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原発性非小細胞肺癌に お ける ト ロ ン ボ ス ポ ン ジ ン

1 発現 の 意義 に つ い て

金沢大学医学部医学科外科学第
一 講座 ( 主任 : 渡 辺洋字数授)

音 羽 秀 麿

原発性 非小細胞肺癌に お け る トロ ン ボ ス ポ ン ジ ン 1 (th r o m b o s p o n d i n
-1

,
T S P - 1) の 発現 意義 を明 らか にす る 目的で

, 新

鮮凍結切 除標 本 (39 例) お よ び ホ ル マ リ ン固定後 パ ラ フ ィ ン 包埋標本 (34 6 例) を用 い
,

そ の 遺伝子発現 な ら び に蛋白発現を検

討 した . 逆転 写
d

ポ リ メ ラ
ー

ゼ 連鎖反応 (r e v e r s e tr a n s c ri p ti o n
-P C R) 法 に てT S P -1 m R N A 発現 を検討 した結 果, 陽性率 は

,
全

体で41 .0 % (1 6 /3 9 例) と高率で あり, 腫瘍組織 に発現 が確認 さ れ た . 免疫組織学的 に は
,

T S P -1 蛋白発現率 は65 ･3 % (2 2 6/ 3 4 6

例) と高く
,

腫瘍組織 の 問質に発現が み られ た . 微小 血管密 度の 平均 借は
,

T S P -1 蛋白陽性群で 34 ･5 ± 1 ･5
,

T S P -1 蛋白 陰性群

で 28 .3 ± 2 .2 で あり
,

前者 は後者 に比 して 有意 に高値で あ っ た ゎ < 0 .0 5) . T S P - 1 蛋白 発現 と 変異型p 53 蛋白発現 と の 間に 正の

相関 を認 め た b < 0 .0 1) . 増殖細胞核抗原標 識指 数 b r olif e r a ti n g c ell n u cl e a r an 軸 e n l ab elli n g i n d e x ) の 平均値 は
,

T S P -1 蛋

白陽性評で 57 .5 ± 1 .5
,

T S P -1 蛋白 陰性群で 42 .5 ± 2 .1 で あり
,
前 者は 後者 に 比 して 有意 に 高値 で あ っ た ( p < 0 ･0 0 0 1) ･ 組織型

別 には
, 扁平上 皮癌 の 黄白陽性 率73 .2 % が

,
腺癌症例 の 陽性 率56 .3 % に比 し有 意に 高値で あ り b < 0 ･0 0 0 1) , 分化度 別に は

,

中お よ び 低分化型の 蛋白陽性率74 .6 % お よ び80 .0 % が , 高分化型 の 陽性率49 .2 % に比 し有意 に 高値 で あ っ た (各々 p < 0 ･00 0 1
,

p < 0 .0 0 0 1) . 病期 別に み る と
,

Ⅲ A お よ び Ⅲ B 期の 蛋白陽性率76 .4 % お よ び77 ･8 % が
,

Ⅰ期 の 陽性 率54 ･1 % に比 して 有意に 高

く (各 々 p < 0 .0 0 0 1
, p < 0 .0 1) ,

Ⅶ
,

3 お よび4 の 蛋白陽性 率68 .5 %
,

7 8 .7 % お よ び75 ･0 % が ,
T l の 陽性率52 ･2 % に比 して 有意

に高値で あ っ た ( 各々 p < 0 .0 0 1
, p < 0 .0 0 1

, p < 0 .0 1) . なお
,

N お よ び M 因子に よ る 差は なか っ た ･ 単変量解析 に て予後 を検

討 した 緒 軋 全症例 (34 6 例) の 5 年生 存率 はT S P - 1 蛋白発硯陽性群で 32 .1 % , 陰性群で 58 .8 % で あり
, 前者は 後者 に比 し有意

に予後不 良で あ っ た ゎ< 0 .0 0 0 5) . また Ⅰ 期の 絶対 的治癒切除術例 (14 8 例) の 5 年生 存率 は T SP -1 蛋白発現陽性 群で5 6 ･3 %
,

陰性群で 85 .3 % で あり
, 前者 は 後者 に比 し有意 に予後不 良で あ っ た b < 0 .0 0 0 1) . さ ら に

, 多変量解析 に より
,

腫瘍 問質部 に

お けるT S P -1 蛋白発現は 独立 した予 後不 良因子で ある こ と が 判明 した . 以 上 の 結果 か ら
,

原発 性非小細胞肺癌 にお い て , T S P -

1 は 腫瘍の 腫瘍 血 管新生 お よ び 増殖 に直接的 ある い は 間接 的 に関与 し
,

原発性肺癌 の 進展 を 促進 して い る 可能性 が 考慮 され

た .

I k y w o r d s n o n
-

S m all c ell l u n g c a n c e r
,
th r o m b o s p o n din

,
m i c r o v e s s el d e n sity , p r Olif e r ati n g c ell

n u cl e a r a n ti g e n
,
l o n g t e r m s u rv i v al

トロ ン ボ ス ポ ン ジ ン 1 (th r o m b o s p o n di n
-1

,
T S P - 1) は

,
1 9 7 1 年

にB a e n zi g e r ら
1)

に よ っ て最 初に同定 され た 高分子量 の 糖 蛋白で

ある . T S P - 1 の 分子構 造は3 本の 分子鎖が
,

互 い に s
-

S 結 合 した

三 量体構造を な し て お り
即 )

,
さら に 各々 の 分子鋭は 6 つ の ド メ

イ ン か ら な っ て い る
:り4)

. 各々 の ド メ イ ン は
,

それ ぞ れ異 な っ た

細胞表面 レ セ プ タ
ー

に作用 し
,

細胞接 着,
遁走

,
細胞増 殖, 分

化 な どの 多種多様 な柵胞過程 に 関与す る と さ れ る
4)

. 悪性 腫瘍

にお けるT S P -1 発 現 は
,
乳癌細 胞株

5

や , 肝細 胞痛
6)

, 胃痛
7) 8)

,

勝胱痛
9)
な どで 確認 さ れ て お り , その 発現性 は 血 行性転 移, 膿

瘍増殖お よ び浸潤
,
腫 瘍血 管新生 に 関わ る と す る見解

10)
と

,
そ

れ と は逆 に
,

血 管新生抑制機序を介 し腫壕増殖を抑 制す る とす

る見解
9)
と に分か れ

, そ の 発現意義 は い まだ 不明確 で あ る .

鵬

方 ,
そ の 発現調節 機序 に 閲 し

,
野生 型 p 53 蛋白 は TS P -1 の 転写

を 活性化 し
, p 5 3 蛋白の 変 異に よ っ てT S P -1 発現が 有意 に低 卜

する
11)

と い う興味深い 報告が み られ る .

本研 究で は肺癌切 除標本 を用 い
, 肺痛 組織 にお けるT SP -1 発

現の 実際を確認す る と と もに
,

血 管新生 関連因子 で ある 血管内

皮細胞増殖因子 (v a s c u l a r e n d o th eli al g r o w th f a c t o r
,
V E G F) 発

現, 腫瘍内微小血 管密度 ( m i c r o v e s s el d e n si ty ,
M D ) ,

P 5 3 掛-
'

1

発現,
D N A ポ リ メ ラ

ー

ゼ ∂ を活性化す る D N A 複製因子と して

増 婚期細胞 に 関連 す る
1 2)

増殖 細胞 核抗 原 ( p r olif e r a ti n g c ell

n u cl e a r a n ti g e n
,

P C N A ) 発現を合 わせ て検討 し
,

T S P -1 発現と

の 相関性を 追求す る こ と に よ り, 原発性肺癌 に お ける TS P -1 発

現 の 意義を検討 した .
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原発性非小細胞肺癌 にお ける トロ ン ボ ス ポ ン ジ ン1 発現

対象お よび方 法

Ⅰ . 対象

198 7 年1 月 か ら1 99 1 年12 月 ま で の 5 年 間に
,
金沢大学第

一

外

科学教室 で切 除さ れ た 原発性非小細胞肺癌346 例 (男性241 例
,

女性105 例) を対象と した
. 年齢 は32 歳 か ら 朗 歳 (平均64 .6 歳)

であり , 肺 癌取り扱 い 規 約13) に よ る病 期分類 の 内訳 は
,

Ⅰ 期

148 例 ,
Ⅱ 期32 例 ,

Ⅲ A 期89 例 ,
ⅢB 期 45 例 ,

Ⅳ期32 例 , 組

織型別 に は
, 腺 病174 例 , 扁平 上皮痛 138イ札 腺 扁平上 皮癌1 8

例, 大棚胞痛12 例
, 腺様嚢 胞癌2イ軋 粘表皮痛2 例で あ っ た .

凍結 標本 を 用い て の 実 験 には
,

上 述の 症例 か ら39 症例 を無

作為に選抜 し
,

腫瘍組織お よ び担癌正 常肺組織 の
一

部を切除後

直ち に
- 8 0 ℃で 保存 し た もの を用い た . 組織亜 型 は

,
H - E 染色

標本を腫瘍辺緑部よ り作成 し再確認 した . 病期 別に は
,

Ⅰ期16

例,
Ⅲ 期5 例,

Ⅲ A 期13 例 ,
Ⅲ B 期4 例 ,

Ⅳ期1 例, 組織 型別

には
, 腺痛2 6 例 , 扇平上 皮痛8 例, 大細胞 癌3 例, 腺扁平上 皮

痛2 例で あ っ た .

Ⅰ . 逆転 写 -

ポ リ メ ラ
ー

ゼ 連鎖反応 ( r e v e r s e tr a n s c rip ti o n
-

P C R) 法

1 . 総 R N A の 抽出

新鮮凍結 標本1 00 皿 g に対 し1 皿l の ア イ ソ ジ ュ ン ( ニ ッ ポ ン ジ

ー ン
, 東京) を加え て懸濁 させ

, 室温 に て10 分 間静置 し た
. 次

に0 .2 m l の ク ロ ロ ホ ル ム (和光, 大阪) を加 えて 振と う した 後,

4 ℃で10 分間12
,
0 0 0 回転遠心後 ,

上 清 に0 .5 m l の イ ソ プ ロ パ ノ

ー ル (和光) を加 えて4 ℃
,

1 0 分 間静 置 し
,

1 0 分 間12
,
0 0 0 回転

遠心 した . 沈殿を1 m l の 7 5 % エ タ ノ ー ル (和光) で洗 浄 し
,

4 ℃

で6 分間12
,
0 0 0 回転遠心 し た . 沈殿を7 分 間風 乾 して絵 R N A を

抽出 し
, 超純水 にて 200 〃 g/ m l に調 製 した .

