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研究成果の概要（和文）：微乳頭構造を示す原発性肺腺癌は（micropapillary pattern : 以下MPP）, 通常の腺
癌より浸潤・転移あるいは再発を起こしやすく予後不良である. 申請者らが樹立したMPPの原発巣組織に由来す
る新規細胞株（KU-Lu-MPPt3）を用いて, 肺腺癌における転移・浸潤機構の解析を行った. その結果, 転移能, 
血管新生, 増殖に係る候補遺伝子をいくつか挙げることが出来た.

研究成果の概要（英文）：Primary lung adenocarcinomas with a micropapillary pattern (MPP) are 
characterized by more frequent and pronounced vascular invasion, higher incidence and more advanced 
lymph node involvement, and poorer prognosis than papillary adenocarcinomas without an MPP. Here we 
established a new lung cancer cell line, named KU-Lu-MPPt3, featuring micropapillary structure from 
a patient with adenocarcinoma with MPP. We found some genes associated with cancer metastasis and 
invasion.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
新規細胞株を利用して,これまで成し得なかった解析(転移モデル動物の作成, 浸潤・転移に関与する因子の網羅
解析等)が可能となり, 肺癌の早期診断や治療計画を立てる際の判断材料として有用なものとなるのみならず, 
新たな分子標的治療薬や免疫療法といった新規治療開発にも寄与できる可能性が非常に高く, 社会的貢献度も高
い. 



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
本邦で原発性肺癌は悪性腫瘍のうち最多の死因であり, 死亡数も年間 7 万 4 千人を超えて
いる.原発性肺癌の組織型は多彩であるが,中でも肺腺癌において微乳頭構造を有する肺腺癌は
脈管侵襲やリンパ節転移の頻度が高く, 長期予後は不良である(Am J Surg Pathol 27: 101-9, 
2003； Cancer 102: 81-6, 2004). しかしながら, この微乳頭構造を示す肺腺癌は他の肺腺癌
に比べて研究材料は限られており,悪性度の解明や治療法開発のための基礎研究が進んでいな
い。そこで申請者らが樹立した MPP の原発巣組織に由来する新規細胞株（KU-Lu-MPPt3）
を用いて解析を行うことにより,これまで成し得なかった上記解析が可能となり, 肺腺癌の病
態解明や治療法開発につなげることが可能となると期待される. 
 
２．研究の目的 
微乳頭構造を示す原発性肺腺癌（micropapillary pattern：以下 MPP）は,新たに WHO 肺癌組
織分類（第 4版）に採用されたが,通常の腺癌より浸潤・転移を起こしやすく予後不良であり,
癌の早期転移・浸潤の解析モデルとして注目されている. そこで申請者らが新規に樹立した
MPP 細胞株（KU-Lu-MPPt3）を用いて肺腺癌における転移・浸潤機構を明らかにし,その知見を
踏まえて新たな肺癌治療法の開発に繋げることを目的とする. 
 
３．研究の方法 
① 遺伝子およびタンパク発現の検索：        

KU-Lu-MPPt3 細胞株は, その多く
が結合性の強い付着細胞であるが,一部
の細胞は房状に隆起し,また一部は完
全に浮遊して小集塊として増殖すると
いう極めて珍しい特徴を有している. 
これは MPP の組織像の特徴を反映し
ているものと考えられる. この特徴を
持つ細胞のうち, 付着細胞（AD）と浮
遊細胞（SUS）をそれぞれ独立して培
養し , 継代を重ねたものを使用して , 
遺伝子およびタンパク発現の網羅解析
を行う. (図 1) 

 
② Wnt5a, Ror1, Ror2シグナルの検索：   
悪性腫瘍の浸潤・転移能との関連が示されているWnt5a- Ror1- Ror2の pathwayについて,
それらの発現レベルを解析するとともに, 上流シグナルと考えられているWnt5aの発現をリ
アルタイムPCRで解析する. さらに, Wnt5a-Ror2シグナル,Ror1シグナルの活性化が検出
された場合には, MMPsの発現誘導や浸潤能の亢進が想定されるため, 浸潤アッセイおよ
び増殖アッセイを行う.  

 
③ モデル動物の作製：KU-Lu-MPPt3細胞株を NOD/SCIDマウスの尾静脈もしくは肺実質に
接種して肺転移モデルならびにリンパ節転移モデルの作製を行う. 
 
４．研究成果 
① 遺伝子およびタンパク発現の検索： 

KU-Lu-MPPt3細胞株の ADと SUSに分けた細胞を用いて
DNA マイクロアレイによる網羅的解析を行った. その結果, 
ADと SUSの間で 2倍以上差のある遺伝子が 8054個同定され
た. それらのうち, ADに対して SUSが 2倍以上のものが 3882
個, SUSに対して ADが 2倍以上のものが 4172個であった.  
これらの遺伝子の中から, 候補遺伝子を複数個挙げ(CD36, 

AQP1, ST6GalNac1, SHOX2, DFNA5, HOPX-β, UCHL1), 実
際の発現量についてエンドポイント PCR を用いて比較したと
ころ, CD36, AQP1, ST6GalNac1が ADに対して SUSで発現
の亢進を認め, SHOX2, DFNA5 では抑制を認めた. （図 2）
HOPX-β, UCHL1についてはエンドポイント PCRで差は認め
られなかったが , リアルタイム PCR で解析したところ , 
SHOX2, DFNA5 と同様に発現の抑制を認めた. また, CD36, 
AQP1, ST6GalNac1, SHOX2, DFNA5のリアルタイムPCRに
よる解析では, エンドポイント PCR と同様の結果が得られた. 
（図 3）これらの結果から, 腫瘍の脂肪代謝や水代謝, がん幹
細胞関連の遺伝子の関与が示唆された.  



今後はこれらの遺伝子に焦点を当てると共に, 他の差異のある遺伝子も候補に挙げ, AD と
SUSという増殖形態の違いの原因となる因子の特定を行う.  

 
② Wnt5a, Ror1, Ror2シグナルの検索： 
リアルタイム PCRでmRNA量を測定したところ, Wnt5aおよび Ror1で高発現を認めたた
め, Ror1が本腫瘍の浸潤・増殖に関与していると想定された. そこで, KU-Lu-MPPt3細胞株を
用いてRor1およびWnt5aをノックダウンし, 浸潤アッセイ及び増殖アッセイを行ったところ, 
浸潤能および増殖能に明らかな相違は証明されなかった. 

 
③ モデル動物の作製： 
マウス尾静脈より KU-Lu-MPPt3細胞を投与し, 3
か月後に肺を摘出して病理組織を作製した. 薄切し
て肺組織切片の H.E.染色を行ったが, 腫瘍塊は認め
られなかった . そこで , 左肺の肺実質に直接
KU-Lu-MPPt3 細胞を接種し腫瘍の増殖モデル作成
を試みた. 接種の 30 日後に肺を摘出して組織切片の
H.E.染色を行ったところ, 接種した細胞の増殖は認
められたものの, 肺内転移あるいはリンパ節転移は
認められなかった.（図 4）これは, 本細胞株の増殖速
度に起因するものと考えられた. 今後は肺接種後に, 
さらに長期間にわたるインターバルを置いたリンパ
節転移モデルの作製を試みる.  
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