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研究成果の概要（和文）：肺の微乳頭腺癌（MPPAC）の生物学的特性の解明とその鑑別マーカー獲得のため、
MPPAC細胞株の癌幹細胞様細胞を樹立し、2次元電気泳動法による解析を行った。同定されたタンパク質である
NAP1L1について、肺癌における診断的有用性を評価するため、肺癌組織を用いて免疫染色を行った。その結果、
腺癌でのNAP1L1発現は分化度、腫瘍径、病理学的ステージ、リンパ節転移、リンパ管侵襲、血管侵襲、そして予
後不良と有意に相関していた。多変量解析の結果からNAP1L1は独立した予後不良因子であった。以上より、
NAP1L1は腺癌の悪性度や予後予測マーカーとして有用であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：To elucidate the biological properties of lung micropapillary predominant 
adenocarcinoma (MPPAC) and to acquisition of differential bio-marker for lung AC, we performed 
proteome analysis using MPPAC-4F cells established as cancer stem cell-like cell. Of the identified 
proteins, we focused on NAP1L1. To evaluate the diagnostic utility of NAP1L1 in lung cancer, 
immunohistochemistry was performed using lung cancer tissues. As a result, NAP1L1 expression in AC 
significantly correlated with poorer differentiation, tumor size, higher pathological stage, N 
factor, lymphatic invasion, vascular invasion, and poorer prognosis of AC patients. Furthermore, 
multivariate analysis confirmed that NAP1L1 expression increased the hazard of death after adjusting
 for the other clinicopathological factors. These findings suggest that NAP1L1 expression seems to 
be an independent and significant predictor of poorer survival of AC patients.

研究分野：疾患プロテオミクス
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１．研究開始当初の背景 
 肺癌は代表的な難治性癌であり、我が国にお
いて男性癌死の第 1 位、女性も第 2 位である。
肺癌の内、非小細胞癌は約 8 割を占め、その 5
割以上、特に女性は約 7 割が腺癌である。新た
に WHO に加わった微乳頭腺癌（MPPAC）は線
維や血管の芯を持たない micropapillary pattern
（MPP）を示す成分を含み、それが少量でも存在
すると早期にリンパ管侵襲や転移を起こすため
予後不良である。しかしながら、MPPAC の予後
不良に関連するタンパク質の同定や、遺伝子の
発現などは未だに不明である。本研究では
MPPAC 細胞株と肺腺癌由来 A549 細胞株の差
異をより詳細に比較検討するため、両細胞株よ
り total RNA を 抽出 し 、 GeneChip Human 
Genome U133 Plus 2.0を用いた遺伝子発現アレ
イ解析を行った。A549 細胞に比して MPPAC 細
胞で高い発現を示す遺伝子群を見てみると神
経系の細胞に発現している遺伝子やより幼若な
細胞に発現を示すステムセルマーカーなどに差
が認められた。 
 
２．研究の目的 
 近年、増加傾向にある肺腺癌のうち、MPPAC
は、その成分が少量でも早期に高度のリンパ管
侵襲や転移を来たし、予後不良であることが知
られているがMPP成分と高い浸潤能や転移能と
の関連における分子メカニズムは未だ不明であ
る。申請者は、MPPAC の高い脈管侵襲能や転
移能における分子メカニズムを解明するために、
当研究室で樹立し保有している MPPAC 細胞株
を用いた遺伝子発現アレイ解析と MPPAC 細胞
に対し iPS化の技術を応用することで、癌幹細胞
様細胞の樹立し、その癌幹細胞様細胞を用い
たプロテオーム解析を行った。その結果、肺腺
癌の悪性度に寄与する因子を同定し、MPPAC
の生物学的特性を明らかにすること、さらに診断
に有用なマーカーを探索することを目的とする。 
 
３．研究の方法 

(1) MPPAC 細胞と非 MPPAC 細胞の遺伝子発

現の比較 
 MPPAC 細胞と非 MPPAC 細胞における遺伝
子発現量を比較するために、GeneChip を用い
た遺伝子発現アレイ解析を行った。 
 

(2) iPS 化の技術を応用した癌幹細胞様細胞の

樹立 
 山中 4 因子を MPPAC 細胞に導入することで
癌幹細胞様の細胞株を樹立する。樹立した細胞
株は幹細胞マーカーの特徴である ALP 活性測
定や幹細胞マーカーの染色性にて癌幹細胞性
の評価を行った。 
 