2 . c D N A の 作成

R N A 溶 液 5 FL l を
,

5 0 p m o l の オ 1) ゴ ー デ オ キ シ ナ ミ ジ ン

(d e o x y th y m i di n ) プ ラ イ マ
ー

(P h a r m a ci a L K B B i o t e c h n o l o g y ,

B r o m m a
,
S w e d e n) と と も に

,
6 8 ℃ で15 分間R N A の 変性 と プ ラ

イ マ
ー の ア ニ ー

リ ン グを行 っ た . 氷上 で5 分間冷却 し た後
,

1 0

倍R T 権衡 液 [50 m M ト リ ス (S i g m a C h e m i c al C o .
,
S t . L o ui s

,

U S A) 一塩酸 b H 8 .3) ,
4 0 m M 塩化 カ .) ウ ム

,
8 m M 塩化 マ グネシ

ウ ム] 2 /ノl
,

0 . 5 m M デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 三 リ ン 酸

(d e o x y rib o n u cl e o tid e tri ph o s p h at e
,
d N T P) 8 /Ll

,
2 2 5 /L g/ m l ウ

シ血清 ア ル ブ ミ ン ( b vi n e s e ru m alb u m i n) 0 .3 /11
,

5 m M ジ チ オ

ス レイ ト
ー ル 0 .1 /L l

,
2 0 単位リ ボ ヌ ク レア

ー ゼ抑制 剤 (R N a si n
,

P r o m e g a
,
M a di s o n , U S A) 0 .2

,

′∠l , さら に 卜
T
) 骨髄芽球症ウ イ ル

ス (a v i a n m y el o b l a s t o si s v ir u s , A M V ) 逆転写酵素 (Lif e S ci e n c e s

I n c ･
,
S t ･ P e t e r sb u r g ,

U S A) 4 単位 (0 .1 /J l) を加 え
, 滅菌蒸留 水で

総量20 FL l と し
,
4 2 ℃ で 90 分間反応さ せ

,
C D N A を合成させ た .

その 後
,
9 5 ℃ で5 分間加熱 し

, 逆転写酵 素 を不活性化 し た .

3 . P C R 法

C D N A 浮 遊 液 に
,

1 0 倍 P C R 反 応緩 衝 液 [5 0 m M ト リ ス

(Si g m a) 一 塩酸 (p H 8 .3) ,
4 0 m M K C l

,
8 m M M g C1 2] 8 /L l

, 各

0 ･5 m M d N T P 8 〃1 , T a q D N A ポ リ メ ラ ー ゼ (宝酒 息 京都) 2 .5

単位(0 .3 FL l) , さ ら に各50p m ol の T S P -1 P C R 用セ ン ス プ ラ イ マ

ー

5
'

r A A T G G A C T G 7 T G A T A G C T G C A C T G A -3
,

と
,

ア ン チ セ ン ス

プライ マ
ー

5
,

T G G A C A G G C A T C C A T C A m G G A C A -3
,

をそれ ぞ

れ2 ･5 〃1 加え
, 滅菌蒸留水で 総量100 〃l と した . 2 0 〃1 の ミ ネ

ラ ル オイ ル (Si g m a) を重層 し
,

9 4 ℃で 1 分 間の 熱変性
,

58 ℃で

1 ･5 分間の ア ニ ー

リ ン グ
,
7 2 ℃で2 分 間の 伸長反応を1 サ イ ク ル

42 1

と して
,
2 8 サ イ ク ル の 増幅 を行 っ た . 各20 〃 M βアク チ ン増幅

用セ ン ス プ ライ マ
ー

5 T G G A C T r C G A G C A A G A G A T G -3
,

と ア ン チ

セ ン ス プ ラ イ マ
ー

5
,

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

をそ れ ぞ

れ2 ･5 /ノ 1 加え て 同様に P C R 増幅 した ･ 反応終 了後
,

ク ロ 口中

ル ム 15 0 /ノ 1 を加えて 上層 に 馴 扁彼の c D N A 溶液を得た
.

4 . 電気泳動

上 層 を採取 し3 M 酢酸 ナ トリ ウ ム 加99 % エ タ ノ
ー

ル (和光)

3 0 0 〃1 を加 え て 洗浄 し
, - 3 0 ℃ で

一 晩静 置 さ せ た . 4 ℃ で

15 ,0 0 0 回転15 分間遠心 した 後
,
沈殿 に80 % エ タ ノ ー ル (和光)

30 0 FL l を加えさ ら に4 ℃で15
,
0 0 0 回転5 分間遠心 して c D N A を

沈殿 させ た . c D N A を80 % エ タ ノ ー ル (和光) に て洗浄 した後
,

1 5 分間減圧 乾燥 させ
,

0 .0 6 % プ ロ ム フ ェ ノ ー ル ブ ル ー 0 .06 % キ

シ レ ン ア ノ ー

ル
,

6 ･7 % グリ セ ロ
ー

ル を含 む トリ ス ー E D T A 横衝

液9 〃1 に 溶解 し た . 各試料 は0 .5 〃 g/ m l エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ

ド を含 ん だ泳動揺衛液 (4 m M トリ ス (S i g m a) ,
2 m M 酢酸 ナ ト

リ ウム
, 0 .1 m M E D T A

, p H 7 .2) を 用い
,

走電圧1 00 V にお い て

1 .0 % ア ガ ロ ー ス ゲル (Si g m a) に て45 分 間電気泳動を行 っ た .

5 . サ ザ ン プ ロ ッ ト法

泳動終了後 の ゲ ル を
,

ア ル カリ 変性液 (0 .5 M 水酸化ナ トリ ウ

ム
,

0 .5 M 塩化ナ トリ ウ ム) に浸 し
,

3 0 分間室温に て ゆ っ くり振

と う し
,

C D N A を 変性 さ せ た後,
中和 液 (3 M 塩化ナ トリ ウ ム

,

0 . 5 M トリ ス (Si g m a)
, 塩酸

, p H 7 .2) に浸 し
,

3 0 分間室温に て

ゆ っ くり凝と う した . 中和操作 を2 固練り返 した 後
,

ナ イ ロ ン

メ ン プ レ ン フ ィ ル タ ー ハ イ ポ ン ド ( H y b o n d) - N
十

仏 m e r s h a m ,

G r e e n w hi c h
,
C T

,
U S A) に20 × S S C (3 M 塩化ナ ト1) ウ ム

,
0 .3 M

ク エ ン 醸 ナ トリ ウム) を用い て ト ラ ン ス フ ァ
ー した . フ ィ ル タ

ー

は ハ イ プ リ ダイ ズ綬衝 液 [6 × S S C (0 .9 M 塩化 ナ トリ ウ ム
,

0 .0 9 M ク エ ン 酸ナ トリ ウ ム) ,
デ ン ハ

ー

ト ( D e n h a r d t) 液 (0 .1 %

ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン
,

0 .1 % ウ シ血清ア ル ブ ミ ン
,
0 .1 % フ ィ

コ ー ル 4 0 0 ) ,
1 0 % 硫酸 デ キ ス ト ラ ン

, 0 .
1 % S D S お よ び

0 . l m g/ m l サ ケ精 子 D N A] に て4 3 ℃ の 恒温水層 に て 1 時間の ハ

イ プリ ダイゼ
ー

シ ョ ン を 行 っ た . T S P - 1 オ リ ゴ ヌ ク レ オチ ドプ

ロ
ー ベ (5

'
-A r r G C C A C A G C T C G T A G A A C A G G A G - 3

'

) 1 3 p m o l に

対 し
, [ γ

ニ～2

p] A T P l .8 5 M B q ( Am e r s h a m ) ,
ポ リ ヌ ク レ オチ ド

キ ナ
ー ゼ 緩衝 液 [ 50 m M トリ ス (S i g m a) J瓦醸p H 7 .6

,
1 0 塩化

マ グネ シ ウ ム
, 5 m M ジチ オス レ イ ト

ー ル
,

0 .1 m M ス ペ ル ミ ジ

ン お よ び0 .1 m M E D T A p H 8 .0 ] ,
1 0 単位T 4 キ ナ

ー ゼ (宝酒造,

京都) お よ び滅菌蒸留水を加え 全量20
ノ
′ノ l と し37 ℃ にお い て30

分間反応さ せ て放射標識 を行 っ た . そ の 後,
0 .1

(
払 (Ⅴ/ v) 3 2 P 標

識 プ ロ
ー

ブを加 え
,

4 3 ℃ に お い て 1 6 時 間 ハ イ プ り ダイ ゼ
ー

シ

ョ ン を 行 っ た .

ハ イ プ リ ダ イ ズさ せ た フ ィ ル タ
ー

は2 ×S S C お

よ び0 ユ% S D S を 含む溶汲中で4 5 ℃
,
1 5 分 間の 洗浄を2l=Ⅰ行 い

,

Ⅹ線 フ イ ル ム (K o d ak ,
N e w Y o rk

,
U S A) に- 8 0 ℃ 卜6 0 分間の 感

光を試み た .

】ll . 免疫組織染色法

腫瘍辺 緑部お よ び担 痛正
′

計肺組織の 両 方が 含まれ る ホ ル マ リ

ン 固定 後パ ラ フ ィ ン 包埋 ブ ロ ッ ク を 選択 し
, 厚 さ4 / ∠ m の 切 片

標本 を作成 した .

切片 を シラ ン コ
ー

テ ィ ン グス ライ ド (武藤 化学
,

東京) に付

着 させ た後
,

キ シ レ ン (和光) お よ び エ タ ノ ー ル (和光) に て脱

パ ラ フ ィ ン と親水処理 を行 っ た後 に
, 流水水洗 した .

一

次抗体

反応まで の 操作 は
,

以 下の 如く行 っ た .

1 . T S P -1 染色

0 .1 M トリ ス (Si g m a) 一 塩酸嬢衝液12 .1 g を滅菌蒸留水 800 m l
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に溶か し
, 約35 % 塩酸 に て p H 2 .0 に 調製 した もの) に て50 0 W

,

5 分 間, 4 回の マ イ ク ロ ウ エ
ー

ブ処理 を行 っ た . そ の 後室 温 に

て 0 .3 % 過酸化水素 (和 光) 加 メ タ ノ ー

ル (和光) で20 分間内因

性 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ を 阻害 した . 次 に ウ シ正 常血清 ( ダ コ ジ ャ

パ ン
, 京都) を 用い て ブ ロ ッ キ ン グを行 っ た . 抗 ヒ トT S P - 1 モ

ノ ク ロ ー

ナ ル 抗 体 ( O n c o g e n e r e s e a r c h p r o d u c t s
,
U S A ) を

,

p H 7 ･2 の リ ン酸緩衝 食塩 水 b h o s p h at e
-b u ff e r e d s ali n e

,
P B S) ( 日

水 製薬, 東京) にて 10 0 倍 に希釈 し,
4 ℃ に て24 時間反応 さ せ

た
.

