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研究成果の概要（和文）：肺癌細胞株及び線維芽細胞株を用いて、3次元培養での浸潤モデルの確立行った。作
成された浸潤モデルのホルマリン固定パラフィン包埋検体から標本作成し、免疫組織化学的に線維芽細胞でα
-SMAやCD10等の cancer associated fibroblast (CAF) 関連遺伝子の発現亢進を確認した。また、in situ 
hybridizationで、線維芽細胞でのmicroRNA発現の変化も検討した。
手術材料のCAF中にcalumeninなどのCAF 関連遺伝子やmiR-21の高発現が見られ、予後不良因子と考えられた。加
えて、細胞株での機能解析でも、相互作用や浸潤の促進が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we established an invasion model of lung cancer and 
fibroblast cell line using three-dimensional culture. Additionally, we prepared formalin-fixed 
paraffin-embedded specimens of the invasion model and immunohistochemically confirmed that 
cancer-associated fibroblast (CAF) -related factors such as α-SMA and CD10 were upregulated in 
fibroblasts. We also examined the changes of microRNA expression in fibroblasts by in situ 
hybridization.
In the investigation of surgical specimens, high expression of CAF-related factors such as calumenin
 and miR-21 in CAFs were a poor prognostic factor. In addition, functional analysis using cell lines
 also suggested that they interact and promote invasion of lung adenocarcinoma.

研究分野：人体病理学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
近年肺癌の研究では間質の変化が注目されてきているが、本研究では3次元培養（層状培養）の新規手法を確立
し、癌周囲の線維芽細胞に見られる因子(α-SMA、calumenin等)やmicroRNAの局在、発現の変化を捉えること
で、肺腺癌の発生・浸潤過程における間質の役割について新たな知見を加え，補強することになったと考えられ
る。また、これらの知見は新たな診断マーカーや治療ターゲットにつながる可能性がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
（１）上皮 （癌細胞）と間質 
肺癌の発生、進展では上皮 （癌細胞） の変化に加えて、間質の変化が報告されている。形態学
的には肺腺癌では中心部に癌関連線維芽細胞 （Cancer associated fibroblast, CAF） の出現、
線維化を伴って、癌の進展、浸潤が見られる。遺伝子発現の変化としては、肺癌間質の線維芽細
胞でミスマッチ修復遺伝子の発現上昇、Cox1 や Smad3 の発現低下の変化が認められ、癌の発生・
進展に際しては癌間質における遺伝子発現の変化も重要である。また、間質での microRNA 発現
異常の報告もあり、エクソソーム等を介した経路による細胞間伝達によって，癌の発生，進展に
影響を与えることが想定されているが、癌細胞での報告に比して癌間質での研究は少ない。 
 
（２）線維化及び浸潤形態に伴った肺癌の予後 
肺腺癌では、中心部の線維化を伴って非浸潤癌から浸潤癌に至るプロセスが知られており、線維
化 grading や上皮下の myofibroblast 発現パターンの変化が予後因子として報告されている。
肺扁平上皮癌での間質量、間質内への浸潤形態として近年 budding の検討も行われているが、
大腸癌等に比して肺癌では予後に有意差が不明瞭なことが多い。肺癌では立体的に腫瘍が浸潤
するため、浸潤先端部を評価できていない可能性が考えられ、3次元構築を踏まえての評価方法
の工夫が必要と考えられる。 
 
（３）3次元培養 （層状培養） 
3 次元培養は、新規手法として発生や腫瘍などの研究に徐々に用いられるようになってきた。層
状培養などの数種類の方法が知られているが、癌の間質について詳細に検討されているものは
少ない。微小環境の変化でヒト気管支上皮細胞株の形態が変化するという報告や CAF と癌細胞
株を混ぜて培養するとマトリゲル内への浸潤が促進されるとの報告も見られ、3次元培養は間質
細胞の遺伝子発現の変化が癌細胞へ与える影響を調べるのには有用な方法と考えられる。 
 
 
２．研究の目的 
肺癌では癌の進展や浸潤に間質が密接にかかわると想定されているが、癌細胞と間質細胞の相
互作用の評価に有効な解析手法と考えられる 3 次元培養を用いて、間質中の CAF で高発現する
遺伝子や近年注目されている microRNA の発現と癌の発生や進展との関係について探求する。尚，
研究に際しては 3 次元培養に加えて、in situ hybridization（ISH）や免疫組織化学
（immunohistochemistry, IHC）などの組織形態学的手法を主に用いる。具体的には（１）浸潤
モデルとしての 3 次元培養法の確立、（２）癌間質での CAF 関連遺伝子や microRNA の局在やそ
の意義の検討、（３）間質での CAF 関連遺伝子や microRNA の発現と臨床病理学的因子との関係性
の解明、を行っていく。 
 
