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研究成果の概要（和文）：CTNNB1変異陽性非小細胞肺癌細胞株HCC15及びA427においてLGR6ノックダウンの有無
による発現変動をmRNAシークエンス解析し、LGR6関連遺伝子とパスウェイを同定した。これらの遺伝子には腫瘍
促進や癌幹細胞化との関連が示唆されるものが含まれていた。スフェロイド形成細胞と接着細胞の二相性増殖を
示すA427においてLGR6はスフェロイドで高発現しており、スフェロイド細胞と接着細胞の発現プロファイルを比
較するmRNAシークエンス解析で同定された遺伝子群には癌幹細胞化との関与が報告されているものも複数含まれ
ていた。「特発性肺線維症シグナル伝達経路」が共通したLGR6関連パスウェイであった。

研究成果の概要（英文）：We identified LGR6-related pathways and genes by mRNA sequencing analysis 
comparing the transcripts of CTNNB1-mutated non-small cell lung cancer (NSCLC) HCC15 and A427 cells 
with or without LGR6 knockdown. These genes include those that confer tumor progression and cancer 
cell stemness. In A427 cells, which exhibit biphasic growth pattern with sphere-forming and adherent
 cell components, LGR6 was highly expressed in the spheroids. mRNA sequencing analysis comparing the
 expression profiles of sphere-forming and adherent A427 cells uncovered several genes that have 
been associated with cancer cell stemness. Pathway analysis revealed that the common canonical 
pathway regulated by LGR6 in CTNNB1-mutated NSCLC cells and in sphere-forming A427 cells was "
Pulmonary Fibrosis Idiopathic Signaling Pathway". These results highlight the therapeutic and 
prognostic significance of LGR6, potentially leading to the development of novel treatment 
strategies and biomarkers for lung cancer.

研究分野：医歯薬学

キーワード： 肺癌

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
肺癌ではEGFR遺伝子変異をはじめとする様々なドライバー遺伝子変異の発見や分子標的治療薬が開発されてい
る。一方で、Wnt経路活性化を呈する肺癌に対する治療法やバイオマーカーの開発はすすんでいない。本研究に
おいて、Wnt経路活性化により誘導されるLGR6発現が肺癌の増殖能を亢進し、LGR6高発現が肺癌の予後不良マー
カーであることを見出した上で、LGR6が様々な遺伝子発現や「特発性肺線維症シグナル伝達経路」をはじめとす
る経路を制御することで腫瘍の促進や癌幹細胞化に関与している可能性が示唆された。本研究成果が肺癌の新規
治療法や予後予測バイオマーカーの開発への礎になると考えられる。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
肺癌は死亡率の高い固形癌であり、多くは進行期で発見される。肺癌は小細胞癌（SCLC）と非小細胞
肺癌（NSCLC）に分類され、NSCLC が約 85%を占める。分子標的治療薬の開発により NSCLC の予後
は改善傾向にあるが、殆どの患者が分子標的治療後に耐性を獲得して再発する (1)。近年、免疫チェ
ックポイント阻害薬が NSCLC および SCLC の薬物療法として使用されるようになり、腫瘍における PD-
L1 発現率が治療効果を予測するバイオマーカーとして用いられているが、免疫チェックポイント阻害薬
の治療効果を確実に予測するバイオマーカーは未だ確立されていない。以上のように、肺癌の予後向
上のためには、進行肺癌に対する新規治療法やバイオマーカーの開発が急務である。 
 Wnt/ß-catenin シグナル伝達経路（以下 Wnt 経路とする）は生物の初期発生や、細胞の増殖・分化・
運動などの機能制御を担っている。Wnt 経路を構成する分子の異常は様々なヒト癌腫で認められ、癌
の増殖や生存、上皮間葉移行、癌幹細胞化、腫瘍微小環境など様々な機能の制御に関わることで悪
性形質の獲得や維持に重要な役割を果たしている。Wnt 経路の主要構成因子である ß-catenin をコー
ドする CTNNB1遺伝子は NSCLCの約 2%で変異しており (2)、他の構成因子の異常に帰属するものも
含め約半数の NSCLCにおいてWnt経路の恒常的な活性化が報告されている (3)。我々は、CTNNB1 
S45F変異陽性 NSCLC細胞株 HCC15 において、Wnt経路の活性化により正に制御される遺伝子とし
て Leucine-rich repeat-containing G-protein coupled receptor 6（LGR6）を同定した (4)。LGR6は NSCLC
のみならず SCLC においても過剰発現しており、LGR6 ノックダウンが肺癌細胞の増殖を抑制すること
や、肺腺癌手術症例のうち EGFR野生型およびリンパ管・脈管浸潤陽性群において LGR6発現が有意
に高く、EGFR 野生型かつ LGR6 高発現の肺腺癌は予後が不良であることを見出した。さらに、
CTNNB1 T41A変異を有し、浮遊系と接着系の２相性の増殖形式を示す NSCLC細胞株 A427 におい
て、浮遊系細胞成分の LGR6 発現レベルが接着系細胞成分と比較して有意に上昇していたことから、
幹細胞特性であるスフェロイド形成能の獲得に LGR6 が寄与している可能性が考えられた。以上より、
肺癌の悪性形質の獲得や維持に LGR6が重要な役割を果たしており、Wnt経路活性化により誘導され
るLGR6発現による分子制御機構を探ることが新規の治療法や予後予測バイオマーカーの開発に繋が
ると考え、本研究を行なった。 
 