2
.
V E G F , P5 3 ,

V O n W ill eb l an d 因子お よ び P C N A 染色

0 .0 1 M ク エ ン 酸緩衝液 b H 6 .0) に て 50 0 W
,
5 分間の マ イ ク ロ

ウ エ
ー

ブ処理 を
, p5 3 は4 回

,
他 は3 匝卜行 っ た . そ の 後室温 にて

0 .3 % 過酸化水素 (和 光) 加P B S ( 日水 製薬) で20 分間 内因性 ペ

ル オキ シ ダ
ー

ゼ を 阻害 した . 次 に ウ シ正常血清 ( ダコ ジ ャ パ ン)

を用 い て ブ ロ ッ キ ン グを行 っ た . 抗 ヒ トV E G F ポ リ ク ロ ー

ナ ル

抗体 (S a n ta C ru Z B i o t e c h n o l o g y ,
U S A) , 抗 ヒ トp 5 3 モ ノ ク ロ

ー

ナ ル 抗体 (D A K O
,
D e n m a r k) , 抗 ヒ トv o n W ill e b r an d 因子 モ ノ

ク ロ ー

ナ ル 抗体 ( D A K O
,
D e n m a r k) , 抗 ヒ トP C N A モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗体 (D A K O
,
D e n m a r k) を

,
各々 p H 7 .2 の P B S に て 10 0 倍

に希釈 し
,

4 ℃ に て24 時間反応 させ た .

以上 1
,
2

,
の 各

一

次抗体反応後,
P B S ( 日水製薬) に て5 分 間

,

3 回洗 浄 し
,

ビ オ ナ ン 標識抗 マ ウス
, 抗 ウサ ギ . ヤ ギ 抗 体 ( ダ

コ ジ ャ パ ン) で
,

室温 下 に20 分間反応させ た . P B S ( 日 水製薬)

に て5 分間, 3 回洗浄後
,

ペ ル オ キ シ ダ
ー

ゼ 標識 ス ト レプ ト ア

ピ ジ ン (ダ コ ジ ャ パ ン) で 室温 に て20 分 間反応 させ た . 発色剤

は
,

四塩 酸3
,
3 - ヂ ア ミ ノ ベ ン チ ジ ン (3 ,

3 - di a m i n o b e n zi d i n e

t e t r a h y d r o c h ll o rid e
, 和光, 束京) 20 m g を

,
1 0 0 m l の P B S ( 日 水

製薬) に溶解 し
,
1 0 / ∠ 1 3 0 % 過酸化水素水 (和 光) を加え

,
作製

し た . P B S に て 5 分 間,
3 回洗浄 後,

こ の 発色剤 を用 い 室 温 に

て 顕微鏡で 発色状 態を確認 しな が ら 2 ～ 3 分 間反応 させ た
. 1 0

分間流 水水 洗 し
,

マ イ ヤ
ー

･ へ マ トキ シ リ ン (武藤 化学) に

TS P -1 染色 で は2 分間
,

そ れ以外で は1 分間核染色を行 い
, 流水

水洗に て10 分 間色 出 しを行 っ た
.

エ タ ノ ー ル (和光) に て 脱水,

キ シ レ ン (和光) に て透徹を行 っ た後 に
,

封入 を行 っ た .

な お
,

5 種類 の 抗 体全て に お い て
,

一 次抗体 の 代わ か) にP B S

を用 い
,

4 ℃下24 時間反応 させ た もの を陰性 コ ン ト ロ
ー

ル とし

て飼い た .

Ⅳ . 免疫 組織 染色の 判定

1 . T S P - 1 蛋白

染色の 都 度作 成 した 陰性 コ ン ト ロ
ー ル と の 比較の もと に 耶 F

l 染色性 を評価 し
, 染色の み られ た 場合を陽性と 判定 した .

2 . V E G F

問質部分 を除 い た腫瘍 細胞 500 偶 に つ き検討 を行い
,

50 % 以

上 に 染色 の み ら れ る 場合 を 強陽性,
1 0 ～ 5 0 % に染色 の みら れ

る場 合を陽性
,
1 0 % 未満 に染色の み られ る場合を弱陽性

, 全く

染色 の み ら れ な い 場合を 陰性 と した . また 染色強度の ス コ ア化

に 際 し
, 強 陽性 を3 点, 陽性 を2 点

, 弱 陽性 を1 息 陰性 を0 点

と し て定量化 し統計 学的検討 を行 っ た .

3 . p 5 3 蛋 白

膿瘍細胞500 個に つ き検討を行 い
, そ の 10 % 以 上 に 染色の み

ら れ た場合を陽性 と判定 した .

4
. M D

臨床痛理学 的背景因子
,

血 管新生因子群 の 発現性 に 関する情

[ [ [ [ [ [ [

T N T N T N T N T N T N T N

ヰ 6 7 4 b p

β - A ¢t暮n
ノ

髄 卿 戦鞘飴 ◆ 5 92 b p

H はt o 1 0 g y A S q A L A A E S q

$ ta g o 皿 A I ⅢA Ⅱ Ⅰ Ⅰ 皿A

Fig ･1 ･ T S f L l m R N A e x p r e s si o n i n n o n
-

S m all c ell l u n g c a n c e r s .

T h e 6 7 4 b p P C R p r o d u c t w a s d e t e c t e d o nl y i n th e t u m o r

ti s s u e . T
,
t u m O r ti s s u e; N

,
n O r m al l u n g ti s s u e n e a r th e c a n c er

Site ; A
,

a d e n o c a r ci n o m a; S q ,
S q u a m O u S C ell c a r ci n o m a; L

,
1a r g e

C ell c ar Ci n o m a; A E
,
a d e n o s q u a m o u s c ell c a r ci n o m a .

T a bl e l ･ C o rr el ati o n b e tw e e n his to lo g y o r p ath ol o g a c al st a g e a rld T S P - 1 m R N A e x p r e s s io n i n 3 9 p ri m a r y
n o n

-

S m all c e ll l u n g c a n c e r c as e s

N o ･ ( % ) o f c a s e s
N o ･

崇慧 崇
N A

A ll

H i st ol o g y

A d e n o c a .

S q u a m o u s c e11 c a .

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

L a r g e c ell c a ,

e

A

B

a g

I

Ⅲ

Ⅲ

Ⅲ

Ⅳ

tS

3 9

2 6 ( 6 6 .7)

8 (2 0 .5)

2 ( 5 .1)

3 ( 7 .7 )

1 6 ( 4 1 .0)

5 ( 1 2 .8 )

1 3 (3 3 .3)

4 ( 10 .3)

1 ( 2 ,6)

1 6 ( 4 1 .0)

9 ( 3 4 .6)

5 ( 6 2 .5)

1 ( 5 0 .0)

1 ( 3 3 .3)

6 ( 3 7 .5)

3 ( 6 0 .0)

4 ( 3 0 .8)

2 ( 5 0 .0)

1 ( 10 0 )
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原発性非小細胞肺痛 にお ける トロ ン ボ ス ポ ン ジ ン1 発現

報を持 た ず に , 腫瘍 組織 中任意の 3 カ 所 の 微 小血 管数を各々

2 00 倍の 視野 にて 算定 し
,

その 平均値を微小血 管密度と した
.

5 . P C N A 発現 (P C N A h b elli n g in d e x , P C N A L I)

M D と 同 じく , 他の 情報を持た ず に
, 腫瘍組織 中任意 の 3 カ

所か ら , 各々 腫瘍細胞500 個中の 陽性細胞数を 算定 し
, それら

の 比率の 平均値 をもっ て P C N A L I と した .

Ⅴ . 予後因子 とし ての 横討

TS P , 1 と の 相 関性 は
,

V E G F 発 現 , M D
, p 5 3 蛋白発 現 ,

P C N A 発現 ,
さ ら に 臨床病理 学的背景 因子 と して 性別

, 年齢

(65 歳以上
, 未満) , 組織塾

,
分化度 , 病 変部位 (肺門型

, 肺野

423

型) , 病期 , 腫瘍径 汀 因子) ,
リ ン パ 節転移 ( N 因子) お よ び遠

隔転移 (M 田子) に つ き検討 した . 各因子 の予後 に 及ぼす影響

を検討す る に際し
, M D , P C N A L I に つ い て は

, 各々 の平均値

を基準 と して高値群, 低値群を設定 し
,

2 群 間の 生存率をも っ

て 比較 した ･ 単変量解析で は
,

N 因子,
M 因子, 根治度な どの

予後 へ の 影響を除外する た め
,

Ⅰ 期の 絶対的治癒切除例14 8 例

に つ い て も
, 各因子と長期予後 との 相関を検討 した.

Ⅶ . 統計学的処理

耶 P ･1 発現と 各因子群との 相関性 の 検討 に は
γ

2 検定を , 平

均値 の差 の検定 に は M a n n - Wh it n e y の U 検 定を用い た
. なお 測

Fig ･2 ･ I m m u n o h i st o c h e m i c al s tai n i n g o f T P S ･1
,
V E G F

,
V O n

W ill e b r a n d f a c to r
, p 5 3 p r o t ei n a n d P C N A . 仏)

′

円P -1 . T b e

e x p r e s si o n w a s fo u n d o nl y i n t u m o r st r o m a . (B) V E G F . T h e

C yt O pl a s m s o f V E G F p o siti v e c e ll s w e r e s t ai n e d . ( C) v o n

W ill eb r a n d 血 ct o r . ¶l e e n d oth eli al c ell s of th e m i c r o v e s s el s in

th e t u m o r ti s s u e w e re st ai n e d . ( D) p 53 p r ot ei 皿 n l e n u Cl ei of

P 5 3 p r o t ei 叩 O Si 伽 e c ells w e r e st a in e d . (E) P C N A T Y le n u Cl ei

O f P C N A -

p O Si ti v e c e ll s w e r e st ai n e d . S c al e b a r i n di c at e s

l 00 p m .



4 2 4

定植は平均 ±標準誤差 で示 した . 生存 率は K a pl a か M ei e r 法 にて

算出 し, その 有意差検定 は全般化 W il c o x o n テ ス トに て 行 っ た ･

ま た
, 多変量解 析は

, 単変量解析 に おける全 ての 予後不良因子

に つ きC o x 比例 ハ ザ ー

ドモ デ ル を用 い て行 い
, 危険率 b) が

5 % 未 満の 国子 を最終 モ デ ル に供 した . 本研 究に お け る統計学

的な有意差判定 の 基準 はp < 0 .0 5 と した .

