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研究成果の概要（和文）：近年肺癌の予後改善に伴い術後遠隔期の転移や再発に遭遇する機会が増えてきてい
る。兼ねてより予後の良い癌腫ではがん細胞が体内で休眠状態となる現象（dormancy）が問題視されてきたが、
肺癌ではdormancyは証明されていなかった。我々は様々なヒト肺腺癌細胞の全身転移モデルを作成する中で、肺
癌においてもdormancyのモデルとなる細胞を特定しdormancyモデルの作成することができた。

研究成果の概要（英文）：Since prognosis of lung cancer has improved in the past few decades, the 
opportunity to encounter late recurrence has also increased. Dormancy, a phenomenon that cancers 
achieve resistant to treatment and sleeps inside the body for few years had been frequently 
discussed in cancers with slow progression; ie. breast cancers or prostatic cancers, but not for 
lung cancers. In this study, we discovered that some human adenocarcinoma cell lines express dormant
 characteristics in vivo and in vitro, suggesting dormancy may also exists in lung cancers.

研究分野：肺癌
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研究成果の学術的意義や社会的意義
肺癌のdormancyに関する研究は今後の肺がん患者の予後改善のためには必要不可欠であるが、進行の早い肺癌で
は適切なdormancyモデルは存在しない。本研究により得られたヒト肺癌細胞dormancyモデルを今後さらに解析
し、確立することで肺がん研究のさらなる発展に繋がると考えている。

※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 
肺癌は予後の悪い癌腫の一つであり、国内での罹患数は年々増加している。肺癌は手術単独では
治療効果が不十分なことが多く化学療法が重要な役割を果たしている。近年様々な分子標的薬
の開発や検診の普及に伴う早期発見率の向上によりその予後は延長してきているが、化学療法
で根治を目指せるまでには達していない。特に近年 Adenocarcinoma in situや Bronchoalevolar 
carcinoma など予後の良い肺癌に遭遇する頻度が増えている一方、治療後 5 年以上の無再発期
間の後に突然転移や再発を認める症例に遭遇する機会も増えてきた[1-3]。このような現象は兼
ねてから乳癌や前立腺癌など予後の比較的良い癌腫で問題視されており、Dormancy（休眠）と
呼ばれている[4]。Dormancy 中の癌細胞は増殖や転移能が著しく低下する一方、薬剤感受性も
低下するため、長期間体内に癌細胞が潜伏可能となるが、数年の後に増殖能を再度獲得し再活動
を始める。 
我々が所属している研究室では、これまで肺腺癌の細胞 40株の遺伝子変異、遺伝子発現、薬剤
感受性、形態などを肺癌組織と合わせて解析してきた(Nakamura, Niki et al. Cancer Sci 2008; 
Matsubara, Niki et al. J Thorac Oncol 2010; Matsubara, Niki et al. Am J Pathol, 2010; 
Matsubara, Niki et al.. J Thoracic Oncol 2012; Matsubara, Niki et al. Cancer Sci, in press)。
この 40株のドライバー変異は、KRAS (n=11), EGFR (n=5), MET (n=3), HER2 (n=2), BRAF 
(n=2), EML4-ALK (n=1), Others (n=16) である。さらに上記 40株の細胞株を低接着性の培養
皿上で長期培養（2ヶ月以上）することで、親株とは異なる性質を獲得する細胞を作成し転移モ
デルの作成を行ってきた。接着培地から低接着培地に移植した細胞の細胞数は一気に減少する
が、いずれ定常状態に達し、その後数週間〜数ヶ月後に再増殖を始める。再増殖までにかかる期
間は細胞株により異なり、A549は数週間と早いが、LC-2/adや H2009などでは 2ヶ月以上経
過しても再増殖を認めなかった（図 1）。後者の細胞株は浮遊環境下においては増殖能が停止し
dormancy となっている可能性が考えられた。これらの背景から我々は肺癌においても
dormancyが存在すると考え本研究を立案した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
２．研究の目的 
肺癌は近年、画像診断の進歩や分子標的薬の開発により長期生存が得られるようになってきた
が、未だ根治を得られるまでには至っていない。特に、予後の改善に伴い治療後 5年以上の無再
発期間の後に突然転移や再発を認める症例に遭遇する機会が増えてきた[1-3]。兼ねてより乳癌
のような予後の良い癌種ではこのような現象（Dormancy）が問題視されているが、未だにその
全容は解明されておらず、また肺癌での dormancy は証明されていない[4]。申請者は今までの
当教室の研究成果から肺癌でも dormancyは存在すると考えている。本研究で肺癌の dormancy
を証明し、dormancy及び休眠中の細胞の再増殖に関わる因子の特定を目指す。 
 