２．研究の目的 
(1) LGR6高発現かつ CTNNB1変異陽性 NSCLC細胞株 HCC15および A427 を用いて、siRNAs を
介した LGR6 ノックダウンによる遺伝子発現変動を mRNA シークエンス解析することにより、LGR6
により制御される遺伝子群やパスウェイを同定し、肺癌細胞において Wnt 経路活性化により誘導
される LGR6発現による分子制御機構を探索する。 

(2) LGR6 高発現かつ CTNNB1 変異陽性 NSCLC 細胞株 A427 の浮遊系細胞成分と接着系細胞成
分の発現プロファイルを mRNA シークエンスにより比較解析し、肺癌のスフェロイド形成獲得に関
与する分子制御機構を探索する。 

(3) LGR6関連遺伝子群の肺癌における発現と予後との関連性を調べる。 
 
３．研究の方法 
(1) 細胞株：NSCLC 細胞株 40 株（H23、H157、H358、H441、H460、H661、H820、H838、H1299、

H1373、H1395、H1437、H1648、H1650、H1666、H1755、H1792、H1819、H1975、H2009、H2030、
H2087、H2122、H2347、H3255、HCC15、HCC44、HCC78、HCC95、HCC193、HCC515、
HCC827、HCC2279、HCC2935、HCC4006、HCC4011、HCC4017、A427、PC9、SW1573）、SCLC
細胞株 23 株（H187、H209、H345、H378、H524、H526、H740、H865、H889、H1045、H1092、
H1184、H1238、H1339、H1607、H1618、H1672、H1963、H2107、H2141、H2171、H2227、HCC33）
と、非癌コントロールとして不死化ヒト気道上皮細胞株 HBEC3を使用した。肺癌細胞株は 5%牛血
清添加 RPMI1640培地により培養し、HBEC3 は牛下垂体抽出物 50 μg/ml と EGF 5 ng/ml添加
K-SFM 培地により培養した。培養細胞は 80〜90％コンフルエントの状態で回収した後に total 
RNAを抽出し、cDNA を合成した。 

(2) 遺伝子発現解析：設計済み Primer及び Taqman probe（Applied Biosystems社より購入）を用いて
LightCycler 480システムにより定量リアルタイム PCRを行い、mRNA発現解析を行った。 

(3) RNA 干渉法：LGR6 を標的とした配列の異なる４つの設計済みの siRNAs セット（siGENOME Set 
of 4, Dharmacon社より購入）を予備実験に使用し、その中でノックダウン効率が最も良好であった
２つの LGR6 siRNAs を選択して、本実験に用いた。Tax遺伝子を標的とした siRNA をネガティブ
コントロール siRNAとして使用した (5)。Lipofectamine RNAiMAX トランスフェクション試薬により、
10 nM の siRNA を細胞内へ導入し、48 時間後に培養細胞を回収した後に total RNA 抽出と
cDNA 合成を行なった。定量リアルタイム PCR により遺伝子発現解析を行い、遺伝子ノックダウン
を検証した。 