成 績

ユ. T S P . 1 m R N A 発現

T S P -1 m R N A は
,
担 痛正常 肺に比 し腫瘍組織 に強 い 発現性 が

み られ た (図1) . 発現率 は
, 全例 で41 .0 % (1 6/ 3 9 例) で あっ た ･

組織 型別に は , 腺痛34 .6 % (9/ 2 6) , 扁平上 皮癌62 .5 % (5 / 8) ,

大神胞痛33 .3 % (1/ 3) , 腺扁平上 皮癌50 .0 % (1/ 2) で あり, 組

織塾別 によ る 発現率 に有意 な差 は認 め なか っ た (表1) ･ 病 期別

に は
,

Ⅰ期37 . 5 % (6 / 1 6) ,
Ⅱ期 60 .0 % (3 / 5) ,

Ⅲ A 期3 0 ･ 8 %

(4/ 1 3) ,
ⅢB 期50 .0 % (2 /4) ,

Ⅳ期1 00 % (1 /1) で あり , 病期別

T ab le 2 . T S P - 1 e x p r e s sio n an d V E G F s c o r e in n o n - S m al 1 c el1

111 n g C an C e r S

芸琵
Sio n o f

:芸g Ⅶ O F s c o r e

P o si ti v e 2 2 6 1 .12 ±0 .0 7

N ¢g a th 唱 1 2 0 1 ･1 1 ± 0 ･1 0

T a bl e 3 . V E G F s c o r e an d T S P - 1 p o siti v e r ati o i n n o n
-

S m a11 c ell

l un g C an C e rS

v E G F s c o T 8 :芸ご
N

諾…ご霊芝
ト

H ig h 15 3 9 9 (6 4 ･7)

L o w 19 3 1 2 7 (6 5 .8)

T S P - 1 V E G F p 5 3

Fig .3 . C o r r el ati o n b et w e e n M D a n d T S P -1
,
V E G F o r p 5 3

p r ot ei n 既 p r e S Si o n
.
裏±S E o f m i c r o v e s s el d e n sity h th e T S P -

1 -

p O Siti v e g r o u p (3 4 .5 ±1 .5) w a s sig ni丑c a n d y h igh g e r th an in

′

円P - 1 -

n eg a tiv e g r o u p (2 8 .3 ±2 .2) b < 0 ･0 5) ,
an d th at i n th e

V E G F L
p o siti v e g r o u p (3 8 .5 ±1 .7) w a s sig n ifi c a n d y high e r th an

i n V E G F ･

n e g ati v e g r o u p (2 3 .1 士 1 .5) b < 0 ･
0 0 0 1) ･

★

p < 0 ･0 5
,

★ ★

p < 0 .
0 0 0 1 ,

b y M an n
･ Wh it n e y

†
s U -t e St ･ 国P o siti v e c a s e s

･
■

N eg ati v e c a s e s .

に よ る発現率 の 有意 差は認 め なか っ た(表1) .

Ⅰ . T S P - 1 蛋白発現

1 . T S P -1 蛋白発現部位お よ び発現率

T SP -1 蛋白発現 は
, 腫瘍組織の 問質部分 に認 め ら れた (図弘) .

′

I S F l 蛋白発現率 は
, 全体 と して65 .3 % (2 2 6/ 3 4 6) で あ っ た

.

2 .
Ⅵ王G F 発現 と の 相関

V E G F 抗原 は
, 腫 瘍細胞の 細胞 質に顆粒状 の 染まりと してみ

られ (図2 B) ,
発現率 は全体 と して60 .1 % (2 0 8/ 3 4 6) で あっ た .

V E G F 発 現 ス コ ア の 平 均値 は , T S P - 1 陽性群 で1
.1 2 ± 0 .0 7

,

T S P - 1 陰性群 で 1 .1 1 ± 0 .1 0 で あり, 両者 に有意 差 は なか っ た

肝ニ0 . 糾) (表2) .

ま た
,

V E G F ス コ ア 高値群 (2 お よ び3 点) と 低値群 (0 および

1 点) と で TS P ･ 1 陽性 率を比較 した場合 , 前 者が 餌 .7 % (9 9/ 15 3) ,

後者 が 65 .8 % (1 2 7 / 1 9 3) で あり , 両者 に 有意 差は な か っ た

肝= 0 .8 3) (表3) .

3 .
M D と の相 関

腫瘍組織内微小 血 管染色像を 図2 C に示す . M D の 平均値は
,

T S P -1 蛋 白陽性群 で 34 . 5 ± 1 .5 ,
T S P - 1 蛋白 陰性群で 28 .3 ±2 .2

で あり
,

前者 は 後者 に比 して 有意 に高値 で あ っ た (p < 0 .05) .

また 同値 は
,

V E G F 陽性群38 .5 ± 1 .7
,

V E G F 陰性群23 .1 ± 1 .5

で 前者 は後者 に比 して 有意 に高値 で あり (p < 0 .0 0 0 1) ,
V E G F

高値群40 .4 ± 2 .1
,

V E G F 低値群25 .9 ± 1 .3 で 前者 は後者に比し

て有意 に高値で あ っ た b < 0 . 00 0 1) (国3) .

T a ble 4 . T S P - l a n d p5 3 e x p r e s s io n in n o n -

S m a11 c ell l u n g

C a n C er S

E x p r e s si o n o f N o ･ O f N o ･ ( % ) of p 5 3

T S P - 1 c a s e s p rO te in -

P O Sitiv e c as es

P o s itiv e 2 26 1 2 1 (5 3 .5)

N 喝 ativ e 1 2 0 4 4 (3 6 ･7)

*

p < 0 ･0 1 ･ T n e X
2
te st s h o w e d th e difft r e n c e w as sig n in c a nt ･

Fig .4 ･ C o r rel a ti o n b e t w e e n P C N A u an d T S P -1
･
V E G F o r p 53

p r ot ei n e x p r e s si o n ･ 霊± E o f P C N A LI i n th e T S P -1 -

p O Sid ve

g r o u p (5 7 .5 ± 1 .5) w a s sig ni fi c a n tly hi gh g e r th an i n T S P -1 ~

n e g ati v e g r o u p (4 2 ･5 ±2 ･1) (p < 0 ･0 0 0 1) ,
th a t i n th e V E G F ･

p o siti v e g r o u p (5 5 ･ 1 ± 1 ･7) w a s sig nifi c an d y high e r th an in th e

V E G F h e g ati v e g r o u p (4 8 ･2 ± 2 ･0) b < 0 ･0 1) ,
an d th a ti n m e p53

p r o t e i n ･

p O Siti v e g r o u p (5 5 ･1 ± 1 ･8) w a s si g n i五c an tly high e r

th a n i n t h e p 5 3 p r o te in -

n eg ati v e g r o u p (4 9 ･8 ±1 ･8) b < 0 ･
05) ･

★

p < 0 .0 5
,

★ ★

p < 0 ･0 1
,

★ ★ ★

p < 0 ･0 0 0 1
, b y M an n

J Ⅳh itn e y
I
s U -t e St ･

田 p O Si也v e c a s e s
,
■ N e g 血 v e c a s e s ･
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4 . p 53 蛋白発硯 と の 相関

p53 蛋白発 矧 ま
, 腫瘍細 胞の 核に み ら れ (図2 D) , p5 3 蛋白発

現率は全体 と し て47 .7 % (1 6 5/ 3 4 6) で あ っ た .
T S P -1 蛋白党規

陽性群 と陰性 群の p 5 3 蛋白陽性率 は
, そ れ ぞ れ 53 ･5 %

,
3 6 ･7 %

であり
,

T S P -1 蛋白発現 とp 53 蛋白発現 と の 間 に 正 の 相関 を認

めた b < 0 .0 1) (表4) .

5 . P C N A LI と の 相関

P C N A 染色像を図2E に示す . P C N A LI の 平均値 は
,

T S P -1 蛋

白陽性群 で 57 .5 ± 1 .5 %
,

T S P -1 蛋白陰性群 で42 .5 ± 2 .1 % で あ

り
,
前 者は 後者 に比 して 有意 に 高値 で あ っ た (p < 0 .0 0 0 1) . ま

42 5

た 同値 は
,

V E G F 陽性 評55 .1 ± 1 . 7 %
,

V E G F 陰性 群48 .
2 ±

2
.
0 % で 前者 は 後者 に比 し て 有 意 に 高値 で あ り (p < 0 .0 1 ) ,

V E G F 高値 群54 .9 ± 2 .0
,

V E G F 低値群50 .3 ± 1 .7 で 前 者は後者

に 比 して 高い 傾 向が み られ た b = 0 .0 7) (図4) .

6 . 臨床 病理 学的背景因子 と の 相関(表5)

性別で は
,

男性 の 陽性率69 ,3 % が
,

女性 の 陽性率56 .2 % に比

して 有意 に高率 であ っ た (p < 0 .0 1) . 組織型別 に は
, 扁平上 皮

癌の 陽性率73 .2 % が , 腺病症例の 陽牲 率56 .3 % に比 して 有意 に

高率 で あ っ た (p < 0 .0 0 0 1) . 分化度別で は
, 中 お よ び低分化型

の 陽性率74 .6 % お よ び80 .0 % が
, 高分化型の 陽性率49 .2 % に比
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T ab le 6 . S u r vi v al r a t e o f alI c a se s

T S P - 1

P o s iti v e
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,
V E G F I

p o siti v e c a s e s; ×
,
V E G F l
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c a s e s . (C) ○
,
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,
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,
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,
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* *
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,
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,
V E G F J

n e g ati v e c a s e s . (C) ○
,
C a s e s o f M D > 3 2 .3; ×

,
C a s e s o f M D ≦32 .3 . ( D) ○

,
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,
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★
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,
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T a ble B
･ R e s u lt s of C o x h a z a rd m o d el a n aly sIS O f p r o g n o sti c

f a c t o r s o n n o n
-

S m all c ell l u rlg C a n C e r S
-

all c a s e s

V a Iうa bl e s

T S P - トp o siti v e

V E G ト p o siti v e

M D > 3 2 .3

P C N A L I > 5 1 .3

St ag e II , ⅢA , Ⅲ B a n d Ⅳ

T 2
,
3 a n d 4

N l
,
2 a n d 3

M l

x
2

p v al u e

3
.9 2 7 0 .0 4 75

3
.3 9 7 0 .0 65 3

2 .2 5 9 0 .13 2 9

0 .1 6 9 0 .68 0 8

4 .9 3 8 0 . 0 2 63

1 6 .8 0 4 < 0 . 0 0 0 Ⅰ

2 .27 5 0 . 13 1 5

4 .9 7 1 0 . 02 5 8

T S P - トp o siti v e
,
t h e a d v an C e d s t a g e ,

1 ar g e t u m o r s iz e a n d th e

dis t a n t m et a st as is w e r e i n d e p e n d e n t p o o r
-

P r O g n O Sti c fa ct o r s ･

T a b le 9 ･ R e s u lts o f C o x h a z a rd m o d el a n aly s I S O f p r o g n o sti c

fa cto rs o n n o n -

S m all c el1 1 u n g c a n c e rs
-

C u r ati v el y r e s e ct e d p
-

St a g e I c a s e s

V a ri a bl e s
x

2

p v al u e

T S P - 1 p o s iti v e

V E G F -

P O S iti v e

M D > 3 2
.3

T 2

9 .6 5 2 0 . 0 0 1 9

1 0 .1 10 0 .0 0 15

2 .4 6 8 0 . 1 1 6 2

1 0 .0 4 0 0 . 00 15

T S P - 1- P O Sitiv e
,
V E G F -

p O Sitiv e a n d T 2 w e r e i n d e p e n d e n t p o o ト

p r o g n o s tic f a c to r s .