(3) 親株と癌幹細胞様細胞を用いたプロテオー

ム解析 
 樹立した癌幹細胞様細胞株とその親株のタン
パク質を用いた二次元電気泳動法によるプロテ
オーム解析により、両者で発現量の異なるタン
パク質を同定した。 

(4) 肺癌組織を用いた鑑別診断、予後予測マ
ーカーとしての評価 
 両者で発現量に相違のあるタンパク質として同
定されたマーカー候補タンパク質に対する抗体
を購入し、肺癌組織を用いた免疫染色により、
鑑別診断マーカー、予後予測マーカーとしての
評価を行った。 
 

(5) 発現量に差のあったタンパク質の細胞株を

用いた浸潤・転移能との関連性の評価 

 マーカー候補として有望なタンパク質について
増殖や浸潤・転移との関連性を評価するため
siRNA を用いて、増殖能（MTS assay）や創傷治
癒アッセイ（Wound healing assay）、3 次元コラー
ゲンゲルを用いた細胞の浸潤能の評価(Trans 
well assay)を行った。その結果からマーカー候
補タンパク質の浸潤・転移能への関連性を評価
した。 
 
４．研究成果 

(1) MPPAC 細胞と非 MPPAC 細胞の遺伝子発

現の比較  

 MPPAC 細胞と非 MPPAC 細胞の遺伝子発現

の比較を行 うため 、 A549 、 LC2/ad 、及び

MPPAC細胞から total RNAを抽出し、GeneChip 

Human Genome U133 Plus 2.0 を用いた遺伝子

発現アレイ解析を行った。その結果、A549 と

LC2/adでは発現せず、MPPACのみで発現して

いた遺伝子は 1430 個検出され、神経内分泌特

性と関わりの深い INSM1やASCL1といった遺伝

子の他、ステムセル関連の遺伝子が高発現して

いた。また、同じ細胞株の total RNA を用いて

microRNA array 解析を行った。その結果、

MPPAC のみに発現が認められた microRNA は

34 種、MPPAC のみに発現が認められなかった

microRNA は 26 種であった。MPPAC 細胞で高

発現していたmicroRNAには肺腺癌でRhoGDI1

や ALCAM を標的として浸潤や転移を促進する

miR-483-5p なども含まれていた。 
 

(2) iPS 化の技術を応用した癌幹細胞様細胞の

樹立 

 MPPACの発生のメカニズムや起源などの生物

学的特性を明らかにすること、また新規の肺腺

癌の診断マーカーの獲得を目的として、山中 4 

図 1．超低接着ディッシュを用いた 
胚葉体形成能の確認。矢印は胚葉体を示す。 



因子である Sox2、KLF4、Oct3/4、c-Myc を

MPPAC 細胞にウイルスベクターを用いて導入

することで、MPPAC の癌幹細胞様細胞を樹立し

た（図1）。これら4因子を加えた細胞は親株であ

る MPPAC 細胞に比べ、癌幹細胞性の指標とな

るアルカリフォスファターゼ活性やアルデヒドデヒ

ドロゲナーゼ、ABCG2、nestinといった幹細胞関

連マーカーの発現が高く、また肺の発生の初期

にしか発現しない podoplaninを発現していたこと

から、この細胞を癌幹細胞様の特徴を有する

MPPAC-4F 細胞として樹立した（図 2-4）。この

MPPAC-4F 細胞と親株である MPPAC 細胞を比

較することで、癌幹細胞の特徴を示すタンパク

質が同定可能であると考えた。 

 
(3) 親株と癌幹細胞様細胞を用いたプロテオー
ム解析 

 両者のタンパク質を用いた 2 次元電気泳動法

による発現解析を行った結果、両者で発現量に

1.2 倍以上の差を認めたタンパク質スポットは 96

個存在した。これらのタンパク質スポットは質量

分析装置を用いてタンパク質を同定した（図 5）。 

 
(4) 肺癌組織を用いた鑑別診断、予後予測マ
ーカーとしての評価 
 同定されたタンパク質の中で、MPPAC-4F 細
胞で高発現していた Cofilin-1、NAP1L1、ARF1、
ZFAND3 に着目し、肺癌組織マイクロアレイを用 
いて肺腺癌における発現を免疫染色法にて評
価した。Cofilin-1 は核陽性と分化度に関し 
て有意な相関が認められた。また、NAP1L1 発 
現は分化度、腫瘍径、病理学的ステージ、胸膜