 
３．研究の方法 
（１）3次元培養及び標本作成 
 癌細胞株（A549,H522,MKN7）、胎児肺線維芽細胞株（IMR-90 及び MRC-5）に対して、市販の専
用のキット CellFeuille（住友ベークライト）を用いて条件検討を行った。具体的には，チャン
バースライドのメンブレン上に時間差で重ねて細胞懸濁液を入れていき、培養を行った。細胞の
層の厚さの調整については細胞量で調整し，異なった細胞の多層を作成するときはマトリゲル
を層と層の間に入れることで、生体内の基底膜と類似させた。メンブレンをはがし、ホルマリン
固定パラフィン包埋後に標本作成し、観察した。細胞の種類や層の厚さ（細胞量）やゲルの量や
種類等について最適化を行った。 
 
（２）3次元培養に対する免疫組織化学的検討（IHC）及び microRNA ISH 
3 次元培養法から作成されたホルマリン固定パラフィン包埋（formalin-fixed paraffin-
embedded, FFPE）材料を用いて，サイトケラチン（AE1/AE3）、vimentin、CAF と関連する因子（α
-SMA, podoplanin, CD10 等）や Ki-67（増殖能の評価）に対する免疫組織化学的検索を行った。
microRNA ISH については、間質での発現の報告のある microRNA（miR-21, 98, 210 等）及び先
行研究においてマイクロアレイで浸潤部/非浸潤部で有意に差が見られた microRNA（miR-199a）
について検討した。また、miR-199a の標的遺伝子である caveolin-1 については、IHC の条件検
討を行った。 
 
（３）細胞生物学的検討 
肺癌細胞株 A549、胎児肺線維芽細胞株 MRC-5 及び IMR-90 を用いた。肺癌細胞株（A549）の
conditioned media（CM）を用いた線維芽細胞株の変化の観察を行った。また、逆に線維芽細胞
株に対する microRNA mimic（miR-21）導入あるいは導入前後の CM を用いた癌細胞の変化も検討
した。それぞれ、RNA 抽出、タンパク抽出を施行して microRNA, mRNA 測定、Western blotting
等を施行した。CMを用いた実験では、細胞株の増殖能及び浸潤能の計測も行った。 
 



（４）肺癌手術症例を用いた検討 
2005～2008 年における東京大学医学部附属病院での肺癌切除検体 91 例に対して腺癌の間質の
線維化の量や種類についての検討を行った。Scar grade や浸潤径、Fibrous scar 内への腫瘍浸
潤、肺癌や他臓器の癌での文献等を参考に腫瘍胞巣周囲の線維増生や腫瘍周囲の線維化の幼若
度等も評価した。また、上記症例を含む 150 例から作成された tissue microarray（TMA）ブロ
ックを用いて、CAF 関連遺伝子（α-SMA, calumenin, periostin, podoplanin, perilipin 2） 
に対する免疫組織化学的検討及び microRNA ISH を行った。TMA に用いた症例については、染色
の結果と臨床病理学的因子（喫煙歴，性別，年齢，既往症，予後等）を統計学的に解析した。 
 
（５）レーザーマイクロダイセクション、RNA 抽出、定量的 PCR 
miR-21 に関しては、腺癌手術例の FFPE 検体を用いて、非癌部、癌腫及び癌間質での発現を定量
的 RT-PCR で検討した。マイクロダイセクション用のスライド（Leica ＃11505189）作成は RNA-
free の環境で行った。標本の各部位をレーザーマイクロダイセクション装置（LMD7000 system, 
Leica）で分取し、Recover All Total Nucleic Acid Isolation Kit（Ambion）を用いて RNA の
抽出を行った。7300 Real-Time PCR System （Applied Biosystem）を用い、抽出した RNA より 
miR-21 の発現量を定量した。microRNA の逆転写及び Quantitative RT-PCT に使用する試薬、プ
ライマーは TaqManMicroRNA Assays （Applied Biosystem）を用いた。発現量を標準化するため
の内因性コントロールとして small RNA の一つである RUN6B を測定した。 
 
（６）microRNA ISH 
肺癌切除検体の FFPE、TMA及び 3次元培養から作成した標本に対して Exiqon 社の miRCURY LNATM 
microRNA ISH Optimization Kit （FFPE）（Cat#90009）及び各 microRNA に対する miRCURY LNA 
Detection probe を用いて microRNA の ISH を行った。miR-21 の陽性シグナル （発現量） の評
価は、0 （発現なし）、1+ （低発現）、2+ （中等度）、3+ （高発現）の 4段階で行った。positive 
control としては定量的 RT-PCR で miR-21 が高発現であった症例（3+）を用いた。内因性コント
ロールとして肺胞マクロファージ （3+）、気管支上皮（0）を参照し、標準化を行った。LNA U6 
snRNA プローブで発現が認められなかった症例は検討から除外した。 
 
