0 1 .

.■....′.■＼.■;..:
.■.■∵.一■■.:
...
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津) 0 ･2 〃1 , 2 ･ 5 m M デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 三 リ ン 醸

(d e o x y rib o n u cl e o tid e t ri ph o s ph a te) (宝酒造) 4 Fll , 0 .1 M ジチ オ

ス レイ ト
ー

ル (d i th i o th r ei t ol) 1
,
u l

,
R N A 分解 酵素阻害国子

(R N a si n , P r o m e g a , M a di s o n , U S A) 0 .2 /Ll , 逆転写酵素 (r e v e r s e

tr a n s c ri pt a s e , サ ワ デ
ー ･ テ ク ノ ロ ジ

ー

, 東京) 0 .2 fL l , 滅菌蒸

留水4 .9 〃1 を入 れ , 合計 20 /∠1 と し , 4 2 ℃60 分 間反応 さ せ て

cD N A の 合成 を行 っ た 後, 9 5 ℃5 分間で反応 を停止 した .

3 . P C R 反応

I し8 , II ; 8 受容体B 型 (I L 8 r e c e pt o r ty p e B , I L 8 R B ) お よ び 補

437

iE 用 内部 コ ン ト ロ ー

ル と し て/9 2 ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン の m R N A

発現 を 検 出 する た め
,
上 記 c D N A サ ン プ ル 2 FL l に , 滅菌蒸留

水 14 ･ 5 / L l , P C R 反 応棲衝液 (1 0 m M ト リ ス 一 塩 酸 p li 8 .3
,

5 0 m M 塩化 カ 7) ウ ム
,
1 ･5 m M 塩化 マ グネ シ ウム) 2 iL l , d N T P

(10 皿 M ) 0 .4 /ノ1 , 表1 に示す塩基配列の セ ン ス お よ び ア ンチ セ ン

ス プ ライ マ
ー

( サ ワ デ ー ･

テ ク ノ ロ ジ
ー

) (2 0 u M ) 各0 ･5 〃1 ず つ 加

え, T a q D N A ポ 1) メ ラ ー ゼ (サ ワ デ
ー ･

テ ク ノ ロ ジ
ー

) 0 ･1 iLl を

入 れ 合計20 /∠1 と し た . こ れ を最初 に94 ℃で 3 分 間熟変性さ せ

た 後, 9 4 ℃40 秒間の 熱変性, 5 5 ℃1 分間の ア ニ リ ン グ
,
7 2 ℃

T a ble 3 ･ C o r r el ati o n s b e t w e e n cli n ic o p at h o l o g l C al fi n di n g s a n d e x p r e s si o n s of l L - 8 R tu pe B m R N A i n 8 9
P rl m a ry n O n

- S m all c e11 1u n g c a n c e r p a ti e nt s

Cl in i c o p at h ol o g l C al N u m b e r o f

丘n din g s

R el ati v e a m o u nt r atio
a )

C a S e S I し 8 R B i n t u m o r 1L - 8 R B in n o r m al l u n g

T o t al

S e x

M al e

F e m al e

H is to lo g y

A d e n o c a .

E pid e r m oid c a .

A d e n o s q u a m o u s c a .

L ar g e c e11 c a .

S ta g e

I
,
Ⅲ

Ⅲ
,
Ⅳ

T f a ct o r

T l
,
2

T 3
,
4

N f a c t o r

N O

N l <

T u m o r si z e

3 c m ≧

3 c m <

L y m p ati c v e s s el i n v a si o n

ly O

ly l

V e n o u s i n v a si o n

v O

V I

P f a c t o r

P O

P l <

D f a ct o r

D O

D l <

P M ねc t o r

P M O

P M l <

N e c ro s is

N e g ati v e

P o s iti v e

8 9

6 3

2 6

5 7

23

4

5

5 3

3 6

5 9

3 0

5 6

3 3

48

4 1

47

4 2

5 9

3 rj

4 7

4 2

8 4

5

7 9

1 0

67

2 2

0 .4 4 ± 0
.0 3

0 ,45 ± 0 .0 4

0 .42 ± 0 .0 6

0 . 44 ± 0 .0 4

0 . 44 ± 0 .0 8

0 .6 6 ± 0 .1 4

0 .2 9 士 0 .1 1

0 .4 4 士 0 -0 4

0 .4 5 ± 0 .O fi

O .4 4 ± 0 .0 4

0
.4 5 ± 0 .0 7

0 .4 4 ± 0 .0 4

0 .45 ± 0 .05

0 .3 9 士 0 .0 4

0 .5 0 ± 0 .0 6

0 .4 6 ± 0 .0 5

0
.
4 2 ± 0 .0 4

0 .4 4 ±() .0 5

() ,4 5 ± 0 .0 5

()
.
4 1 ± 0 .(
.
)4

0 .4 7 ± 0 .0 5

呂:呈‡≡呂:呂昌] *

0 .45 ± 0 . 0 4

0 .3 7 ± 0 . 09

0 . 45 ± 0 .0 4

0 .4 1 ± 0 .0 6

0 .4 1 ± 0 .0 3

0 .42 ± q .0 4

0 ,3 8 士0 .0 5

0 .39 ± 0 .0 4

0 .4 6 ± 0 .0 5

0 .6 9 ± 0 .0 8

0 .2 1 ± 0 .1 2

0
.4 0 ± 0 .0 4

仇4 2 ± 0 .0 5

0 .40 士 0 .0 4

0 ,4 2 士 0 .0(5

0 .4 1 ± 0 .0 3

0 .2 8 ± 0 .1 0

0 .42 ± 0 .0 4

0 .4 1 ± 0 .0 5

0 . 41 ± 0 .0 5

0 .4 】±0 .0 4

() .4 1 ± 0 .0 4

() ,4 1 ± 0 .05

0 .4 2 ± 0
.0 4

0 .4 0 ±0 .0 5

0 .4 1 ± 0 .0 3

0 .4 1 ± 0 .1 1

0 .4 1 ± 0 .0 3

0 .39 ± 0 .0 6

0 .4 1 ± 0 .0 3

0 .42 ±0 .0 7

A d e n o c a ･
,
ad e n o c a rci n o m a; E p id e r m o id c a ･ ･ e Pi d e r m o id c a r ci n o m a; A d e n o s q u a m o u s c a ･ , a d e n o s q u a m o u s

