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緒　言

　心房性ナトリウム利尿ペプチド（ANP: Atrial natriuretic peptide）は 1984 年本邦の寒川らによって単離同定され、
1995 年急性心不全治療薬として臨床応用された心臓ホルモンであり、これまでに様々な心血管･腎保護作用を有するこ
とが明らかになっている１-５）。我々は肺癌手術の際、手術開始直前より３日間低用量の ANP を持続投与することによ
って、様々な術後心肺合併症を予防できることを報告した６-８）。ANP 群では、プラセボ群と比較して血行動態に著変
を認めず、周術期白血球数及び CRP 値は有意に低値であり、周術期 ANP 投与は安全に施行できると同時に、強力な
抗炎症作用を有する可能性が示された６-９）。今回、肺癌手術における ANP 投与に関する臨床試験の追跡調査を行い、
ANP が癌転移に対して抑制的に作用する可能性が示された為、ANP の癌転移抑制メカニズムを明らかにすることを目
的として本研究を行った 10）。現在“血管保護”による新しい臨床試験を開始しており、あわせて本稿として報告する。

方　法

１．臨床研究
　１） 2007 年 8 月～2011 年 12 月までに国立病院機構刀根山病院及び大阪大学医学部附属病院で肺癌手術を施行され
た 552 例をエントリーし、そのうち早期癌や縮小手術症例を除いた 467 例を最終解析対象とした。周術期に ANP 投与
を行った群と非投与群（手術単独群）に分け、術後 2 年無再発生存率について log-rank 検定を行い、比較検討を行っ
た。

２．基礎研究
　１）C57BL/6 マウスに対して、薬剤投与群では、ANP（0.5µg/kg/min）もしくは生食を充填させた皮下浸潤ポンプ
を埋め込み、翌日に B16/F10 マウスメラノーマ細胞を 20-50 万個マウス尾静脈から注入し、注入後 14 日目に sacrifice
とし、肺転移個数をカウントした。
　２）Confluent に培養したヒト肺動脈血管内皮細胞（HPAEC）に、ヒト肺癌細胞（A549-EGFP、H460-EGFP）を添
加し、3 時間共培養した後に、medium を洗い流し、血管内皮細胞に接着した癌細胞のみを可視化し接着細胞数をカウ
ントした。生存解析以外について、unpaired Student's t-test または one-way ANOVA を用いて検定し、P < 0.05 を有
意とした。

結　果

１．肺癌周術期 ANP 投与による術後早期再発抑制効果
　肺癌周術期に ANP が投与された群（手術＋ ANP 群）77 例は、手術単独群 390 例と比較して、２年無再発生存率が
有意に良好な成績であった（図 1A）。年齢、性別や病理病期をマッチングさせた解析においても同様の成績であった

（図 1B）。本結果は、ANP が何らかの癌転移抑制作用を持つ可能性を示すものである。
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図 1． 肺癌術後無再発生存率グラフ
A）全症例解析において、手術＋ ANP 群の術後２年無再発生存率は、手術単独群と比較して、有意に良好であ
った。（91 % vs. 75 %, P = 0.018）
B）ペアマッチ後の解析においても、手術＋ ANP 群の術後２年無再発生存率は、有意に良好であった。（91 %
vs. 67 %, P = 0.0013）

