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研究成果の概要： 肺癌細胞株の網羅的発現解析により、肺癌の無限増殖を抑制する新たな分

子標的候補を絞り込むと同時に、遺伝子導入により、その評価に有用な正常と不死化がん細胞

の中間に位置すると考えられる気道上皮細胞を樹立した。これらは癌幹細胞にも有効な無限増

殖を抑制する新たな抗癌剤の開発への展開が期待された。さらに、p16/RB 経路の不活化のない

テロメラーゼ活性化が幹細胞に由来する肺癌のマーカーである可能性を示した。 
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１．研究開始当初の背景 
肺癌の新たな分子標的治療が開発され、著

効する症例がある一方 non-responderも多く
普遍性に乏しいことが大きな問題となって
いる。それは、標的としている分子が、癌の
発生・進展を普遍的に規定しているものでは
ないからである。一方、ヒトがん細胞の無限
増殖には、普遍的に逆転写酵素テロメラーゼ
の活性化がほぼ必須であり、肺癌も 85%でテ
ロメラーゼが活性化されている。しかしヒト
がん細胞の無限増殖にテロメラーゼはほぼ
必須条件だが十分条件ではなく、不死化は未
知の分子に制御されており、がん細胞におい
てはその分子制御の破綻がテロメラーゼの

活性化と共存して無限増殖能を獲得するこ
とを示してきた。ゆえに、がん細胞に不死化
を賦与するこの分子は、がん細胞にはほぼ普
遍的に作用するが、正常細胞のテロメラーゼ
活性化に関与する遺伝子とは異なると考え
た。 

 
２．研究の目的 

がん細胞特異的に不死化を賦与する分子
は、がん細胞特異的かつ普遍的な増殖制御戦
略の標的になると期待され、このがん特異的
不死化規定分子を同定することを本研究の
目的とした。 
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３．研究の方法 
(1)不死化気道上皮細胞の樹立：SV40EA およ
び TERT 遺伝子を導入して増殖因子依存性の
消失および延命した正常気道上皮の継代を
繰り返し、無限増殖クローンを選択した。 
(2)トランスフォーム気道上皮不死化規定遺
伝子の特定：既に抽出したがん細胞の普遍的
不死化規定遺伝子候補遺伝子の発現ベクタ
ーを作製し、順次(1)の延命気道上皮に導入
し、継代により無限増殖をもたらす遺伝子、
colony formation assay により足場依存性を
消失させる遺伝子を探索した。 
(3)幹細胞由来肺癌のマーカー探索：肺癌細
胞および肺癌臨床検体のさまざまな遺伝子
変化・テロメラーゼ活性化の関係を調べ、肺
癌幹細胞マーカーを探索した。 
 
４．研究成果 
(1)不死化気道上皮細胞の樹立：TERT・SV40EA
導入延命トランスフォーム気道上皮細胞を
継代し続け、150 PDL を越える不死化したと
思われるクローンを樹立した。 
(2)トランスフォーム気道上皮不死化規定遺
伝子の特定：既に抽出したがん細胞の普遍的
不死化規定遺伝子候補遺伝子のうち、12 遺伝
子 13 種（スプライスバリアント含む）の発
現ベクターを構築し、コントロールベクター
と合わせ、14 コンストラクトを(1)の延命気
道上皮細胞に導入した。すべてにおいて複数
個の導入クローンを樹立した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1. real-time RT-PCR による、導入遺伝子
の発現レベル.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 2. 遺伝子導入クローンの増殖曲線. 
その一つは、導入遺伝子の発現レベル（図１： 
GAPDH および ACTB いずれの補正においても、
clone 5 > clone 3 > clone 4 の発現レベル
を示す。値１は、さまざまながん細胞株にお
ける平均値を示す。）と相関して増殖速度(図
２： 増殖速度は clone 5 > clone 3 > clone 
4)が亢進し、soft agarose にてわずかながら
コロニーを形成した。この遺伝子は、トラン
スフォーム気道上皮の増殖能の亢進に関与
していることが示され、目的とする不死化規
定遺伝子の可能性が示された。 
(3)幹細胞由来肺癌のマーカー探索：肺癌臨
床検体の遺伝子解析結果より、扁平上皮癌お
よび小細胞癌ではテロメラーゼ高活性の腫
瘍では全例 Rb/p16 経路が不活化されていた
が、肺腺癌のみ、テロメラーゼ高活性腫瘍の
半数において、Rb/p16 経路が保たれていた。
これは、肺腺癌には、元来不死化のポテンシ
ャルを持つテロメラーゼ陽性幹細胞由来の
癌と、テロメラーゼ陰性の分化した体細胞由
来で p53, Rb/p16 経路を不活化して癌化した
癌とが半々に存在するが、肺小細胞癌と扁平
上皮癌は後者に属することを示唆する。すな
わち、Rb/p16 経路が保たれテロメラーゼ高活
性を示すことは、幹細胞由来のマーカーと考
えられ、これを示す腫瘍は、従来の抗癌剤で
はなく、本研究が開発を目的とするような不
死化を標的とした分子標的治療薬が有効か
もしれない。 
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