C a r Ci n o m a; L a rg e c ell c a ･ , 1 a rg e c ell c ar c in o m a ･
a)
T h e r el ati v e a m o u n t r ati o o f P C R p r o d u c t o f e a c h f a ct o r t o th at of P 2 m i c r o gl o b ulin w a s c al c u l ate d u sin g
h e m lq u a ntitat iv e R T - P C R m eth o d .
*

p < 0 ,0 5 .
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4 0 秒 間の D N A 伸 張 反応を1 サ イ ク ル と し , P r o g r a m T e m p

C o n t r oI S y st e m P C
-8 0 0 ( ア ス テ ッ ク , 福岡) に よ っ て増幅 を行

っ た . 最 後に7 2 ℃ 5 分 間の D N A 伸長 反応 を 行い P C R を終 了 し

た . 抽 出液に 色素績衝液 (和光純薬) を3 〃1 入 れ た . ま た , 超

純 水7 2 m l に , ア ガ ロ ー ス Ⅹ(和光純菜) 3 .2 g を溶か し, こ の 中

に1 /｣ g/ m l の
エ ナ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド (和 光純薬) 8 〃l , 1 0 × トリ

ス ー 酢酸 - E D T A 緩衝 液8 皿l 加 え, 4 % ア ガ ロ
ー

ス ゲ ル を作成

した . こ の ゲ ル に て電気泳動 を行 い , 紫外線照射 にて 増幅 さ れ

た D N A 断片を検出し た .
D N A サ イ ズ マ

p

カ
ー

は
,
マ

ー カ ー 4

(≠Ⅹ174/ 肋 βⅢ分解物 , 和光) を 用い た ･ 半定量法 に は, 蛍 光

イ メ
ー ジ ア ナ ライ ザ

ー ( モ レ キ ュ ラ
ー

ダイ ナ ミク ス ジ ャ パ ン 株

式会社, 東京) を使用 し内吾l; コ ン ト ロ
ー ル との 比を取り半定量

し た.

培養細胞 に つ い て も同様 に R N A を抽 出後 ,
C D N A を作 成 し,

II J 8 お よ びIL 8 R B の m R N A の 発現 を検討 し た,

K トP C R 法 に よ る増幅条件 の 決定 の た め , 増幅サ イ ク ル 数 を ,

陽性 コ ン ト ロ
ー ル に 肺癌細胞株Q G -5 6 を用 い

,
I L 8 はサ イ ク ル

数15 ～

3 5 回 (1 5 , 2 0 , 2 5 , 3 0 , 3 5) , Ⅰし8R B はサ イ ク ル 数25
､

4 5 回 (2 5 , 3 0 , 3 5 , 4 0 , 4 5) , ノ9 2 ミク ロ グ ロ ブリ ン は サ イ ク ル

数15 ～ 4 5 回 (1 5 , 2 0 , 2 5 , 3 0 , 3 5 , 4 0 , 4 5) 各々 行 い ,
R T -

P C R の 定量城を決定 し た. そ の 結果サ イ ク ル 数は, I L 8 は25 回,

Ⅰし8 R B は35 回
, ノ9 2 ミ ク

ロ グロ ブ リ ン は25 回と 決定 した ･

Ⅳ . 免疫組織染色法

ホ ル マ リ ン 固定
,

パ ラ フ ィ ン 包埋標本を ,
4 〃 m

の 厚 さ に 薄

切 し
,
シ ラ ン コ ー テ ィ ン グ ス ラ イ ド (武藤化学, 東京) に付 着

させ , 1 0 0 % キ シ レ ン (和光純英) に て10 分 間, 3 層 の 脱 パ ラ フ

ィ ン を行 っ た 後 ,
1 0 0 % エ タ ノ

ー ル 3 層 , 9 0 % エ タ ノ
ー ル

,

7 0 % エ タ ノ
ー

ル 各1 層 に それ ぞ れ 20 回震浸 し親水を行 い ,
流水

にて 1 分 間水洗 した 後 P B S に浸 し た . Ⅰし8 検出用切片は , 5 %

尿素中で160 W 相当, 5 分間, 2 回の マ イク ロ ウ エ
ー

ブ 処理を行

い
,
室温 まで 約20 分間放置 し, P B S に 浸 した . 自 己分泌型運

動因子受容体 ( a u to c ri n e m o tility f a c to r r e c e p t o r , j M F R) 検出用

切片 は5 % 尿素 中で 500 W , 5 分 間, 3 回の マ イ ク ロ ウ エ
ー ブ処

理 を行 っ た . フ ォ ン ビ ル プ ラ ン ト因子 (v o n W ill e b r an d F a c to r)

検 出用切片は , 0 .0 1 M ク エ ン 酸硬衝液 p E 6 .0 に て50 0 W , 5 分間,

3 回の マ イ ク ロ ウ エ
ー ブ 処 理 を行 っ た . 各々 の 処理 の 後 ,

3 %

(
一

∈
＼

巴
)

d

∈

遥
d

u

;
0

焉
L

盲
g
u

8
鱒

⊥
】

0

0

0

5

3

2

∩
)02

1 5 0

1 0 0

5 0

0

- 5 0

○

0 0

孤 ′h O
ー

･
● 一

.

l l l l l l l I t l l

■ 1 0 0 1 0 0 3 0 0 5 0 0 7 0 0 9 0 0

IL - 8 c o n c e nt r a ti o n in t u m o r tis s u e( p g / m l)

Fi g . 3 ･ C o r r el a ti o n s b et w e e n II J 8 c o n t e n ts i n t u m o
r ti s s u e s a n d

th o s e i n c o r r e s p o n d i n g pl a s m a $ a m pl e s i n 8 9 p ri m a r y n o n
r

s m all c ell l u n g c a n c e r p ati e n t s (Y = 1 9 .3 5 + 0 .0 7 Ⅹ, r
= 0 ･2 5

,

p < 0 .0 5)

