
	 

様式 C-19	 

科学研究費補助金研究成果報告書	 

平成 23年 4月 6日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）： 
非小細胞肺癌の副腎転移の動物実験系を確立し，肺癌副腎転移の臓器特異性発現機構の解析

を行うことを目的とした．ヒト非小細胞肺癌細胞株をヌードマウスの副腎組織片上で継代培養

し，高副腎転移株を得た．マイクロアレイ解析を用いて高副腎転移株と originalの細胞株の遺
伝子発現の変化を検討したところ， 8遺伝子の発現増加と 2遺伝子の発現低下を確認した．副
腎転移を規定する分子機構として，これらの遺伝子産物の変化が候補として考えられる． 
 
研究成果の概要（英文）： 

We analyzed the organotropism of non-small cell lung cancer (NSCLC) adrenal 
metastasis. Highly metastatic NSCLC cell line to adrenal gland was established after 
culture on athymic mouse adrenal tissue specimens. Results of microarray analysis 
revealed the increased expression in 8 genes and decreased expression in 2 genes in 
highly adrenal metastatic cells. These alterations might be associated with the 
organotropism in NSCLC adrenal metastasis. 
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１．研究開始当初の背景 
癌治療を行う上で，個々の症例で転移がど

こに生じるか予見することは重要な問題で
ある．癌の転移しやすさの指標となる因子は
多数知られているが，それだけでは転移がど
こに生じるかを予見することはできない． 
転移先の臓器は，癌細胞にとって原発巣と

は異なった細胞外環境を持ち，これに適した
癌細胞だけが転移巣を形成し得ると考えら
れる．これは seed and soil theoryと呼ばれ
ている．我々は以前より，癌転移の臓器特異
性の分子機構についての研究を行ってきた．
最近では，ヒト肺癌の培養細胞株を用いた肺
癌脳転移の動物実験系を開発し，それを用い
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て，脳組織に豊富に存在する細胞外基質であ
る lamininと肺癌細胞において高頻度に高発
現を示す integrin alpha 3 beta 1の関与が，
肺癌脳転移の形成に重要であることを示し，
報告した．(Yoshimasu T, Oura S, et al. 
Increased expression of integrin alpha 3 
beta 1 in highly brain metastatic subclone 
of a human non-small cell lung cancer cell 
line. Cancer Sci. 2004;95:142-8.) 

 
肺癌は多くの臓器に転移を来す腫瘍であ

り，肺，骨，肝，副腎，脳など多くの臓器に
転移を示す．副腎は， 4番目に転移の好発す
る臓器で，下図に示す剖検例の集計報告では
30.6%に転移が見られる．副腎は重要な機能
を有する臓器であるにもかかわらず，臓器の
sizeが小さいため，副腎転移では，比較的早
期に機能低下に陥りやすく，予後不良である． 

 

  
この図に示されているように，副腎を除

けば、肺癌の臓器転移の頻度は解剖学的に組
織の体積または血流量の多い順に高くなっ
ている．肺，肝，骨など組織量の多い臓器に
転移が好発することは，その臓器に癌細胞が
到達する確率が高いためであろうと推測さ
れる．しかし，sizeの小さい副腎で肺癌にお
いて転移の発生頻度の高いことは，これでは
説明できない．すなわち，解剖学的因子とは
異なる seed and soil theoryで説明されるべ
き何らかの臓器特異性の機序が存在するも
のと考えられる． 
副腎転移は予後不良な病態であり，治療法

の進歩のためにも，その臓器特異性の分子機
構の解明が必要である． 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は，動物実験および in vitro

の解析系を用いて，肺癌において副腎転移の
形成を規定する分子生物学的機序を解明す
ることである． 
これまでに，実験動物を用いた既存の肺癌

副腎転移の実験系で確立したものは存在し
なかった．そのため本研究は，次に述べる 2
段階の目標が設定された． 

①	 ヒト肺癌の培養細胞株とヌードマウス
を用い，肺癌の副腎転移の動物実験モデ
ルを確立すること． 

②	 作成された高副腎転移株と original の
細胞株の細胞性状の評価を行い，肺癌の
副腎転移における臓器特異性を決定す
る分子機構の検索を行うこと． 

 
３．研究の方法 
当初，NSCLC の cell	 lineをヌードマウス

に直接投与する方法を行ったが，副腎転移の
形成率が低いため，副腎転移の再現性に乏し
く，in	 vitroでの継代が困難であった．そこ
で，それまでの検討で副腎転移を起こし得る
ことが確認された細胞株を用いて，組織培養
法を応用した in	 vitroでの transplantation
の実験系を考案し，これを実験に用いた．	 
	 