(4) mRNAシークエンス解析：培養細胞から抽出した total RNAの品質は Agilent RNA6000 Pico Kit
と Agilent 2100 Bioanalyzer を用いて RNA integrity number（RIN）により評価し、RIN>8.0のサンプ
ルを使用した (6)。KAPA mRNA HyperPrep Kitによりライブラリーを調整し、NextSeq 500システム
により mRNAシークエンス解析を行った。Ingenuity Pathway Analysis（QIAGEN社）を用いてパス
ウェイ解析を行った。 

(5) The Cancer Genome Altas （ TCGA ） デ ー タ ベ ー ス 解 析 ： TCGA デ ー タ ベ ー ス 
（http://www.cbioportal.org）の Lung Adenocarcinoma（TCGA, Firehose Legacy）データセットを用い
て、LGR6関連遺伝子群の肺腺癌における発現と予後との関連性を調べた。 

 
４．研究成果 
（１） CTNNB1変異陽性 NSCLC細胞において LGR6により制御される遺伝子群とパスウェイの同定 
LGR6高発現かつ CTNNB1変異陽性 NSCLC細胞株 HCC15および A427を用いて、mRNAシークエ
ンス解析手法により LGR6 ノックダウンで発現変動する遺伝子群を同定した。LGR6 ノックダウンにより発
現が低下する遺伝子すなわち LGR6 により正に制御されると想定される遺伝子（Up-Regulated Genes 
[URGs]）、または LGR6 ノックダウンにより発現が上昇する遺伝子すなわち LGR6により負に制御される
と想定される遺伝子（Down-Regulated Genes [DRGs]）のうち、q-value <0.1の遺伝子群は以下の通りで
あった： 
① HCC15 

i) URGs: UHMK1, ELL2, CPEB3, SMIM13 
ii) DRGs: RPL36A-HNRNPH2, ANKRD20A1, CKAP4, ZNF213 
上記遺伝子群のうち、UHMK1 は肺腺癌を含む複数のヒト癌腫においてがん遺伝子である可能性が示
されている (7)。ZNF213 は乳癌において Hippo/YAP 経路を負に制御することで腫瘍抑制性に働くこと
が示唆されている (8)。 
② A427 

i) URGs: DNAAF4-CCPG1, LOC730091, DDAH1, TGIF2-RAB5IF, GPR89C, SEPP1, CPEB3, ELL2, 
MICOS10-NBL1, KIAA0408, OSTM1, RINL, NAALADL2, HSPB6/HSP20, LOC100507424, HIPK3, 
CD72 

ii) DRGs: GATSL1, CKAP4, SNX30, FKBP4, ANKRD20A2 
上記遺伝子群のうち、DDAH1 は複数のヒト癌腫での過剰発現が報告されており、血管新生亢進による
腫瘍促進性 の役割が示唆されている (9)。HSPB6/HSP20 は NSCLC の増殖や転移能を促進すると報
告されている (10)。 
さらに、HCC15 および A427 で共通して LGR6 により制御される遺伝子のうち、p-value <0.1 の遺伝
子群は以下の通りであった： 
① URGs: LINC00202-1, LRRC17, LIMS3-LOC440895, FGF21, C15orf26, BCAR4, WDR86-AS1, 

MMEL1, GCGR, SLC1A2, HLA-DPB1, SCN4A, SOX2-OT, FLJ35024, TAF7L, KLF8,  NAALADL2, 
C1orf151-NBL1, LRRN4CL, CD72, CPEB3, GPR89C, SMIM13, LOC100507424,  ELL2, DDAH1, 
NR4A3, UHMK1, OSTM1, HIPK3, SLC25A30, GNB4, KATNAL1, SLC36A1,  SUZ12, LITAF, ASNS, 
GMFB, SNX18, PDHX, CAPRIN1, JHDM1D, LCOR, APAF1, TGM2,  EXOC5, YOD1, PRKAA2, 
KPNA3, TFAM, NIPA1, CUL4B 
② DRGs: LONP1, MLLT1, SUPT6H, SEP15, FBXW5, C9orf69, RHEB, FKBP4, SNX30, CKAP4, ZNF213, 