地

過酸化水素加P B S に て 15 分間 の 内因性 ペ ル オ キ シ タ
ー

ゼ阻害

を行い ,
1 0 分 間流水 にて 洗浄 した . 続 い て , ウ シ血 清 ア ル ブミ

ン ( ダコ
･

ジ ャ パ ン , 京都) を用 い ,
1 0 分 間非特異的反応の ブ

ロ ッ キ ン グ を 行 っ た . 第
一

抗体 と し て 抗 ヒ トI L 8 抗 体 (ク ロ
ー

ン: G 2 6 5 - 5
,
P h a r m i n g e n , 藤 沢薬 品, 大阪) をP B S に て 10 0 倍に

希釈 し, 室温 で3 0 分 間反応 さ せ た . 抗 A M F R モ ノ ク ロ ー

ナ ル

抗体 (米国州立 K A R A M A N O S が ん研 究所A v r a h a m R a z 博士よ

り供与) は , 2 0 0 倍 に希釈 し, 4 ℃ で
一 晩反応さ せ た . 抗 ヒ トフ

ォ ン ビル プ ラ ン ト因子 ･ ウサ ギ ポ リ ク ロ
ー

ナ ル 抗体 ( ダコ ･

ジ

ャ パ ン) は , 1 0 0 倍 に希釈 し, 4 ℃で一
一

晩反応 させ た . 各々 の 反

応後, P B S に て5 分間3 回洗浄 し た後, 2 次抗体 と し て ビオ ナ ン

標識抗 マ ウ ス 及び 抗 ウサ ギ イ ム ノ グ ロ ブ リ ン
･

ヤ ギ 抗体 ( ダ

コ
･

ジ ャ パ ン) を用 い 室温 に て2 0 分間反応 させ ,
P B S に て5 分

間3 回洗浄 し た . 次 に , ペ ル オ キ シ タ
ー ゼ標 識 ス ト レ プ トア

ビ シ ン ( ダ コ ･ ジ ャ パ ン) を , 室 温 に て2 0 分 間反応 させ た後,

P B S に て5 分 間3 回洗浄 し た . 次 に 20 m g / 1 0 0 m l の 四 塩酸3 ,3 -

ジ ア ミ ノ ベ ン チ ジ ン (3 ,3 -d i a m in o b e n zid i n e t e tr a h y d r o c hl o ri d e)

(和 光純薬) に 0 .0 0 6 % の 過酸化水素 を加え た発色液 に入 れ, 3
～

7 分間顕微鏡 で発色状態 を確認 し な が ら 反応 させ ,
流水水洗を

10 分間行い 反応を停止 した .
マ イ ヤ

ー t

ヘ マ トキ シリ ン (武藤

化学) に て 1 分 間核染色 を行 い ,
流水 に て 色出 しを10 分間後

,

エ タ ノ ー ル
,
キ シ レ ン に て 脱水

,
透徹 を行 い ,

マ リ ノ ー ル (武

藤化学) で 封 入 し た .

I L 8
,
A M F R の 免疫組織染色で の 判定は , 光学顕微鏡を用い 定

性的に以 下 の よう に 分類 し た. 腫瘍細胞 がま っ たく 染色されな

1 2 3 4 5

3 1 0 b p →

23 4 b p ノ

Fi g ･ 4 ･ R T
I P C R a n aly si s f o r II : 8 i n h u m a n p

ri m a ry n o n
-

S m all

c ell l u n g c a n c e r s . L a n e l , M a rk e r4 (≠Ⅹ1 74/ H a e Ⅲdi g e s
t
,);

I . a n e s 2 to 5 , S a m pl e s 什o m r e s e c te d s p e ci m e n s; b p , b a s e p a
ir ･

1 2 3 4 5

3 1 0 b p →

23 4 b p 一
一
斗

ヰ ー 2 5 6 b p

F i g . 5 . R T
⊥P C R a n al y si s f o r I し8 R B i n h u m a n p ri

m a r y n O n
-

s m all c e11 l u n g c a n c e r . L a n e l , M a r k e r 4 (≠Ⅹ17 4/ H
a e Ⅲ

dig e st); L A n e S 2 to 5 , S am pl e s fr o m r e s e ct e d s p e ci m e n s
･ b p ,

b a s e p a lr .
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いもの
,
お よ び

, 染色さ れ た腫瘍細胞が 10 % 未満の もの は 陰性

と し
,
腫瘍細胞が1 0 % 以 上 染色され た場合を陽性と した . 腫瘍

内股管密度 の 判定 は フ ォ ン ビル プ ラ ン ト因子免疫染色 に より行

っ た . あ らか じめ 臨床病理学的背景因子 に関す る情報を持 た な
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Fig . 6 . C o r r el a ti o n s b et w e e n e x p r e s si o n s o f I し8 p r o t ei n a n d

t u m o r a n gi o d e n sity i n 8 9 p ri m a r y n o n - S m all c ell l u n g c a n c e r

P a ti e n t s Ⅳ = 2 8 .8 0 - 0 .0 2 Ⅹ, r = 0 .1 0
, p

= 0 .3 4)

B

Fig ･ 7 ･ I m m u n o h i s t o c h e m i c al s t a i n i n g f o r I L
- 8 i n

a d e n o c a r ci n o m a 仏) a n d e pi d e r m oi d c a r ci n o m a o f th e l u n g
(B) ( m a g n iB c a ti o n X 3 3) S c al e b a r s , 2 0 0 FL m ･
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い 判定者が
,
光学顕微鏡下 に W eid n e r ら

15)
の 方法 に順じ て

,
腫瘍

組織中最も血管数の 多い 3 カ所の 免疫陽性微小血管数 を各々 200

倍 の 視野に て 算定 し
,
その 和の 平均値を微小血管密度と した .

Ⅴ . 統計学的処理

蛋白の 定量と R7 1 P C R 法 に よ る m R N A の 測定値 は , 平均値 ±

標準誤差 で示 し , 有 意 差検定 に は
,
2 群 の 比 較 に は M a n n -

Wh it n e y 検 定を ,
3 群以 上 を比較す る場合 に は, K ru S k al - W alli s

検 定を用 い た . 離散量に 対し て は カ イ2 釆検定を囲い た . ま た
,

相 関性 の 検討に は
,
回帰 関数の 検束を用い た . い ずれも, 危険

率 (P 値) が0 .0 5 以 下 を有意差あり と した . また
, 相関係数 (R

値) は , 0 .2 以下 は 相関関係な し
,
0 .2 ～ 0 .4 は 相関関係は弱い ,

0 .4 ､ 0 .7 相 関関係あ り, 0 .7 以 上 は強い 相関関係あり と し た .