①	 ヌードマウス(Balb/c-nu/nu)の副腎を
摘出し，約 1mm 厚の slice とした．	 

②	 非小細胞肺癌の培養細胞株 PC-14 を
single	 cell	 suspension とし，副腎の
割面上に接着させた後，コラーゲンゲル
上にのせて 37℃，5%	 CO2の条件で 7 日
間培養した．培養液は RPMI-1640+10%ウ
シ胎児血清を用いた．	 

③	 組織培養終了後，副腎組織と接着した
PC-14 細胞をともに通常の培養系に戻
し，生存し得た PC-14 を回収した．	 

④	 7 日間の組織培養後，副腎組織を十分に
洗浄した後，通常の培養系に戻し，組織
上に接着して生存し得た PC-14 細胞を
回収した．	 

⑤	 control として，肺，肝，腎，骨，筋を
用いて同様の培養操作を行い，それぞれ
の臓器由来 PC-14 細胞を回収した．	 
	 
下図の写真で，左上は，組織培養中の臓器

で，右上は副腎組織を通常の培養系に戻した
ところである．組織割面上に生着していた
PC-14	 cellがフラスコ底面へ遊走してきてい
る．左下は回収された培養細胞で，これが副
腎転移を simulate した細胞と考えられる．	 
	 



	 
H.E.染色では，下図のごとく，1週間の培

養では，副腎の細胞構築が正常に保たれてい
ることが確認された．	 
	 	 

	 
また，下の写真は、副腎割面上に生着した

PC-14 細胞のヒトサイトケラチン(AE1/AE3)
の免疫組織染色像である．	 
	 

	 
この実験系を用い，PC-14 を副腎組織上で

5継代して得られた細胞株を PC-14/adrenal
とした．	 	 
得られた細胞は，細胞外基質への反応性を

調べるとともに，遺伝子発現の変化をマイク
ロアレイ解析にて比較した．	 
	 	 

４．研究成果	 
①	 PC-14	 細胞は，副腎および，肺，腎，筋，

骨では 5継代が可能であり，細胞を回収
することができた．肝組織片上では初回
の組織培養では細胞を回収できたが，2
継代以降は培養が不可能であった．これ
は，複数回の追加実験でも再現性があっ
たため，PC-14 細胞は，肝組織上では長
期生存が不可能であると判断される．	 
	 

②	 PC-14/adrenal を，ヌードマウスの左心
腔内に移植したところ，	 40%の頻度で副
腎転移を形成することが確認された．

Original の PC-14 細胞では，同一条件で
は，稀にしか副腎転移を形成しないので，
転移能が増強していることが確認され
た．	 

	 
	 

③	 これらの細胞株において，細胞外基質と
の接着アッセイを行ったところ，下図の
ごとく，fibronectin と vitronectin に
対しては全ての臓器に共通して接着性
の低下が見られた．laminin と collagen
に関しては，臓器により接着性の変化の
傾向が異なっていた．	 
	 

	 
Fibronectin と vitronectin については，
in	 vivo の癌転移モデルにおいては一般
的に反応性が増強することが知られて
いる．本実験系では，逆に低下している
ことより，副腎転移の転移能の増強には，
細胞外基質との反応性の増強が関与し
ていない可能性が考えられた．そこで，
関与因子を同定するための探索的方法
として，マイクロアレイ解析を施行した．	 

	 
	 

④	 Affymetrix	 GeneChip,	 Human	 Gene	 1.0ST	 
Array	 (遺伝子数 28,869	 個)を用いてマ
イクロアレイ解析を行い，original の
PC-14 と PC-14/adrenal の遺伝子発現の
変化を比較した．さらに，control とし
て，肺，腎，筋，骨から得られた PC-14
細胞についてもマイクロアレイ解析を
行った．	 
解析の結果，PC-14/adrenal においては，
PC-14/original に比し，6 種の smRNA,	 
DUSP1 などの計 18 遺伝子の発現増加を
確認した．これらの遺伝子は，接着分子
に関連するものは少なく，副腎転移形成
における臓器特異性の決定に，接着分子
が重要な働きをしている可能性は低い
と考えられた．また，明らかな発現低下
は 2 遺伝子であった．他臓器由来の
subclone の遺伝子発現の変動と比較す



ると，PC-14/adrenal での発現変動遺伝
子数は少なかった．また，PC-14/adrenal
と他臓器由来 subclone の間で共通する
発現変動遺伝子はDUSP1の増強であった．
これは，ストレス環境下における細胞の
生存に関与する遺伝子であり，本実験系
の実験条件に依存する変化と考えられ
た．	 
DUSP1 以外の遺伝子変動は副腎転移にお
いて特徴的であった．そのうち，肺癌の
予後因子として報告されている既知の
遺伝子としては，CALB1 が合致していた。
副腎転移を規定する分子機構の一つと
して、この CALB1 遺伝子産物の変化が一
つの候補として考えられる．今後，得ら
れた候補遺伝子について，一つずつ検証
していく必要があると考えられる．	 
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