ANKRD20A2, ANGPTL6, CORO7-PAM16 
上記遺伝子群のうち、G タンパク質 ßサブユニットである GNB4は、胃癌や尿路上皮癌における過剰発
現や予後不良との関連性、食道癌において化学療法抵抗性の獲得に寄与することが報告されている 
(11-13)。SUZ12 は抑制性クロマチン修飾 H3K27me3 に関わるポリコムタンパク複合体 PRC2 の構成分
子であり、がん抑制遺伝子のエピジェネティックな不活性化や癌幹細胞化に関与することが示唆されて
いる (14-16)。さらに、SUZ12はNSCLCを含む複数のヒト癌腫において過剰発現しており、がん遺伝子
と考えられている (17)。PRKAA2 は AMP 活性化プロテインキナーゼ（AMPK）α サブユニットであり、
AMPK経路は癌の治療標的候補と考えられている (18)。 
パスウェイ解析の結果、HCC15 および A427 細胞株において LGR6 と関連性の高い canonical 

pathwayは以下の通りであった： 
① HCC15: Regulation Of The Epithelial Mesenchymal Transition By Growth Factors Pathway, 

Pulmonary Fibrosis Idiopathic Signaling Pathway, Protein Kinase A Signaling, Serine Biosynthesis, 
Chronic Myeloid Leukemia Signaling 
② A427: AMPK Signaling, Epithelial Adherens Junction Signaling, Pulmonary Fibrosis Idiopathic 

Signaling Pathway, Tumor Microenvironment Pathway, Osteoarthritis Pathway 
HCC15および A427細胞において共通して同定された canonical pathwayのうち、LGR6 との関連性が
比較的高いものは「Pulmonary Fibrosis Idiopathic Signaling Pathway」、「G-Protein Coupled Receptor 
Signaling」、「Cardiac Hypertrophy Signaling (Enhanced)」、「Estrogen Receptor Signaling」であった。 
 
（２） CTNNB1変異陽性 NSCLC 細胞株 A427の浮遊系と接着系の細胞成分間で発現変動する遺伝



子群および関連パスウェイの同定 
LGR6高発現かつ CTNNB1変異陽性 NSCLC細胞株 A427 を浮遊系細胞と接着系細胞に分離して培
養した後に検体を回収し、mRNA シークエンス解析により浮遊系と接着系の細胞成分間で遺伝子発現
プロファイルを比較した。有意に発現変動する遺伝子群の中に、幹細胞特性であるスフェロイド形成能
の獲得に寄与している遺伝子が含まれている可能性が考えられる。A427 細胞の浮遊系細胞成分で発
現上昇している遺伝子（Spheroid-Associated Genes [SAGs]）、または接着系細胞成分で発現上昇して
いる遺伝子（Adherence-Associated Genes [AAGs]）のうち、q-valueが 0.1未満かつ m.value: log2（発現
比）が±２以上の遺伝子は以下の通りであった： 
① SAGs: FAM156B, EIF3CL, TMX2-CTNND1, TMEM256-PLSCR3, STUM, ZNF625-ZNF20, MMP1, 

CASS4, RPS10-NUDT3, UBE2F-SCLY, ST8SIA1, HSFX1, ZNF816-ZNF321P, CPA4, SPANXA2, SRPX2, 
PAPPA, ARHGAP19-SLIT1, SLC35F3, CPVL, SOX11, SKAP1, CLMP, IL32,  HKDC1, SERPINE1, 
TMEM200A, LCN2, KPRP, C8orf4, CCND2, KRTAP2-3, LAMC2, ANXA3, TSPAN1, CNTN1, VGLL2, 
SPRR2D, TICAM2, MUM1L1, MYEOV, FOS, KRT81, CITED4, C8orf44-SGK3, KRT80, LBH, SGK223, 
EGR1 
② AAGs: CT45A4, DYX1C1-CCPG1, LOC100132062, LOC100132287, FSBP, ANKRD20A1, JMJD7-