成 績

Ⅰ . 肺癌培養細胞株で のⅠし8 お よ びⅠし8 R B m R N A の発現

Ⅰし8 m R N A 発硯は
,
腺病2/ 3 株 , 扁平上 皮癌3/ 3 株 , 小細胞

癌 2/ 4 株 で 確 認で き (図1) , 半定量的計測値 の 平均 は , 脱 噛

0 . 5 9 ± 0 .1 4
, 扁 il三上 皮痛0 .7 6 ± 0 .2 5

,
′J ､ 細胞癌0 .2 0 士 0 .1 3 と

,

扁 平上 皮痛 で 比較的高い 傾向を示 した . I L - 8 R B m R N A 党規は
,

腺 癌1/ 3 株 , 扁 平上 皮癌 3/ 3 株 , 小用 胞痛4/ 4 株 で 確認 で き

(図2) , 測定値 の 平均 は , 腺癌0 .1 6 ± 0 .1 6 , 扁平 ヒ皮痛0 .7 6 ±

0 .1 0
,
小細胞癌0 .5 2 ± 0 .2 3 で , 扁平上 皮痛で腺病 より有意 に高

か っ た (P < 0 .0 5) .

B

Fi g ･ 8 ･ I m m u n o h i s t o c h e m i c al s t ai n i n g f o r A M F R i n

a d e n o c a r ci n o m a ( 刃 a n d e pi d e r m oi d c a r ci n o m a of th e l u n g
(B) ( m a g n 通 c a ti o n X 33) S c al e b a r s , 2 0 0 FL m .
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2 7 .1 5 ± 3 .3 8

2 5 .6 2 ± 2 .3 8

3 0 .3 1 ± 2 .9 2
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id

c a r ci n o m a; A d e n o s q u a m o u s c a . , a d e n o s q u a m o u s
c a r ci n o m a;

L ar g e c e ll c a ･ , 1 ar g e C e ll c a r ci n o m a ･
*
p く0 .0 5 ･

地

Ⅱ . 肺癌症例 で の臨床病理所見とⅠし8 蛋白濃度

仝症例で の 腫瘍内Ⅰし8 蛋 白濃度 の 平均 は, 腫瘍 組織65 .4 0 ±

1 2 .8 8 p g/ m l に対 し , 担癌 正 常肺組織5 .0 4 ± 0 .6 2 p g/ m l で ,
腫壕

組織中のⅠし8 蛋白濃度 が有意 に高値を示 し た (P < 0 .0 1) (表2) .

また 扁平上 皮癌, 腺癌 で の 検討 にお い て も腫瘍組織中のⅠし8 蛋

白潰度 が 正 常肺 に対 して 有意 に 高値 を示 し た ( と もに P <

0 .0 1) . 血 祭 中の Ⅰし8 蛋白 の 平均濃度 は2 4 .7 5 ± 4 .4 8 p g/ m l であ

り
, 睦瘍組織 で の 蛋白濃度 と弱 い な が ら も正 の 相 関を認 めた

(r = 0 .2 5 , P < 0 .0 5) (図3) , 腫 瘍組織 にお けるIL 8 蛋白濃度は,

男性 で 85 A 5 ± 1 7 .4 8 p g/ m l , 女性 で 16 .8 1 ± 5 .3 6 p g/ m l と , 男性

で 有意 に高値を示 し た (P < 0 . 0 1) . 組織 別で は , 腺痛39 ,8 2 ±

9 .4 2 p g / m l , 扁平上 皮痛1 12 .6 4 ± 3 9 .4 5 p g/ m l と , 扁平 上皮痛で

腺痛 に比 して 有意 に高値を示 した (P < 0 .0 1) . 分 化度別でⅠし8

蛋白濃度 を見 る と , 腺 病で は高分化21 .4 3 ± 6 .1 1 p g/ m l , 申分化

49 .5 3 ±2 1 .1 2 p g / m l , 低分化71 .8 2 ± 3 0 .4 9 p g / m l と , 高分化型

に比 し低分化 で有意 に高値を示 した が (P < 0 .0 1) , 扁平上皮痛

で は
,
分 化 度別 で 有意差 は な か っ た . 腫 瘍 最大径別で は

,

3 c m 以 下 群 4 2 .8 4 ± 1 0 .6 1 柑/ m l に 対 し , 3 c m 超群 91 .8 1 ±

2 4 .5 9 p g/ m l と , 3 c m 超群 で 有意 に高値を示 し た (P < 0 .0 5) .

腫 瘍 内壊 死 所見 の 有無 を み た 場合 , 壊 死 の な い 群3 6 .3 5 ±

6 .7 6 p g / m l に 対 し, 壊死 の あ る 群 が1 53 .8 6 ± 4 3 . 3 3 p g/ m l と ,

壊 死の ある 群 が 有意 に高値 を示 し た (P < 0 .0 1) . 腺病 に おい

て も壊 死 の な い 群27 . 5 1 ± 6 .6 6 p g / m l に 対 し, 壊 死 の ある群

が 127 .7 8 ± 5 1 .8 4 p g/ m l と , 壊 死 の あ る 群 が 有意 に高値を示

し た (P < 0 .0 1) . そ の 他 , 病 期 別, T 国子 別 ,
N 因子, 1y 国

子
,
Ⅴ 国子

,
P 因子 ,

D 因子, P M 因子 に つ い て は 有意差は な

か っ た .

Ⅱ . 腫瘍 で のI L 8 お よ ぴI L 8 R B m R 他 の発現

Ⅰし8 m R N A の 発現は (図4) , 腫瘍 組織 で89 例 中71 例 (79 .7 % )

と 高頻度 に認 め ら れ ,
担 痛 正 常肺 に お い て も8 9 例 中55 例

(61 .8 % ) にみ ら れ た .