 
４．研究成果 
（１）3次元培養法の決定及び FFPE ブロック作成 
 癌細胞株（A549,MKN7）、胎児肺線維芽細胞株
（IMR-90）に対して、専用のキット CellFeuille
（住友ベークライト）を用いて 3次元培養を行
った。線維芽細胞については、24well のチャン
バースライドで 5層 （1.0x106個）以上となる
ように懸濁液を調整し、専用キットによる細胞
のコーティング作業を行った後、1 時間静置、
培地交換をして 24 時間静置した。多層にする
場合は、1 層目（下層）を作成後にコラーゲン
ゲル（Cellmatrix（新田ゼラチン））を重ね、15
分後にゲルを可能な限り除去後に癌細胞から
なる 2層目（上層）を同様の手順で作成した。
24 時間培養後にメンブレンをはがし、ホルマ
リン固定パラフィン包埋ブロックを作成した。
コラーゲンゲルを入れない場合、比較的短時間
で細胞成分が混在してしまった（図 1AB）が、間にコラーゲンゲルを挟むことで多層化が可能と
なった（図１CD）。 
 
（２）3次元培養に対する IHC 及び microRNA ISH 
上記（１）で作成した FFPE ブロックから、HE染
色標本、IHC 及び microRNA ISH を行った。サイ
トケラチン（AE1/AE3）、Vimentin を用いて細胞
の分布を確認した。癌細胞株に接する線維芽細
胞の一部でα-SMA や CD10 の陽性像が確認され
（図 2）、相互作用による線維芽細胞の活性化が
考えられた。microRNA ISH に関しては、複数の
microRNA について検討したが、発現量の多い
miR-21も含めて3次元培養の標本では染色性が
弱く、組織標本で検討することとした。尚、3次
元培養前のセルブロックを用いた検討では、胃
癌細胞株の MKN７で miR-21 の陽性像が見られ
たため、3次元培養時の処理（細胞のコーティ

図１ 3 次元培養条件検討． 
MKN7+IMR90 での FFPE 標本に対する免疫染色．AB,コラーゲ
ンゲルなし；CD, ゲルあり．AC,AE1/AE3；BD,vimentin． 

図 2  3 次元培養 FFPE 標本（A549+IMR90） 
A,HE 染色；B,AE1/AE3；C,vimentin；D,α-SMA；E,CD10；F,Ki-67 



ング等）による影響が考えられた。 
 
（３）細胞生物学的検討 
肺癌細胞株 A549 及び胎児肺線維芽細胞株（IMR-90、MRC-5）を用いて検討した。miR-21 を過剰
発現させた線維芽細胞株では、形態変化及び遊走能の亢進（p<0.01）が見られ、CAF 関連遺伝子
である calumenin の発現を増加させることを mRNA 及び、Western blotting で確認した。miR-21 
mimic を導入した線維芽細胞株を培養した conditioned media（CM）中では、肺癌細胞株の増殖
能及び浸潤能の亢進が観察された。calumenin を抑制すると肺癌細胞株の増殖能・浸潤能の抑制
が認められた。また、肺癌細胞株の CM 中で、肺線維芽細胞株を培養すると TGF-β作用時と同様
の miR-21 発現亢進及び形態変化が見られた。miR-21 と calumenin は癌細胞及び CAF 中で相互に
作用し、肺腺癌の増殖・浸潤を促進していると考えられた。 
 
（４）肺癌手術症例を用いた検討 
肺腺癌 FFPE 材料での腺癌間質の線維化、浸潤について評価を行った。91 例の平均で、浸潤径（長
径）21.7±12.1mm、浸潤面積 230.6±302.2mm2、瘢痕面積 110.1±273.8mm2であった。既報と同
様に Modified scar grade、浸潤径や線維化巣の腫瘍の局在で予後との相関が見られたのに加え
て、線維化巣内の腫瘍量、腫瘍胞巣間の間質量でも disease free survival （DFS）で有意差が
認められた（p=0.034 及び p=0.003）。 
免 疫 組 織 化 学 的 検 討 で は 、
carcinoma と接する線維芽細胞
（ CAF ） に α -SMA に 加 え て
calumenin、periostin、podoplanin、
perilipin 2 の陽性像が認められ
た。また、 miR-21 ISH でも、
carcinoma 部分だけでなく、CAF に
高発現が確認された。CAF 関連蛋白
及び miR-21 については上皮・間質
ともに浸潤部で非浸潤部に比して
より高い発現が見られる傾向が認められた。Tissue micro array を用いた検討では、間質の
calumenin について 4段階で 0,1+を低発現、2+,3+を高発現とした場合に DFS に有意差が認めら
れた（図 3A、p=0.0149）。miR-21（ISH）は上皮の発現では予後に差がなかったが、間質でのは 0
～2+を低発現、3+を高発現とした場合には、overall survival に有意差が見られた（図 3B，
p=0.0021）。CAF での miR-21 及び calumenin の高発現が肺腺癌の予後不良因子と考えられた。単
変量で予後に有意差の見られた臨床病理学的因子との多変量解析でも、間質の miR-21 発現量は
予後に有意差が認められた（p=0.0158）。 
 
（５）レーザーマイクロダイセクション、RNA 抽出、定量的 PCR 
miR-21 に関しては、腺癌手術例の FFPE 検体を用いて、非癌部、癌腫、癌間質での発現を定量的
RT-PCR で検討し、非腫瘍部に比して癌腫・癌間質（CAF）では miR-21 の発現亢進が認められた。 

図３ 肺腺癌浸潤部間質での calumenin（A）及び miR-21（B）発現と予後 
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