浸潤、リンパ管浸潤、血管浸潤と有意な相関が
認められた。さらに、ARF1 発現はリンパ節転移
とリンパ管浸潤で有意な相関が認められた。一
方、ZFAND3 発現は臨床病理学的因子と有意
な相関が認められないものの、ZFAND3 高発現
群が低発現群に比べ有意に予後不良であること
が分かった。多くの臨床病理学的因子との高い
相関性を示した NAP1L1 について、予後との関
連を調べるため、多数例の新たなコホートの肺
癌組織を用いて NAP1L1 発現と臨床病理学的
因子との関係性を検証した。その結果、肺癌組
織マイクロアレイを用いた場合と同様に NAP1L1
発現は分化度、病理学的ステージ、リンパ節転
移、胸膜浸潤、リンパ管浸潤、血管浸潤と有意
な相関を示した（表 1）。また、肺腺癌症例を
NAP1L1 染色スコアの中央値を境に 2 群に分け
て予後を評価したところ、NAP1L1 低発現群に 
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図 5．二次元電気泳動法によるタンパク質発現量
の比較。 左：MPPAC、右：MPPAC-4F。 

図 3．マウス移植腫瘍における山中 4 因子の発現。 
左：MPPAC、右：MPPAC-4F。 
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図 4．各種マーカーの発現の確認。 
左：MPPAC、右：MPPAC-4F。 
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図 2．ALP 活性測定の結果。縦軸は ALP 活性
の相対値、横軸は使用した細胞数を表す。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
比して、高発現群では有意に予後不良であった 
（図 6）。さらに、COX 比例ハザード回帰モデル
を用いた多変量解析の結果、NAP1L1発現は独 
立した予後不良因子であることも分かった（表
2）。 
 
 (5) 発現量に差のあったタンパク質と浸潤・転
移能との関連性の評価 
 NAP1L1 発現と肺腺癌における悪性度との関
係を明らかにすることを目的として、siRNA を用
いて NAP1L1 の発現抑制実験を行った。初めに
siRNA 処理条件の至適化を行うため、リアルタイ
ム定量 RT-PCR 法、並びにウエスタンブロット法
による確認を行い、NAP1L1 の発現が十分に抑
制される処理濃度と処理時間を決定した。次に
その条件を用いて、細胞の増殖能を測定するた 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
めの MTS アッセイと細胞の遊走能（運動能）の
変化を調べるための Wound healing assay（創傷
治癒アッセイ）、さらに浸潤能との関連について
はボイデンチャンバーを用いた細胞浸潤アッセ
イを行った。MTS アッセイでは、NAP1L1 発現を
抑制していないコントロール細胞に比して、
NAP1L1の発現を抑制した細胞では有意な増殖
速度の低下を認めた。また、創傷治癒アッセイ
では、コンフルエントな状態の単層培養細胞に
一定の幅の引っかき傷をつけ、その後、傷の修
復具合を測定し比較したところ、コントロール細
胞に比べ NAP1L1 の発現を抑制した細胞では
有意に遊走能が低下していた（図 7）。さらに、細
胞浸潤アッセイにおいてもコントロール細胞に比
べ、浸潤能が有意に低下していた。これらのこと
から、NAP1L1 は肺腺癌の診断マーカーとして
だけでなく、増殖能や遊走能、そして浸潤能に
寄与している可能性が示唆された。NAP1L1 は
MPPAC-４F 細胞の培養上清タンパク質を用い
たウエスタンブロット法の結果から、培養上清中
への NAP1L1 の分泌が確認されており、今後、
血清診断マーカーとしての有用性についても検
討していく。 
以上のことから、NAP1L1 はMPPAC 特異的なマ
ーカーとはならないが、有用な予後予測マーカ
ーであり、浸潤や転移など癌の悪性度を規定す
る分子メカニズムにおいて重要な役割を果たし
ている可能性が示唆された。 
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