Ⅰし8 ㍑ m R N A の 発現 は (図5) , 腫癌組織で 85/ 8 9 例 (9 5 .5 % ) ,

担痛正 常肺組織で 84/ 8 9 例 (9 4 .4 % ) にみ ら れ た . そ れ ぞ れの 半

定量的測定値 の 平均値 は, 0 .4 4 ± 0 .03 と 0 .4 0 ± 0 .0 3 で
,
膿瘍組

織 と担痛正常肺組織 に お ける 発現 レ ベ ル に有 意差 は な か っ た ･

臨床 病 理 学的因子 に付 い て 検討す る と , D 因子 で , D O 群

0 .4 5 ± 0 .0 3 に 対 し, D l 群 が0 .2 1 ± 0 .0 9 と
,
D O 群 が 有意に党規

が高か っ た (表3)

Ⅳ . 腫瘍 内脈管密度

膿瘍内脈管密度 の 平均値は全体 と し て, 2 7 .83 ± 1 .8 7 で あり ,

組織 型別 に 見る と
,
腫瘍 内脈管密度 の 平均 は , 腺病 26 ･4 8 ±

2 .3 1
, 扁平 上 皮癌30 .4 1 士 3 .84

, 腺扁平 上 皮痛19 .3 8 ± 4 .
6 7

,
大

細胞癌38 .2 6 ± 8 .8 3 で あ っ た (表4) . 分化度別で は ,
腺痛で はそ

の 平均 は, 高分化 21 .8 3 ± 3 .2 2
,
申分化3 0 .6 3 ± 4 .

1 6
, 低分化

32 .7 2 ± 4 .7 4 と
, 高分化 に 比 し 申分化お よ び低分化で有意に高

値 を示 した が (P < 0 .0 5) , 扁平上 皮痛で は分化度 に よ る有意差

は なか っ た . 病 期別 で は
,
Ⅰ
,
Ⅲ 期24 .

5 3 ± 2 .1 3
,
Ⅲ
,
Ⅳ期

3 2 .7 0 ± 3 .2 7 と
,
Ⅰ
,
[ 期 に比 しⅢ

,
Ⅳ期 に 血 管数が多い 傾向

に あ っ た . 腫瘍 最大径別 に み る と ,
3 c m 以下 群 25 . 1 7 ± 2 ･55 ,

3 c m 超 群30 .9 6 ± 2 .7 1 と3 c m 遁辞 に 血 管数の 多い 傾向が見られ

た . 腫 瘍内脈管密度 と腫瘍組織中 のⅠし8 蛋白濃度 との 間に有意

な相関関係 は認め られ な か っ た (r = 0 ,0 7
, p

= 0 .3 4) . 組織型別

に は
, 腺痛お よ び扇平上皮痛 とも に, 両者間 の 相関は なか っ た

(それ ぞれ r = 0 .0 8 , P = 0 .60 ; r
= 0 .2 8

, P
= 0 .2 0) (図6) ･
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P o o rly

E pid e r m oid c a diffe re n ti ati o n

W ell
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N u m b e r o f N u m b e r ( % ) o f p a ti e nt s

C a S e S W ith p o siti v e A M F R

89

57

23

4

5

3 0

1 4

1 3

6

1 1

6

3 8 (3 8 .8)

2 7 (4 7 .4)

6 (2 6 ,1)

2 (5 0)

3 (6 0)

1 5 (5 0)

8 ( 5 7 .1)

4 ( 3 0 .8)

0 ( 0)

4 ( 3 6 .4)

2 ( 3 3 .3)

A d e n o c a ･
,
a d e n o c a r ci n o m a ; Ep id e r m oid c a ･ , e Pid e r m o id c a r ci n o m a ; A d e n o s q u a m o u s c a ･ ,

a d e n o sq u a m o u s c a r ci n o m a ; L a rg e c e11 c a ･ , 1a r g e c ell c a r c in o m a ･ W ell , W ell d iffe re n tiat e d ;

M o d e r at ely , m O d e r at e ly diffe r e n ti at e d ; P o o rly , P O O rly diffe r e n ti at e d ･

T a ble 6 . C o r rel ati o n s b e t w e e n I L - 8 p r o tei n a n d A M F R e x p r e s si o n in 8 9 p rir n a ry n o n
-

S m all c e11 1 u n g c a n c e r

p ati e n t s

C lin ic o p a th ol o g l C al

fin di n g s

M e a n し 8 c o n c e n tr a ti o n ( Pg/ m l) i n t u m o r s

A M F R n e g ati v e ( n u m b e r) A M F R p o siti v e ( n u m b e r)

T o t al

A d e n o c a .

E pid e r m oi d c a .

A d e n o s q u a m o u s c a .

L a rg e c ell c a .

6 1 .8 7 ± 1 1 9 .4 1 (5 1)

3 2 .4 2 ± 1 2 .0 8 (3 0)

1 1 8 .6 7 ± 5 2 .4 6 ( 17 )

5 5 .5 2 ± 3 2 .4 9 ( 2)

2 7 .1 1 ± 4 .4 3 ( 2)

7 0 .1 4 ± 15 .1 6 ( 3 8)

4 8 .0 4 ± 14 ,7 6 ( 2 7)

9 5 .5 5 ± 3 5 .0 0 ( 6)

9 7 .3 5 ± 89 .66 ( 2)

2 00 .()2 ± 1 0 0 .8 6 ( 3)

A d e n o c a .
,
a d e n o c a rci n o m a; E pi d e r m oid c a り e Pi d e m - Oid c a rc i n o m a ; A d e n o sq u a m o u s c a ･ , a d e n o s q u a I T " u S

C a r Ci n o r n a; L ar g e c ell c a L , l a rg e c e
ll c a rci n o m a ,

Ⅴ
. I L 8 とA M F R との 免疫組織染色

ル8 蛋lヨの 染色性は , 腫瘍細胞の 細胞質 にj 封Iミが み ら れ(1¥ け) ,

分化度別 にみ た場合, 高分化 よ り低分化で痛い 染ま りが み られ

た. 腫瘍組織内で の 局在性 は不均
一

で
,
膿瘍組織rノづの マ ク ロ フ

ァ
ー

ジ に強い 染ま りが確認さ れ た .