し て有意 に 高率で あ っ た (各々 p < 0 .0 0 0 1
, p < 0 .0 0 0 1) . 病期

別で は, Ⅲ A お よ び ⅢB 期 の 陽性率76 .4 % お よ び77 .8 % が
,

Ⅰ

期 の 陽性 率5 4
. 1 % に 比 し て 有 意 に 高 率 で あ っ た ( 各 々 p <

0 ･ 0 0 0 1
, p < 0 .0 1) . T 因子 別で は

,
T 2

,
3 お よ び 4 の 陽性 率

68 ･5 %
,
7 8 .7 % お よ び7 5 .0 % が

,
T l の 陽性率52 .2 % に比 し て 有

意 に高率 で あ っ た (各々 p < 0 .0 0 1
, p < 0 .0 0 1

, p < 0 .0 1) . な お
,

年齢, 病変部位,
N 国子, M 因子に よ る差 はなか っ た .

刀l . 長期予後 との 相関

仝症 例 に お け る 単 変量 解析 で は 表6
,

図5 に 示 し た 如 く
,

T S P -1 発現
,

V E G F 発現,
M D

,
P C N A LI

, 病期 ( I 期か Ⅰ 朋以

外か) , 腫瘍径 汀1 か Tl 以外か) ,
リ ン パ 節転移, 遠隔転移が 予

後 と相関 し て い た . p 5 3 蛋白発現, 性 別, 年齢, 組織型
,

分化

度, 病変部位 に よ る予 後の 有意差 は み ら れ なか っ た . また
,

Ⅰ

期 の 絶対治癒切 除例 に お ける 単変量解 析で は 表7
, 図6 に 示 し

た 如く
,

T S P - 1
,

V E G F
,

M D
, 腫瘍 径が 予後 と相 関 し て い た .

P5 3 蛋白発現
,

P C N A LI
, 性 札 年齢

,
組織型

,
分化度 , 病 変

部位 に よ る予後 の 有意差は み ら れ な か っ た
.

次 に全症例 にお い て
,
T S P -1 陽性,

V E G F 陽性, M D 高値 ( >

3 2 ･3) , P C N A u 高値 ( > 5 1 .3) ,
Ⅰ期 以外 (Ⅲ

,
ⅢA

,
Ⅲ B

,
お

よ び Ⅰ期) ,
T l 以外 ( T 2

,
3 お よ び4) ,

N O 以 外 (リ ン パ 節転 移

陽性) ,
M l (遠隔転移陽性) の 各因子 に つ い て

, 多変量解析 を行

っ た (表8) . そ の 結 鼠 T S P -1 発現 b < 0 .0 5) ,
Ⅰ期以上 の 進行

痛 ( p < 0 ･0 5) ,
T l 以外 (p < 0 .0 0 0 1) ,

遠隔転移陽性 (p < 0 .0 5)

が 各々 独立 した 予後不 良因子で あ っ た . さ らに Ⅰ 期の 絶対的治

墟 切 除例 に お い て
, T S P -1 陽 性

,
V E G F 陽性 ,

M D 高 値( >

3 2 ･3) ∴ 乃 の 各因子 に つ い て 多変量 解析 を行 っ た結 軋 TS P -1 陽

性 b < 0 ･0 1) ,
V E G F 陽性 b < 0 .0 1) ,

T 2 b < 0 .0 1) が 各 々独立

した予 後不 良因子 で あ っ た (表9) .

考 察

TS P -1 は
,

1 9 7 1 年 に B a e n zi g e r ら
l)
に よ っ て

, ト ロ ン ビ ンで刺

激 さ れ た血 小板 か ら放出 され る高分子量 の 糖 蛋白と して
, 最初

に 同定 さ れ た ･ T S P -1 は
, 各々 が 11 5 2 個 の ア ミ ノ 酸か ら なる分

子 量145
,
0 0 0 の 3 本の 分子 鎖が , 互 い に s

-

S 結合 し た三 量体構造

を な して い る
2)=う)

. さ ら に各々 の 分子鎖 は
,

6 つ の ドメ イ ン から

な っ て お り
,

N 末端か ら順 に
,

ヘ パ リ ン 結合 ドメ イ ン
,

プ ロ コ

ラ ー

ゲ ン ホ モ ロ ジ
ー

ド メ イ ン
,

マ ラリ ア 蛋白 ホ モ ロ ジ
ー

ドメイ

ン (ty p e l r e p e at) ,
表皮細 胞増 殖因子( e pid e r m al g r o w th f a ct or)

ホ モ ロ ジ ー

ド メ イ ン (ty p e 2 r e p e a t) ,
カ ル モ デ ュ

1) ン ホ モ ロ

ジ
ー

ドメ イ ン ( ty p e 3 r e p e at) ,
C 末端部 (細胞結 合 ド メ イ ン) よ

りなる
3 川

. 各 々 の ドメ イ ン が
,

そ れ ぞ れ 異 な っ た細胞表面レセ

プタ
ー

に作用 し
,

血 小板 α 顆粒 の 構成成分と して 止血 に関わる

ほ か
,

細 胞接 着
14 卜 1 ti)

, 遊 走 , 細胞 増 殖
17)

,
細胞 骨 格形成

叫

,

炎症お よ び 創傷治癒
1!})

, 分化
2--- 2 1)

な どの 様 々 な機能を発揮する .

癌 の 進展 過程 こ と に 転移 は
, 腫瘍細胞 の 接 着, 遊 走

,
浸潤,

遠隔臓 器に お ける コ ロ ニ
ー 形成

,
血 管新生 か ら成り立 っ て い る .

本研究 にお い て は TS P -1 陽性 群は 陰性群 に比 して
, 細胞増殖能

の 指標 の
一

つ で ある P C N A LI が 有意に 高か っ た . C a s tl e ら
22)
は

,

N I H 3 T 3 細胞 にお い て
,

T S P の 過剰発現 が細 胞増殖 を引き起こ

した と い う . 試験 管内(I n vitr o) の 実験 で は
,

T S P -1 は ヒ ト扁平

上 皮癌 細胞
23)

や 黒 色巌細 胞
24)

の 接着 と拡 散 を引き起 こ し
,

ま た

ヒ ト黒 色膿 細胞お よ び 乳癌細胞 の 走化性 と 遊走能を促進 した
2Ⅰ-

と の 報告 が ある . W a n g ら
25) 2 6)

は
,

ポ イデ ン チ ャ ン バ ー

仲o y d e n

C h a m b e r) 浸潤 ア ッ セ イ を用 い て
,

T S P - 1 が[J 脛内扁平上 皮癌細

胞 や 乳癌細 胞 の コ ラ ー

ゲ ン 内遊 走 を促 進す る こ と を 見い だし

た .

癌 の 浸潤 に 関 し て
,

W o n g ら
27)

,
T u s z y n s ki ら

2H)
は

,
乳癌にお

い て
,

T S P 党規 レ ベ ル の 増 加に よ り, 細胞 の 悪性化 と浸潤能の

促 進 が み ら れ た と し て い る . H o s o k a w a ら
2tり

, A lb o ら
‥川,

,

A r n ol e tti ら
:ll)

は
,

T S P -1 が ウ ロ キ ナ
ー

ゼ 型 プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン活

性化因1 ･

(u r o k i n a s e ty p e pl a s m i n o g e n a cti v a to r) と プ ラ ス ミノ

ー

ゲ ン 活性化 因子抑制国子 1 (pl a s mi n o g e n a c ti v a to r i n h ibit o r

l) の 両方 の 括惟 化, 形質転換増 殖因子 ベ
ー

タ 1 (t r a n s f o r mi n g

g r o w th f a c to r b e t a l
,
T G F -

J? 1) の 活性 化に より
, 噛 細胞の フ ィ

プ リ ン ゲ ル へ の 浸 潤 を促進 する こ とを 見い だ し た . 癌の 浸潤,

転移に は シ ス テ イ ンーセ リ ン山 バ リ ン ース レ オ ニ ンーシ ス テ イ

ン ーグリ シ ン ( c y st ei n e
-

S e ri n e - V ali n e -th r e o n i n e
-

C y S t e in e
-

gly ci n e)

特 異的T S P -1 受 容 体の 発 現 が 重要 で あ る と 考え ら れ て い る .

A r n ol e tti ら
:一Z)

は
,

こ の 受容 体の 免疫染色 を施 した 頭頚部癌の 腫

瘍片を コ ン ピ ュ
ー タ ー 解析 し

,
受容 体密度が 高い ほ ど予後不良

で ある こ と を報告 した . また
,
A r n ol e tti ら

=一2)

,
T h s z y n s ki ら

‥i:i)
は

,

こ の 受容 体は
, 癌細胞 に の み発現 し

,
正常細 胞 には 発現してい

な か っ た と して い る .

T u s z y n s ki ら
3 岬 )

は
,

マ ウス の 実験 に お い て
,

T S P -1 投与によ

り肉腫細 胞の 肺 で の 膿瘍 コ ロ ニ ー の 形成が 促 進さ れ , 抗TS P
-1

抗体の 投与 に より
, 転移 が抑制 され た と して い る . こ の こと は

,

T S P - 1 自体 が 転移巣 で の 腫 瘍 コ ロ ニ
ー

形 成に 関与 し て い る 可能

性を示唆 し て い る .

暮
一

■

暮
t
l
l

l
l

■
■

.

.
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原発性 非小細胞肺癌 にお ける トロ ン ボ ス ポ ン ジ ン1 発現

TSP
-1 の 発現部位 に つ い て W o n g ら

36)
は

,
免疫組織 学的染色

により
,

T S P -1 は 乳癌の 腫瘍問質や 腫瘍組織 の 基底膜 に過剰発

現がみ ら れ た と し てい る . Cl e z a rdi n ら
37) も

,
生体 内局所 ハ イ プ

リダイ ゼ
ー

シ ョ ン に よ っ て
,

T S P - 1 が 問質 より 産生 され る こ と

を見い だ した . さ ら にT S P -1 を産生 する の は
,

主 と して 線維芽

細胞,
血管 内皮細胞

, 活性化 さ れ た血 小板 で あり , 腫壕細胞も

僅かなが ら 産生 し て い る
1(】)

と い う . 本研究 で は
,

T S P -1 m R N A

は腫瘍組 織 に
,

T S P -1 蛋白 は腫瘍組織 中の 問質に 発現が み られ

たが
,
担痛正 常肺組織 や腫瘍細胞 そ の もの に は発現 を見 い だせ

なかっ た
.