２．ANP の作用標的の同定
　ANP の受容体である、GC-A を発現していないマウスメラノーマ（B16/F10）を、マウス尾静脈より注入する血行
性肺転移モデルにおいて、ANP もしくは生理食塩水を充填した浸透圧ポンプを皮下に埋め込み、2 週間観察したとこ
ろ、ANP 群で肺転移が顕著に抑制された。次に我々は、血管内皮特異的 GC-A ノックアウトマウスを作製し、同様の
実験を行ったところ、本マウスでは野生型マウスと比較して肺転移が有意に多く（図 2A）、血管内皮特異的 GC-A トラ
ンスジェニックマウスでは、逆に肺転移が有意に少ない結果を得た（図 2B）。以上より、ANP は宿主血管内皮細胞に
働き、癌転移抑制効果を発揮したと考えられた。
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図 2． 遺伝子改変マウスを用いたマウスメラノーマ肺転移実験
A）血管内皮特異的 GC-A-KO マウスではメラノーマ（2×105 個/匹）尾静脈注入２週間後の肺転移は有意に多
く、心臓への転移も認められた。また生存期間も有意に短かった。
B）血管内皮特異的 GC-A-Tg マウスではメラノーマ（5×105 個/匹）尾静脈注入２週間後の肺転移は有意に少な
く、また、生存期間も有意に延長した。

３．ANP の血管内皮細胞に対する作用メカニズム
　ANP の血管内皮細胞を介した癌転移抑制作用のメカニズムについて明らかにする為に in vitro 実験を行った。
confluent 状態に培養した HPAEC に炎症性刺激としてリポポリサッカライド（LPS）添加を行うと、様々な癌細胞と
の共培養後、HPAEC に接着する癌細胞が顕著に増加すること、そして本実験系に対して ANP を前処置すると、
HPAEC に接着する癌細胞数が有意に減少することを確認した。
　続いて、ANP の血管内皮細胞に対する鍵遺伝子を明らかにする為に、ヒト臍帯静脈血管内皮細胞（HUVEC）を用
いて ANP 投与前後における網羅的遺伝子解析を行ったところ、E-selectin が ANP 投与によって最も抑制される遺伝子
であることを見出した。実際に HPAEC に対して LPS 刺激を行うと、E-selectin の遺伝子及びタンパク発現が顕著に増
加するが、ANP 前処置によって、E-selectin の発現が有意に減少した。また、E-selectin をノックダウンした HPAEC
では、ヒト肺癌細胞との共培養において、血管内皮に接着する癌細胞数が有意に減少した。さらに、マウスに LPS 刺
激を行った後にメラノーマを尾静脈投与すると、肺転移が顕著に増加するが、LPS 刺激前に、ANP 投与を開始するこ
とによって、メラノーマの肺転移は有意に抑制された。また、E-selectin 中和抗体を用いても、同様に LPS 刺激に伴う
メラノーマの肺転移は抑制された。以上より、ANP は血管 E-selectin の発現を抑制することにより、癌細胞の血管内
皮への接着を抑制し、その結果、癌転移抑制効果を発揮したと考えられた。

考　察

　これまでの研究成果によって、肺癌周術期 3 日間の ANP 投与による術後再発･転移抑制効果の機序について、次の
ように考えられた。癌手術時に血中に放出される遊離癌細胞は、その多くが 1-2 日以内に細胞死を迎え、消退すること
が知られているが、手術時の炎症によって惹起された血管 E-selectin の発現亢進によって、血中遊離癌細胞が血管へ接
着･浸潤し易くなり、術後早期再発･転移の一因となっている可能性がある。ANP は周術期炎症によって惹起された血
管 E-selectin の発現亢進を抑制することにより、遊離癌細胞が血管へ接着するのを防ぎ、その結果、術後再発･転移抑
制効果を発揮したと考えられた。
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　本研究成果を基に、ANP の癌転移抑制効果について前向きに検討する為、全国主要 10 施設を含む多施設共同無作為
化比較試験を開始しており、有効性（主要評価項目；術後 2 年無再発生存率）及び安全性（副次評価項目；術後急性期
合併症発生率等）について、検証する予定である。また、本研究では、腫瘍検体に加えて、背景肺や周術期血漿･血清
検体を集積･保存し、腫瘍側因子だけでなく、宿主側因子を含めた解析を行う予定であり、ANP の宿主血管保護を応用
した世界初の“抗転移薬”の有効性･安全性について、新しい視点で独自の解析を行う。
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