A M F R の 染色性 は, 腫瘍糾胞 の 細胞質 に局在が み られ ,

組織内の 局在性 は不均一
一

で あ り
,
腫瘍組織内の マ ク ロ フ ァ

ー

ジ

の細胞質 にも染色性が確認できた (図8) .

Ⅶ . 腫瘍の A M F R 陽性率

A M F R の 陽性率 は , 全体 と し て42 .7 % (8 9 例 小3 8 例) で あ

り
, 組 織別 に 見 る と , 腺 癌47 .4 % (5 7 例 中27 例) , 扁平上 皮

痛2 6 .1 % (2 3 例中6 例) , 腺 扁平上 皮癌 50 % (4 例中2†椚 , 火

細胞癌60 % (5 例中3 例) と , 脱噛 の 陽性率が 高い 傾向 にあ っ

た (表5) . A M F R 発現別の Ⅰし8 蛋白濃度を比較す る と , 陽性例

70 ･1 ± 1 5 .5 p g/ m l , 陰性 例61 .9 ± 1 9 .4 p g / m l と , II : 8 蛋白濃度と

A M F R と の 間 に有意 な相関は確認でき なか っ た (表6) . 組織別

での それ ぞ れ の IL - 8 蛋白濃度 の 平均 は , 腺病 で A M F R 陽性 例

48
･0 ± 1 4 .8 p g/ m l , 陰性 例32 .4 ± 1 2 .1 p g / m l で 両 者の 間に 有意

差はなく
, 扁平 上 皮癌 でも陽性例95 .5 ± 8 5 .7 p g/ m l , 陰性 例

441

1 18 .7 ± 5 2 .5 p g/ m l と 両 者の 岡 に有意差は な か っ た .

考 察

脚削こ お け るII : 8 に関 して Y at s u n a m i ら
川)
は

, 種 々 の 肺病灘1

胞株の 培養t
･

滴 巾 に含まれ るⅠし8 東山を E LI S A 法で 測定 した結

果
,
腺病 7 株小5 株, 扁

､

ドL 皮噛4 株[~ll】2 株 , ノ烏帥泡痛2 枠中1

株 で , 初代培養気管支 L 皮ある い は紬気管支 上皮細胞とl･日掛度

の Ⅰし8 産生 を認め , 小細胞肺癌 で は4 株中1 株 に わ ずか な 産生

を認 め た の み で あ っ た と報苦 して い る . ･ M u k aid a ら
2) の 検討で

も小袖胞嫡 に お け るⅠし8 の 産生 の 低 い こ とが 示 され て い る . 石

河 ら
1 7)
は
,
Ⅰし8 の 遺伝辛党現に関 して

!
癌細=抱株2 0 株中16 株 ,

切 除癌組織24 標本中20 標本 でⅠし8 m R N A の 発現 を 認め たと 報

苦 し て い る .

本研究 で は, ヒ ト肺癌培養細胞株10 株中7 株でⅠし8 m R N A の

発現 が 確認 でき, さ ら にI L 8 R B の m R N A は1 0 株中8 株 と高率

に認め られ , 特 に扁平上 皮痛由来の 培養細胞で は, Ⅰし8 お よ び

I L -8 R B m R N A の 党規 は と もに1 00 %
,
小 畑胞痛 に お け るIL p8

m R N A の 発現率 は50 % で あ っ た . Ⅰし8 お よ びⅠし8 R B の 遺伝 子

発現は
,
非小細胞癌, と りわけ扁平上皮痛 に高頻度 にみ られ る
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可 能性が 示唆 さ れ た .

I L 8 蛋白 の 腫 瘍 に対す る作用 は, 腫瘍増殖 を抑制す る と の 報

告 と , 促進す る と の 報 告 に分れ 未 だ統 一 的見解 が 得 られ な い .

W a n g ら
∈))
は
,
II : 8 蛋白高産生株 に抗Iし8 抗体 を投与する こ と で

,

膿 瘍増殖が促進 さ れ ,
Ⅰし8 蛋白低産生株 にⅠし8 蛋白を投与する

こ と で 腫壕増殖が抑制 され る こ と を報告 した . 同様 に, 松島
1(り

広 瀬 ら
1り
は
,
I L 8 蛋白遺伝子を導入 して癌細胞と ベ ク タ

ー

の み

を導入 した コ ン ト ロ ー ル 癌細胞を, それ ぞ れ7 匹の ヌ
ー

ド マ ウ

ス に移植 し
,
経時的 に癌細胞の 増加 を評価 し た. そ の 結 果Ⅰし8

遺伝子を導 入 した癌細胞 を移植 し た 群は
,
移植7 匹中4 匹 に 腫

瘍 の 増殖が観察 され たが , 残り の 3 匹で は腫瘍 の 生者が認 め ら

れ ず
, 腫瘍増殖 の 完全阻害が み られ た . 最終重量の 比較検討 で

も
,
コ ン ト ロ

ー ル 群 に比 してⅠし8 遺伝子を導入 し た腫瘍 は86 %

の 増殖 阻害が示 され 有意 (P < 0 .0 1) に 膿瘍 の 増殖が抑制 さ れ た

と報告 して い る .
こ の 増殖阻害は , Ⅰし8 産生腫瘍細胞 の 移植腫

瘍片の E E 染色標本 で , コ ン ト ロ ー ル に比 し強 い 好中球 の 浸潤

像 が認め られ ると とも に, 腫瘍細胞 の 破壊像も確認 され た こ と

か ら
,
Ⅰし8 蛋白産生 に よ る腫瘍増殖抑制効果と して 報告 さ れ て

い る .

一 方
,
こ れ と は逆 に

,
血

･

e n b e r g ら
1 2)
は
,
マ ウ ス を用 い た非′ト

細胞肺痛移植モ デ ル に お い て
,
抗Ⅰし8 抗体が 腫瘍の 増殖お よ び

転移を抑制 し
,
且 つ

,
Ⅰし8 の 抑制 に より

, 非小細胞肺癌 の 腫瘍

の 進展が抑制 さ れ た こ と か ら
,
Ⅰし8 蛋白は腫瘍増殖を促進す る

と 報告 した . ま た
,
S i n g h ら

1 3)
は1 3 種類の 細胞株 を用 い た実験

でⅠし8 蛋白の 発現お よ び 産生 と ,
ヌ ー

ドマ ウス に 移植 し た腫瘍

の 増殖能お よ び 転移能 と に正の 相関が認め られ た こ と を報告 し

て い る .