腫瘍血 管新 生 は
, 痛の 増殖や 進展 に不可 欠で あり

3 8)

,
そ の 度

合い は血 行性転移 と相 関し
, 独立 し た予後不 良因子 とな る こ と

が分か っ て い る
39)

. 本研 究 にお い て も
,

M D 高値 は独 立 した 予

後不良因子で あ っ た . 血 管新生 の 過程 は
, 内皮細胞 の 遊走お よ

び増殖
,

細胞外 マ トリ ッ ク ス の 蛋白分解, 管腔形成 と い っ た多

段階か ら なり
40)

,
そ れ に は 塩基性線 維芽細 胞増殖 因子 (b a si c

丘b r o bl a st g r o w th f a c to r
, b F G F) ,

V E G F
,

T G F -

β1 な ど の 血管

新生因子群が 関与 して い る
1(I)

. T S P -1 の 腫 瘍血 管新 生 に 対す る

作用に つ い て は
, 促進 的に働く と い う意見 と抑制 的に働く と い

う意見と に 分か れ て い る . B e n E z r a ら
41)

が行 っ た ウサ ギ 角膜 の

血管新生 ア ッ セ イ で は
,

T S ト1 がb F G F お よ び 脂 質多糖 類

Oip o p ol y s a c c h ar id e ) に よ る血 管新生 を5 倍 に促 進 した . ま た増

殖期の 内皮細 胞で は 静止期 の 内皮細胞 に比 べ て TS P - 1 産生 能が

高い とす る見解
42)4 3 )

が ある
.

一 方G o o d ら
瑚

は
,

ラ ッ ト角膜血 管

新生 ア ツ セ イ に よ っ て
,

T S P - 1 が b F G F に よ っ て誘導 さ れ る微

小血管形 成を 抑制する こ とを見 い だ し た . また TS P - 1 が 血 管内

皮細胞の 増殖を抑制 する と す る見解
4 5)d (i)

が ある . こ の 見解 に遠

い に つ い て
,

T u s z y n sk i ら
叫
は

,
T S P -1 やb F G F の 使用量が 異 な

るため に 生 じ た の で は ない か と して い る . 本研究 に お い て は
,

T S P -1 陽性群 で は 陰性 群 に比 し て肺癌組織 中の 微 小血 管密度が

有意に高く
,

原発性肺癌 にお い て はT S P -1 が 腫瘍血 管新生 を直

接的あ る い は間接的 に促 進 して い る可 能性 が示唆 され た .

血管内皮細 胞の 遊走能 に与え る影響 に つ い て T a r a b ol e tti ら
`I7)

の ポイ デ ン チ ャ ン バ ー

遊走 ア ッ セ イ で は
,

T S P - 1 は 5 ～ 5 0 〃

g/ m l の 濃度 にお い て
, 単独 で ある い はb F G F の 存在l

､ で 血 管 内

皮細胞の 遊 走能を濃度依存性 に刺激 し
,

そ の 効 果は TS P -1 の ヘ

パ リ ン結 合 ド メ イ ン に対す る モ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗体 に よ っ て抑制

された . ま た 彼 らは
,
b F G F の 内皮細胞遊 走作 川に 対 して T SP -

1 は
, 高濃度 (10 0 /∠ g/ m l) の 時に は促 進的に は た ら き

,
低濃度

(0 ･1 ､ 0 月1
ノ
" g/ m l) の 時 に は抑 制的 に は た らく 可能牲 を示 し

た
･ T oI s m a ら

4占) も試験 管内 に お い て
,

T S P - 1 が 低 濃度 (2 .5 /L

g/ m l 程度) の 場合 には
,

b F G F の 内皮細胞 遊走作用 を抑制 し た

と報告 した , こ れ ら の 見解 か ら
,

T S P -1 の 内皮細胞遊走能 に対

する作用 は濃度依存性 で あり
, 高濃度 の 場 合に は促進 的, 低濃

度の 場合 に は抑制 的で ある可 能性 が ある と 考え ら れ る . 実際健

常状態に お い て も
,

T S P -1 は0 .0 卜 0 .4
,
u g / m l の 濃度で 循環血

液中 に存在す る
㈹)50)

が
,

何 ら か の 原因で 凝 固系が 活性 化 され る

とTS P -1 の 血 中濃度 は 10 ､ 3 0 FL g/ m l に 上 昇す る
51)5 2 )

･ 悪性腫

瘍な どの 病的状態 にお い て も, 血 中 で の TS P - 1 濃度 の 上 昇 と膿

瘍組織中で の TS P - 1 発現の 克進が 起 こ り
3 脚 9)5:-) 瑚

, さ ら に は 内

皮細胞遊走能が 促進され る もの と思わ れ る .

T S P -1 の 微 小血管管脛形 成 に対す る作 馴 こ つ い て
,

S h e ib a n i

ら57)
は

,
ウイ ル ス で 形質転換 さ せ た 内皮細胞 は管腫を形成 で き

ず
, T S P -1 m R N A の 発現 が ほ と ん ど み ら れ なか っ たが

,
T S P -1

4 2 9

遺 伝子を導入 しT S P -1 を発現 させ る こ と に より, 管腔形成が み

ら れ るよ う にな っ た と して い る . さ ら に Qi a n ら
58)

は
,

T S P - 1 は

内皮細胞で 形成さ れ た微小血 管ネ ッ トワ
ー

ク構造 を安定化させ

る が
, 抗 T S P -1 抗体 は そ れを不安定化 させ る こ と を見 い だ した .

こ の こ と より,
T S P - 1 自体が微小 血管間腔形成

,
ネ ッ ト ワ

ー

ク

構 造の 安定化 にも関与 して い るもの と思わ れ る .

上 述 の よう に 基礎的研 究が か なり 進ん で い る にも か か わ ら

ず
,

臨床検体 にお け るT SP -1 発現 に つ い て
,

ホ ル マ リ ン 固定後

パ ラ フ ィ ン 包埋 標本を 用い た免疫組織 学的研究 と して論文 に報

告さ れ て い るもの は
,

G r o s sf eld ら
即
の 膀胱痛切除標本を用 い た

研 究以 外 には み ら れ ない
. その 一 因と して

,
ホ ル マ リ ン 固定後

パ ラ フ ィ ン 包埋標本 にお け るT SP -1 染色 の 困難 さが あ っ た . 彼

らは
,

ホ ル マ リ ン 固定後 パ ラ フ ィ ン 包埋 標本に お ける TS P - 1 の

免疫組織学的染色法 を世界で 初め て 見い だ した
5f】)

. 本研究 にお

い て も
, 彼 らの 考案 した方法 に基づ き良好 な 染色を得 る こ とが

で きた .

臨 床 病 理 学 的 因 子 と T S P - 1 発 現 と の 関 連 に つ い て
,

G r o s sfel d t ら
机
は膀胱癌組織中の TS P -1 発現 強度 と原発巣 の 進行

度,
リ ン パ 節転移の 有無 との 相関は み ら れなか っ た と して い る .

本研究で は
, 扁平上 皮痛 が腺病と比較 して

, 中お よ び低分化型

が 高分 化型と 比較 して
,

Ⅲ A お よ び Ⅲ B 期が Ⅰ期 と 比較 し て
,

T 2
,

T 3
,

T 4 が T l と比較 して
, 各々 有意に T SP -1 発現 が高率で

あ っ た . しか し
,

リ ン パ 節転移お よ び 遠隔転移 とT S P -1 発現 と

の 関連は み られ なか っ た .

野生 型 p 53 蛋白は T S P -1 の 転写 を活性 化 し
, p5 3 蛋白 の 変異

によ っ て TS P -1 発現 が 有意に低 下 する
60〉

と い う . G r o s s f el d ら
9)

は
, 勝胱痛 に お い て 変異型p 53 蛋白の 発現下 で は TS P -1 発現 レ

ベ ル が 低 い 場 合が多く , 野生 型p 53 蛋白 の 発現下 で は T SP -1 発

現が 中 ない し高 レ ベ ル で ある傾向が み られ た と して い る . しか

し
,

中な い し高 レ ベ ル の T S P -1 発硯 を示す症例 の 約3 分 の 1 に
,

変異 型p 53 蛋白の 発現が み ら れ た と い う.
こ の 原因 に つ い て

,

彼 ら はp 53 以 外 の 因子が 変異型p 53 蛋白の 存在下 で TS P -1 発現

を刺 激 し て い る た め で は な い か
61 川2〕

と し て い る . 本研 究 で は
,

変異型 p5 3 の 存在下 の 方が TS P -1 発現率が 高か っ たが
,

こ れも

上 記の 理 由に よ る もの であ る可能性が あ る .

T S P - 1 発現と 長期 予後と の 関連 に つ い て G r o s sf eld ら
～1)
は

, 膀

月光痛 にお け る TS P-1 発現が 中な い し 高 レ ベ ル の 群 で は
, 低 レ ベ

ル の 群 に比 して 有意に 予後良好 であ っ た と して い る . -¶･
･

方, 乳

癌組織 で はT S P -1 発現が 予後不良園子 と な る 可 能性 が 示唆 さ れ

て い る
l】:-l

. 本研究 で は , T S P -1 陽性群 で は 陰悼辞 に比 し て 有意

に 予後不 良で あり 多変量解析 の 結果 にお い て もT S P -1 陽性 は独

立 し た予 後不 良因子で あ っ た . こ の 結果 は
,

R o tb ら
tう‥l)

の 乳癌組

織 にお け る結果を支持す るもの であ っ た . 癌組織 にお ける TS P -

1 発現 意義 に は
, 発 生臓 器や組織 の 違い に よ るT S P - 1 自体 の 機

能お よ び作 用機序の 多様 性や
,

T S P - 1 と他因子 と の 相 互作用 の

遠 い が影響 する 可能性 が 考慮 さ れ る . 従 っ て
,

T S P -1 発現 意義

の 解明 に は
,

血管新生 因子群を も含め た他因子 との 相関関係に

つ い て 更 なる検 討が必要 である と考 える .