３．研究の方法 
① in vivoにおける転移モデルの作成 
ヒト肺腺癌細胞株である A549, H441, H2009, LC-2/ad, H2228 に D-Luciferin を添加した細胞
株を用いる。2.5x105/200μL の濃度で NOD/SCID マウスの左心室内にエコーガイド下に移植し
IVIS で生体モニタリングを行う。移植後 8週目で屠殺解剖し組織学的検証を行う。 
② in vitroにおける dormancyモデルの作成と解析 
接着プレートにて培養した肺がん細胞を特殊なハイドロゲルにてコーティングされた超低接着
表面プレート（Corning®）に移植し数ヶ月培養し浮遊（FL）細胞株を作成する。作成した浮遊細
胞を用いて細胞の再増殖などに関与する分子機構を解析する。 
 
 
４．研究成果 
① in vivo における dormancy モデルの作成 
A549, H441, H2009, LC-2/ad, H2228 をそれぞれマウスの左心室に移植し転移モデルを作成し
た。A549 および H441 は多臓器への転移を認めたものの、H2009, LC-2/ad, H2228 は IVIS にて
検出可能な転移はみられなかった（図 2）。後者の細胞を移植したマウスの組織標本を確認する
と、ごく少数の細胞により形成された転移巣を僅かに確認することができた（図 3）。これらが
微小転移のモデルになり得ると考えられた。 
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図 2 高転移モデルおよび低転移モデルの IVIS 画像。低転移株では IVIS で転移巣が確認できな
い。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3  LC-2/ad をマウスの左心室へ移植後 8週で sacrifice。IVIS では検出できないものの、脳
(左)や 副腎(右)への微小転移を認める。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
② in vitro における dormancy モデルの作成と解析 
当教室ではこれまで浮遊細胞を用いた実験も行ってきた。肺がん細胞は低接着プレートに移植
した直後は細胞数が一気に減少するが、いずれ定常状態に達し、数ヶ月後に再増殖し従来の接着
細胞に比べ高い増殖能や転移能力を獲得する[Nakano T. et al, Plos One 2017.]。左心室に移
植し生体内を浮遊・循環しているがん細胞にも同様の変化が起きていると予想される。細胞数の
再増殖までにかかる期間は細胞により異なり、高転移株では再増殖までの期間が短く、低転移株
では長く２ヶ月以上経過しても再増殖を認めない。これらの結果から、がん細胞は浮遊環境の初
期段階においては何かしらの抑制因子により増殖が抑制され dormancy の状態になっている可能
性が考えられた（図 1）。 
接着細胞と長期浮遊細胞を比較検証したところ、肺がん細胞は低接着プレートに移植した直後
は p27 の発現が亢進するものの、長期的に浮遊環境下に置くと p27 の発現が減弱することがわ
かった。また細胞増殖シグナルである EGFR や Met のリン酸化は増殖が停止している間は発現が
低下していることが判明した。このことから、浮遊細胞の増殖能の一時的な低下や再活性化には
p27 や EGFR、Met などが制御因子として関わっている可能性が示唆された。 
また、さらに増殖能に関わる代謝経路を特定する目的で浮遊細胞系を５つのポイント（接着細胞、
浮遊後 24 時間、浮遊後１週間、長期浮遊細胞、浮遊細胞の再接着）に分け、それぞれの時点で
の metabolome 解析および mRNA profiling データを取得し現在解析中である。 
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