今回の 研究 で は
,
膿壕径 が3 c m を超える 群で3 c m 以 下 の 群 よ

りⅠし8 蛋白濃度が有意 に高く (P < 0 .0 5) , T 因子別で は ,
T l

,
2

群 に比 し ¶ ,
4 群 でI L 8 蛋白 の 濃 度が 高 い 傾向が認め ら れ た .

また 腺癌に お い て , 組織学的に高分化型より低分化型群 で , Ⅰし

8 蛋白 濃度 が有意 に高 か っ た (P < 0 .0 1) . 腫瘍 増殖 に伴う宿主

側 の 反応と し て 炎症細胞浸潤を来た し, 宿主側要因 と し てⅠし8

が 上 昇 した 可 能性は否定できな い が , 以 上 の 結果は , 癌細胞 の

多く で の Ⅰし8 R B の 発現 の 結果 と相ま っ て , 少 なく と も肺腺痛

にお い て 痛細胞自身が産生す るⅠし8 が 腫瘍の 脱分化お よ び増殖

を促進する 可 能性を示唆するもの と考える .

F olk m a n
1 8)
は
, 癌 進展初期に局所 の 毛細 血管増殖が な い 場合,

腫瘍 は 直径で 2 - 3 m m を越 えて 大きくな らず
,
腫 瘍成長 に必

要 な血管倶給の 増加と とも に, 腫瘍が 増大する こ と を実験的 に

検証 し た. 悪性腫瘍の 増殖進展 に重要な因子となる腫瘍血管新

生 は
,
血 管内皮細胞 の 遊走

, 増殖, 管脛形成の 3 段階か ら なり
19)

,

こ れ を促進す る血 管新生因子と して多く の 因子が同定され て き

た . 最も強力な血管内皮増殖作用 を有する増殖因子 と し て, 血

管内皮細胞増殖国子 付a s c ul ar e n d o th eli al g r o w th f a c to r , V E G F)

フ ァ ミ リ ー や 線維芽細胞増殖因子 (fi b r o bl a s t g r o w th f a c t o r ,

F G F) フ ァ ミ リ
ー

等 が代表的である が
,
Ⅰし8 も血 管新生 因子 と

し て の 活 性を有す る こ と が 明 ら か に さ れ て い る . 例 え ば
,

W a k a b ay a s hi ら
2O)
は
,
ヒ ト グリ オ ー

マ 細胞を用 い た検討か ら腫

瘍血管因子機序と して V E G F/ F G F を介する もの と , Ⅰし8 を介す

る もの が独立 した機序 と して 両立 して い る 可能性 を指摘 して い

る
.
Ⅰし8 の 血管新生作用 に閲 し, S m itb ら

2 1)
は ヒ ト肺癌組織抽

出液を使用 し, Ⅰし8 の 中和抗体の 投与 に て生体外 で血管内皮 の

走化活性 お よ び ラ ッ ト角膜 で の 血管新生 の 低下 を確認 し, I L 8

が ヒ ト気管支原性肺癌 の 中の 脈管形成の 主要な血管因子で ある

と辛陪 し て い る ･ 八 並 ら
2 2) 2:与)
は
,
マ ウ ス 背部筋膜法を用い て

,

Ⅰし8 高産生 株 が 誘導す る 血 管新生 に対す る抗Ⅰし8 中和抗体の 作

用 を検討 し た と こ ろ , 抑 制効果が認 め ら れ ,
Ⅰし8 産生 は血管新

生を介 して 肺癌の 進展 に影響 を与えて い る 可 能性 がある と報告

して い る ･ 今回 の 研究結果か ら は , 病期別 で Ⅰ ,
Ⅱ期 よりⅢ

,

Ⅳ 期で , また , 3 c 皿 以 下 群よ り3 c m 超群で腫瘍内脈管密度が高

い 傾向が認 め ら れ , 血 管新生 が肺癌 に お け る 腫瘍 の 増殖進展に

関与する 可 能性 は示 さ れ た が , Ⅰし8 蛋白濃度 と腫瘍内脈管密度

と の 間 に有意な相関関係 は見 い 出せ な か っ た .
こ の こ とか ら

,

肺癌 の 腫瘍 血 管新生機序 と して , Ⅰし8 の 直接的関与 は低く, Ⅰし

8 が 血 管新生 を 介 し腫瘍 の 進展 に関す る 可 能性は低 い と考えら

れ た .

腫瘍細胞 の 問質構築 へ の 局所的浸潤過程が , 転 移の 初期段階

と して 重要 であり, こ の 段 階 に お ける 蛋白分解酵素の 分泌や
,

細胞運動能 の 増加が転移 にお い て重要な役割を果たすと考えら

れ て い る
2 4) 25)

. A M F は
,
1 9 8 6 年に Li o tt a ら

2 6)
に よ り ヒ ト悪性黒

色腫細胞 の 培養液中か ら, そ の 産生膿瘍細胞 の 走化性 に対する

刺激活性因子 と して 同定 され た . 膿瘍細胞 の 組織学的形態と肺

転移能 に関する研究 にお い て
, 扁平な培養細胞を非接着性基質

を用い て球状状態 にす る こ と に より
, 固有運動能の 増加ととも

に
, 可 逆 的な肺転移能 の 増加 が み ら れ る こ と が 転移性腫瘍

B 16 - F l 黒色腫 で 確認 さ れ た
27)

. 球状 に培養 さ れ たB 16 - F l

黒 色腫 に お け る 糖蛋白 に は , レ ク チ ン の
一

種落 花 生 凝集素

(p e a n u t a g gl u ti n i n , P N A ) に よ り 認識 さ れ る 78 k D の 糖 蛋白

短p 78) の 発現 が , 扁平状態で培養 され た もの に比 べ て 増強して

い る こ と が 明 らか と な っ た
2即

. 抗 g p 7 8 モ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗体を

用 い て g p 7 8 を 介 し た運動能が A M F に よ る運動能 と生 化学的に

類似 であり
29)