以 上 より
,

原発性 非小 細胞肺癌 に お い て
,

T S P tl は腫瘍 増殖

お よ び微小血 管新生 に直接 的ある い は 間凄的 に関与 し, 痛の 進

展を促進 し て い る可 能性が 示唆 さ れ た . 最 も強力な血管内皮増

殖能を有 し
, 肺癌 にお い て 有用 な予後因子 とな る可能性が 示唆

され て い る
64)6 5)

v E G F 発 現と の 相 関性も検討 した が
, 免疫 組織

学 的に は 明確 な相 関性 を両者 間に 指摘 する こ とは で き なか っ
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た . 従 っ て
,

T S P - 1 は V E G F と は独立 し て肺癌 の 血 管新 生 を介

し
, 痛の 進展 に 関与 して い る可能性が ある .

結 論

ノ原発性非小細 胞肺痛 の 切 除標本 を 用い て
,

R T -P C R 法 に よ り

T S P -1 m R N A の 発現 を調 べ
,

さ ら に 免疫組織 学的 方法 に よ り

T S P - 1 発現 と血管 新生 因子群
, p 5 3 蛋白発現

,
P C N A L I

,
臨床

病理 学的背景因子,
長期予後と の 相関を検討 して 以 下 の 結論を

得 た .

1 . T S P -1 m R N A
,

T S P -1 蛋白 は, とも に正 常肺組織 に比 し腫

瘍組織で 発現が 克進 し て おり, 免疫組織学的 には 特 に腫瘍組織

間質部 に強い 染色が み られ た .

2 . T S P -1 発現と V E G F 党規 との 相 関は み ら れず
,

T S P -1 陽性

群 で は陰性群に 比 して
, 微小血 管密度が 有意 に高か っ た .

3 . T S P -1 発現と p 5 3 蛋白発現 との 間に正 の 相関を 認め た .

4 . T S P -1 陽性群 は 陰性群 に 比 し
,

P C N A LI が 有 意 に高 か っ

た .

5 . T S P -1 発現 と 臨床病 理学的因子 との 相関で は
, 扁平上 皮痛

が腺摘 に比 し
,

中お よ び低分化型が 高分化型 に比 し
,

Ⅲ A お よ

び Ⅲ B 期が Ⅰ期 に比 し, また ¶
,
3 お よ び4 が Tl に 比 し

, 各 々

T S P -1 発現 が 有意 に高率 で あ っ た . リ ン パ 節転移 お よ び 遠隔転

移と
,

T S P -1 発 現と の 相関は なか っ た .

6 . T S P -1 陽性群の 予後 は陰性群に比 して有意 に不良 であ っ た .

また
,

耶 P - 1 陽性 は独 立 した 予後不良因子で あ る こ と が 確認 さ

れた .
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C O r r el a ti o n i n i n v a si v e b r e a s t

C a r Ci n o m a . N E n g J M ed 3 24 :1 -8
,
1 9 9 1

4 0) T u s z y n s ki G P
,
N i c oI s a R F . T h e r ol e o f th r o m b o s p o n di n

-1 i n

t u m o r p r o g r e s si o n a n d a n g l O g e n e Si s . B i o e s s a y s 1 8 :7 1 -7 6
,
19 9 6

4 1) B e n E z r
,

a D
,

G riffi n B W
,

M aft zi r G
,

A h a r o n o v O .

T h r o m b o s p o n di n a n d i n vi v o a n gi o g e n e si s i n d u c e d b y b a si c

fi b r o b r a s t g r o w th f a c t o r o r li p o p o l y s a c c h ar i d e . I n v e s t

O ph th al m oI Vi s S ci 3 4 :3 6 0 1 -3 6 0 8
,
1 9 9 3

4 2) R a u gi GJ , O l e ru d J E
,
G r o wn A M . n r o m b o s p o n di n i n e ar 1 y

h u m a n w o u n d ti s s u e .J I n v e st D e r m at o1 8 9 :5 5 1 -5 5 4
,
1 9 8 7

4 3) C a n fi e ld A E
,

B o o t - H a n d f o r d R P
,

S c h o r A M .

T h l
･

O m b o s p o n di n

g e n e e x p r e s si o n b y e n d o th eli al c ell s i n c ult u r e is m o d ul at e d b y

C ell p r olif e r ati o n
,

C ell s h a p e a n d th e s u b st r at u m . B i o c h e m J

2 6 8 :2 2 5 -2 3 0 , 1 9 9 0

4 4) G o o d D J ,
P ol v e ri n i PT

,
R a sti n ej a d F

,
Le B e a u M M

,
b m o n s

R S
,
B o u c k N P .A t u m o r s u p p r e s s o r -d e p e n d e n t i n h ib it o r o f

a n gi o g e n e si si s i m m u n ol o gi c all y a n d f u n c ti o n all y

i n di sti n g ui s h abl e 打o m a かa g m e n t of th r o m b o s p o n d i n . P r o c N a tl

A c a d S ci U S A 8 7 :2 2 2 4 -2 2 2 8
,
1 9 9 0

4 5) B a g a v a n d o s s P
,
W ill k i n s J W . S p e cifi c i n h i b iti o n o f

e n d o th eli al c ell p r olif e r a ti o n b y th r o m b o s p o n d i n . B i o c h e m

Bi o p h y s R e s C o m m u n 17 0 :8 6 7 - 87 2
,
1 9 9 0

4 6) B a g a v a n d o s s P
,
K a yt e s p ,

V o g eli G
,
W ell s P A ,

W illki n s J W .

R e c o m b i n a n t t r u n c a te d th r o m b o s p o n di n -1 m o n o m e r m o d ul a t e s

e n d o th eli al c ell pl a s m i n o g e n a eti v at o r i n h ibit o r l a c c u m ul a ti o n

a n d p r o lif e r a ti o n i n vit r o . B i o c h e m B i o p h y s R e s C o m m u n

1 9 2 :3 2 5 -3 3 2
,
1 99 3

4 7) T a r a b ol e tti G ,
R o b e r ts D

,
Li ott a l A

,
G i a v a z z i R . P l at el e t

th r o m b o s p o n d i n m o d ul a t e s e n d o th eli al c ell a d h e si o n , m O tility ,

a n d g r o w th : A p o te n ti al a n gi o g e n e si s r e g ul a t o r y f a c to r
.J C ell B i ol

l l l :7 6 5 - 7 7 2
,
19 9 0

4 8) T oI s m a S S
,
V o Ip e r t O V

,
G o o d D J ,

F r a zi e r W A
,
P ol v e ri ni PJ ,

B o u c k N . P e pti d e s d e riv e d f r o m tw o s e p a r a te d o m ai n s o f th e

m atri x p r o tei n th r o m b o s p o n di n- 1 h a v e a n ti -

a n gi o g e n i c a cti vi ty . J

C ell B i ol 1 2 2 :4 9 7-5 1 1 ,
1 99 3

4 9) T u s z y n s ki G P , S m ith M
,
R o th m a n V L

,
C a p u z zi D M

,J o s e ph

R R
,
K a t z J ,

B e s a E C
, T r e a t J ,

S w it al s k a H I . T h r o m b o s p o n di n

l e v el s i n p a ti e n ts w ith m ali g
･

n a n C y . T h r o m b H a e m o s t 6 7 :6 07 -6 1 1
,

1 9 92

5 0) K a o K J ,
K l ei n P A . A m o n o cl o n al a n tib o d y

-b a s e d e n z y m e
L

li n k e di m m m u n o s o r b e n t a s s a y f o r q u a n tit a ti o n o f pl a s m a

th r o m b o s p o n di n . Am J Cli n P a th 01 8 6 :3 17
,
19 8 6

5 1) S w it al s k a H I
,
N i e w i a r o w s ki S

,
T u s z y n s ki G P

,
R u ci n s ki B

,

S c h m a i e r A H
,

M o ri n elli T A
,

C i e r n i e w s ki C S .
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R a d i oi m m m u n o a s s a y o f h u m a n pl a t el e t th r o m b o s p o n d i n :

Diffe r e n t p a tte rn S Of th r o m b o s p o n di n an d b et 訃th r o m b o gl o b uli n

a n ti g e n s e c r e ti o n an d cl e a r a n c e fr o m th e ci r c ul ati o n . J L a b C li n

M e d l O 6 :6 9 ひ70 0
,
1 9 8 5

52) D a w e s J ,
C l e m e t s o n K J ,

G o g t e d G O
,
M c G r e g o r J ,

C l e z ar di n P
,
P r o w s e C V

,
P e p p e r D S . A r a d i oi m m m u n o a s s a y f o r

th r o m b o s p o n di n
,
u S e d i n a c o m p a r ati v e st u d y of th r o m b o s p o n d in

,

J9
pth r o m b o gl o b ul o n a n d pl at el e t f a ct o r 4 i n h e alth y v o l u n te e r s .

T h r o m b R e s 2 9 :5 6 9
,
1 9 8 3

53) P r a tt D A
,
M ill e r W R

,
D a w e s J . T h r o m b o s p o n d i n i n

m al i g n a n t

a n d n o n
-

m ali g n a n t b r e a st ti s s u e . E u r J C a n c e r & Cli n O n c o1 2 5 :

3 4 3 -3 5 0
,
1 9 8 9

54) N a th an F E
,
H e r n a n d e z E

,
D u n t o n CJ ,

1 Y e a tJ ,
S wi t al sk a H I

,

J o s e p h R R
,
T u s z y n s k i G P .P l a s m a t h r o m b o s p o n d i n l e v el s i n

p a ti e n ts w i th g y n e c ol o gi c m ali g n a n ci e s . C a n c e r 7 3 :2 8 5 2 - 2 8 5 8
,

1 9 9 4

5 5) T u s zy n Ski G P
,
S m ith M

,
R o th m a n V L

,
C ap u z zi D M

,
J o s e p h

R R
,
K a t z J ,

B e s a E C
,
T r e a t J ,

S wi t al s k a H I . T h r o m b o s p o n d i n

l e v el s i n p a ti e n ts wi th m al ig n a n c y .

′

m r o m b H a e m o st 67 :6 0 7 - 6 1 1
,

1 9 9 2

5 6) N a th an F E
,
H e rn a n d e z E

,
D u n t o n CJ ,

1 Y e a tJ ,
S wi t al sk a H I

,

J o s e p h R R
,
T u s z y n sk i G P . P l a s m a th r o m b o s p o n di n l e v el s i n

P a ti e n ts w ith g y n e c ol o gi c m ali g n a n ci e s . C a n c e r 7 3 :2 8 5 3 -2 8 5 8
,

1 9 9 4

5 7) S h eib an i N
,
F r a zi e r W A .