,
抗 gp 7 8 モ ノ ク ロ

ー

ナ ル 抗体 を使 っ て 分離精製

さ れ たg p 7 8 が B 1 6
N F l 黒 色腫 より分離精製 さ れ た A M F R であ

る こ とが 確認さ れ た
3(-)

. そ の A M F R は細胞表面に存在し, 免疫

蛍光抗体法 か ら 高転移能株で は多く の 細胞が 1 か 所, ま れ に2

か 所 の 細胞端 に偏在 して い る の に対 し, 低転 移能株に お い ては

細胞表面上 に 散在 し て い る こ と が 報告 され て い る
3 1)

. A M F と

の 結 合に より刺激を受け る と結合体 は細胞内移行 を起 こ し, 細

胞 質内で は一叫一 部 ラ イ ソ ゾ ー ム に分布 す る こ と が 判明 して い る .

A M F R の 離‖抱表面 に お ける 発現の 低T し て い る場 合
,
その 内部

の 移行 の 動的増加を反映す る可能性が指示 さ れ て お り, 細胞腰

よ り の ÅM F R の 内部移行 が癌細胞 の 高転移能 に関与 してい る ロJ一

能性 が報告 さ れ て い る
:i 2)

. 近年 , 腫瘍細胞 の 連動能を 臥Ⅰ二する

モ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗 体 が 認識す る B 抗原 の 糖鎖 の 党規 が , 肺癌

患者の 予後因子 に なり得 る こ と が 示 さ れ るM血
･

方 , こ の 抗体が

g p 7 8 の 糖鎖 を認識 す る 可 能性も指摘 さ れ て お り
: 糊

,
A M F R

の 発現 は悪性腫瘍 の 予後因子 と して の 活 用 の 可能性 が考慮さ

れ る
:珊 34)

. A M F R の 原発性肺癌 で の 発現 に関す る報告 はまだな

く , 今 回免疫組織学的に始 め て そ れ を検討 し
,
Ⅰし8 蛋白濃度と

の 相関性 を追求 した. そ の 結果, 原発性非小細胞肺癌に おける,

A M F R 陽性率 は 全体 と し て42 .7 % と比較的高 か っ た もの のⅠし8

蛋白濃度と の 相関関係 は確認で きな か っ た .

以 上
,
原 発性肺癌で の 腫瘍組織 に お けるⅠし8 の 発現 は, 担痛

iE 常肺組織 に比 べ 有意に克進 し
,
臨床病理組織学的所見と の対

比 か ら
,
肺腺将 に お け る進展と の 関与 が示唆 さ れ た .

しかし,

腫瘍内血 管密度や腫瘍細胞 の 自己分泌型走化性因子受容体の発

現 とIL 8 蛋白濃度 と の 相関 は確認 できず
,
そ の 機構 に関 しては

ー
一

書



原発性肺癌 にお け る イ ン タ
ー

ロ イ キ ン8

明確な答えを導く こ と は で きな か っ た . 今後 , 本研 究に 供さ れ

た症例の 予後 を追求し, そ の 臨床的意義 を検討す る必要が あ る .

結 論

原発性肺癌細胞株 10 株 ,
原 発性非小細胞肺癌89 例 の 腫瘍組

織, 担痛 正常肺組織 ,
お よ び 術前に採取 さ れ た 血 祭中に お け る

Ⅰし8 およ びⅠし8 R B の 発現 を探り, また 臨床標本で は ,
病理組織

学的国子 と の 相関を検討 し以 下 の 結果 をえた .

1 . 肺癌 細胞株 に お け るI し8 m R N A の 発現率 お よ び 発現量

は
,
腺癌 , 扁 平上 皮癌 ,

小細 胞癌 の うち, 扁平上 皮痛 で 高か

っ た .

一

方 , Ⅰし8 R I主の 発現 は , 扁平上 皮痛お よ び 小細胞癌 で

高か っ た .

2 . 切 除標 本 にお けるⅠし8 蛋白濃度 は
,
E L I S A 法で の 解析 に

より正常肺組織 に比 し腫瘍組織で有意に高値 を示 し
,
腫瘍 組織

内にお けるⅠし8 蛋白濃度と , 末梢血 中Ⅰし8 蛋白濃度と の 間に は ,

有意な正相関が認め ら れ た .

3 . 腫瘍組織中 の IL - 8 蛋 白濃度 は, 扁平上 皮痛が腺病 より ,

また腫瘍最大径 が3 c m 起群 が3 c m 以 下 群 より有意 に高く ,
T l

,

2 症例に比 べ T 3 , ■4 症例 で 高 い 傾向が あ っ た . 分化度別に み た

Ⅰし8 蛋白濃度の 検討で は, 高分化腺病 に比 し, 低 分化腺病 で有

意に高値を示 した .

4
. 免疫 組織化学的にⅠし8 の 染色性 は, 腫 瘍細胞 の 細胞質と

同時に腫瘍組織内の マ ク ロ フ ァ
ー

ジ にも強く確認できた .

5 . 腫瘍 内脈管密度と腫瘍組織 で のⅠし8 蛋白濃度 と の 間で 相

関は認め ら れず ,
Ⅰし8 の 原発性非小細胞肺癌 に お ける 血 管新生

因子と して の 意義は 確認 できな か っ た .

6 . A M F R 陽性群 と 陰性群 と で腫瘍組織中Ⅰし8 蛋白濃度 の 平

均値に有意 な差 はなく
,
Ⅰし8 蛋白濃度と A M F R と の 間 に相関は

確認できな か っ た .

以
_.
との 結果 より原発性肺癌 に お けるⅠし8 の 発現は , 扁平ll 皮

痛が他の 組織型 に比 し高く, 腫瘍紐織で担痛正常肺 に比 し発現

が克進 して い る こ とが 判明 し た . 腺病 にお い て は , 腫瘍の 脱分

化お よ び進展 にⅠし8 が 関与 して い る 可能性が示唆 さ れ た .
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