′

m r o m b o s p o n di n l e x p r e s si o n i n

tr a n sf o r m e d e n d o th eli al c ell s r e s to r e s a n o r m al p h e n o ty p e a n d

S u p p r e S S e S th ei r tu m o ri g e n e si s .P r o c N atl A c ad S ci U S A 92 :6 7 88 -

6 7 9 2
,
1 9 9 5

5 8) Q i a n X
,

N i c o s i a R F
,
B o c h e n e k K M

,
R o th m a n V L

,

T u s z y n sk i G P .T b e e 蝕 c t o f 也 r o m b o s p o n di n o n e n d o th eli al t u b e

f o r m a ti o n i n vitr
･

0 . M oI B i oI C el1 5 :1 7 9 a
,
1 9 9 4

5 9) G r o s sf el d G D
,
S hi S R

,
G i n s b e r g D A

,
Ri c h K A

,
S k i n n e r D G

,

T a yl o r C R
,
C o t e RJ . I m m u n o h i s t o c h e m i c al d e t e c ti o n of

th r o m b o s p o n d in -1 i n f o r m ali n 血 e d
, p a r a fR n

-

e m b e d d e d ti s s u e . J

H i st o c h e m C y to c h e m 4 4 :7 6 1 - 7 6 6
,
1 9 9 6

6 0) D a m e r o n K M
,
V ol p e rt O V

,
T ai n sk y M A

,
B o u c k N . C o n tr ol

O f a n gi o g e n e si s i n fi b r o b l a s t s b y p 5 3 r e g u l a ti o n of

th r o m b o s p o n di n
- 1 .S ci e n c e 2 5: 1 5 82 - 1 58 4

,
1 9 9 4

6 1) Z a b r e n e t z k y V
,
H a r r i s C C

,
S t e e g P S

,
R o b e r t s D D

.

E x p r e s si o n of th e e x tr a c ell ul a r m a tri x m ol e c ul e th r o m b o s p o n din

i n v e r s el y c o r r el a t e s w ith m ali g n a n t p r o g r e s si o n i n m el a n o m a
,

1 u n g an d b r e a st c a r ci n o m a c ell li n e s . I n t J C a n c e r 5 9 :1 9 1 -1 95
,

1 9 94

6 2) M e tt o u ch i A
,
C ar b o n F

,
M o n tr e a u N

,
V e r n i e rP

,
M e r ci e r G

,

B l a n g y D
,
T ri c oi r e H

,
V i gi e r P

,
B i n e t r u y B . S P A R C a n d

th r o m b o s p o n di n g e n e s a r e r e p r e s s e d b y cj u n o n c o g e n e i n r at

e m b ry o 丘b r o bl a s t s . E M B O J 1 3 :5 6 6 8 -5 6 7 8
,
1 9 9 4

6 3) R o th JJ ,
R eiv e r D M

,
G r an i ck M S

,
R o th m a n V L N i c o si a R F

,

n l S Z y n S ki G P . H i st o p a th ol o g y a n d cli n i c al a s s e s s m e n t c o r r ela te

W ith th e c y st ei n e
-

S e ri n e
- V ali n e

-th r e o n i n e
-

C y S t ei n e
-

gl y ci n e

( C S V T C G ) r e c e p t o r o f th r o m b o s p o n d i n
- 1 i n b r e a s t t u m o r s .

H i st oI

H i st o p a 也 01 1 2 : 1 0 1 3 -1 0 18
,
1 99 7

6 4) M a tt e r n J ,
K o o m a gi R

,
V ol m M . V a s c u l a r e n d o th eli al

g r o w th f a c t o r e x p r e s si o n an d an gi o g e n e si s i n n o n
-

S m all c e11 1 u n g

C a r Ci n o m a s . I n tJ O n c o1 6 : 1 0 59 - 1 0 62
,
1 9 9 5

6 5) O h ta Y
,
E n d o Y

,
T an a k a M

,
S h i m i z u J ,

O d a M
,
H a y a s hi Y

,

W a ta n a b e Y a n d S a s a ki T . Si g n ifi c a n c e of v a s c ul a r e n d o th eli al

g r o w th f a c t o r m e s s e n g e r R N A e x p r e s si o n i n p ri m a r y l u n g

C a n C e r .Cli n C an C e r R e s 2 : 1 4 1 1 -1 4 1 6
,
1 9 9 6
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T h r o m b o s p o n d i n
･ 1 E x p r e ssi o n i n P ri m a r y N o n ･

S m a ll C e11 L u n g C a n c e r s H i d e m a r o Y o s h i b a
,
D e p a rt rn e n t O f

S u r g e ry ( Ⅰ) ,
S c h o ol o f M e d i ci n e

,
K a n a z a w a U ni v e r sity ,

K a n a z a w a 9 2 0 - 8 6 4 0
-

J ･ J u z e n M e d S o c ･
,
1 0 7

,
4 2 0 N 4 3 3 (1 9 9 8)

K e y w o r d s n o n
-

S m all c e ll l u n g c a n c e r
,
th r o m b o sp o n d i n

,
m i c r o v e s s e l d e n s lty ･ P r O lif e r a tl n g C e11 n u cl e a r a n tl g e n

,
l o n g

te r m s u r v i v al

A b st r a c t

T o e v al u a te th e si g ni fi c a n c e of th r o m b o sp o n di n
- 1 ( T S P -1) e x p r e s si o n i n p ri m a r y n o n

-

S m all l u n g c a n c e r s
,
th e T S P - 1 g e n e

a n d a s s o ci a t e d p r o t ei n e x p r e s si o n w e r e a n a ly z e d i n 3 9 血
･

e S h ly fr o z e n r e s e c t e d s
p e c i m e n s a n d 3 4 6 f o r m ali n - fi x e d

, P a r a 伍 n
-

e m b e d d e d r e s e c te d s p e ci m e n s ･ R e v e r s e t r a n s c ri p ti o n P C R r e v e a l e d T S P M l m R N A e x p r e s si o n i n 4 1 ･0 % ( 1 6 /3 9) o f th e p a ti e n t s

th e c a n c e r ti s s u e s ･ A n i m m u n o h i s t o c h e m i c al e x a m i n a ti o n r e v e a l e d T S P - 1 p r o te i n e x p re s si o n i n 6 5 ･3 % (2 2 6 /3 4 6) o f p a ti e n t s

i n th e st r o m a ta o f th e c a n c e r ti s s u e s ･ T h e m e a n v al u e o f m i c r o v e s s el d e n sity i n th e T S P - 1 p r o t ei n
q

p o siti v e g r o u p (3 4 .5 ± 1 .5)
W a S Si g n ifi c a n tly hi g h e r th a n i n th e T S P - ト n e g a ti v e g r o u p (2 8 ･3 ± 2 ･2)( P < 0 ･0 5) ･ T S P - 1 p r o tei n e x p r e s si o n w a s sig ni n c a n tl y

C O r r el a te d w i th a lt e r ed p 5 3 p r o t ei n e x p re s si o n ( p < 0 ･0 1 ) ･ T h e m e a n v al u e o f th e p r olift r a ti n g c ell n u cl e a r a n tig e n l a b elli n g

in d e x i n th e T S P - 1 p r o te i 叩 O Siti v e g r o u p ( 5 7 ･5 ± 1 ･5 % ) w as sig n i fi c a n tl
y h ig h e r th a n i n th e T S P - 1 p r ot ei n -

n e g a ti v e g r o u p

(4 2 ･5 ± 2 ･1 % ) (p < 0 ･ 0 0 0 1) ･ T h e d e g r e e of T S P 嶋 1 p r o te i n e x p r e s si o n i n th e sq u a m o u s c e11 c a r c i n o rn a g r O u
P ( 7 3 ･2 % ) w a s

Sig ni 員c a n tl y h i g h e r th a n i n th e a d e n o c a r ci n o m a g r o u p ( 5 6 ･3 %) (p < 0 ･ 0 1) ,
a n d th a t i n th e m o d e r a tely a n d p o o rly d iff e r e n ti at e d

C ar Ci n o m a g r o u p s ( 7 4 ･ 6 % a n d 8 0 ･0 %
,

r e SP e C ti v e ly ) w a s sig n ifi c a n tly h i g h e r th a n i n th e w e11 d iff e r e n ti at e d c a rci n o m a g r o u p

(4 9 ･2 % ) (p < 0 ･0 0 l a n d p < 0 ･0 0 1
･

r e S P e Cti v e l
y) ･

T h e d e g r e e of T S P - 1 p r ot ei n e x p re s si o n i n th e s t a g e Ⅲ A a n d Ⅲ B g r o u p s

(7 6 ･
4 % a n d 7 7 ･ 8 %

,
r e SP e C ti v el y) w a s si g n i fi c a n tl y h i

g
h e r th a n i n th e s t a g e I g r o u p ( 5 4 ･l % ) (P

< 0 ･0 0 l a n d p < 0 .0 1
,

r e s p
e c ti v ely) ,

a n d th a t i n th e T 2
,
3 a n d 4 g r o u p s ( 6 8 ･5 %

･ 7 8 ･7 % a n d 7 5 ･0 %
,
r e S p e C ti v el y) w a s si g n ifi c a n tl y h i g h e r th a n i n th e

T l g r o u p ( 5 2 ･2 % ) (p < 0 ･O l
, P < 0 ･ O l a n d p < 0 ･0 5

,
r e S P e C ti v e ly ) ･ N o c o r r el ati o n w a s f o u n d b e t w e e n T S P - 1 p r o t e i n

e x p r e s si o n a n d N - f a c t o r o r M - f a c t o r ･ A u n i v a ri at e a n aly si s s h o w ed th at i n al1 3 4 6 p a ti e n ts
,
th e 5 -

y e a r S u r V i v al r a t e o f th e T S P -

1 p r otei n
-

P O Siti v e g r o u p ( 3 2 ･1 %) w a s si g ni fi c a n tly l o w e r th a n th a t o f th e T S P - 1 p r ot ei n
-

n e g a ti v e g r o u p ( 5 8 .8 %) (p < 0 .0 0 1) .

M o r e o v e r
,
i n 1 4 8 c u r ati v el y r e s e c te d s t a g e I p ati e n t s

,
th e 5 -

y e a r S u r V i v al r a t e o f th e T S P - 1 p r o t ei n -

P O Si ti v e g r o u p ( 5 6 . 3 % )

W a S Si g nifi c a n tly l o w e r th a n th a t o f th e T S P - 1 p r o t ei n
-

n e g a ti v e g r o u p (8 5 ･3 % ) (P < 0 ･0 0 0 1) ･ M ul ti v a ri a t e a n al y si s r e v e a l e d

th at T S P - 1 e xp r es si o n i n th e s tr o m a ta o f t u m o r w a s a i n d e p e n d e n t p o o トp r O g n O S ti c i n di c a t o r . T h e s e r e s u lt s i n di c a t e th a t T S P - 1

m i g ht b e di r e c tl y o r i n d i r e c tly l n V O I v e d i n t u m o r n e o v a s c u l a ri z a ti o n a n d c ell p r oli f e r ati o n
,

a n d c o u l d
p r o m o t e t u m o r

P r O g r e S Si o n i n p rl m a ry l u n g c a n c e r s .