PLA2G4B, HSFX2, ATP6V1G2-DDX39B, EPHA3, MPPED2, ID4, TNFSF10, PCDHB16, NTN3, 
DSC1 
上記遺伝子群のうち、癌幹細胞化との関与が過去に報告されている遺伝子として、MMP1、CPA4、
SRPX2が含まれていた (19-21)。 
A427 細胞の浮遊系と接着系細胞成分間での発現変動遺伝子群と関連性の高い canonical pathway、
すなわち A427のスフェロイド形成能獲得に関与すると想定されるパスウェイは以下の通りであった： 

Osteoarthritis Pathway, Wound Healing Signaling Pathway, Pulmonary Fibrosis Idiopathic Signaling 
Pathway, Hepatic Fibrosis Signaling Pathway, Axonal Guidance Signaling 
上記のうち、「Pulmonary Fibrosis Idiopathic Signaling Pathway」が、CTNNB1変異陽性 NSCLC細胞株
HCC15および A427細胞株において同定された LGR6関連パスウェイと共通していた。 
 
（３） LGR6関連遺伝子群の肺癌における発現と予後との関連性 
LGR6高発現かつ CTNNB1変異陽性 NSCLC細胞株 HCC15および A427 において、LGR6 により共
通して制御される遺伝子群のうち、過去の報告で腫瘍促進的な機能を有することが示唆される GNB4、
SUZ12、PRKAA2に着目した。これらの遺伝子のHCC15および A427における発現レベルはヒト気道上
皮細胞株と比べて高発現していた。HCC15および A427において、siRNA を介した LGR6 ノックダウン
による遺伝子発現変動を定量リアルタイム PCRにより検証した。コントロール siRNA処理時の発現レベ
ルと比較したとき、HCC15 では GNB4 が 14〜25%、SUZ12 が 16〜19%、PRKAA2 が 26〜44%のレベ
ルまで、A427 では GNB4 が 53〜58%、SUZ12 が 53〜56%、PRKAA2 が 47〜72%のレベルまで、各遺
伝子発現が LGR6 ノックダウンにより有意に発現低下していた。肺癌細胞株を用いた定量リアルタイム
PCRによる遺伝子発現解析では、HBEC3よりも高発現を示すNSCLC細胞株の割合は、GNB4が 35%、
SUZ12が 95%、PRKAA2が 95%であった。一方、HBEC3 よりも高発現を示す SCLC細胞株の割合は、
GNB4が 39%、SUZ12が 100%、PRKAA2が 96%であった。さらに、LGR6高発現かつ APC変異陽性を
有する NSCLC細胞株 HCC2935において、SUZ12および PRKAA2の過剰発現が認められた。 
 肺腺癌におけるCTNNB1変異（exon 3 missense mutations）またはAPC変異（homodeletions/truncating 
mutations/splice mutations）の有無別の GNB4、SUZ12、PRKAA2 遺伝子発現の差異を、TCGA データ
ベースを用いて比較解析した。その結果、PRKAA2 のみ CTNNB1変異または APC変異陽性群におけ
る発現レベルが変異陰性群と比較して有意に高いことがわかった。さらに、PRKAA2 高発現群における
無病生存期間および全生存期間は PRKAA2低発現群と比較して有意に短かった。  
 
（４） LGR6による VEGFA発現制御と腫瘍血管新生への関与の可能性 
LGR6高発現かつ CTNNB1変異陽性 NSCLC細胞株 HCC15において同定された LGR6関連遺伝子
群に血管内皮増殖因子 A（VEGFA）が含まれていた。HCC15細胞において、siRNA を介した LGR6 ノ
ックダウンによる遺伝子発現変動を定量リアルタイム PCRにより評価したところ、VEGFA発現レベルはコ
ントロール siRNA 処理時の発現レベルと比較して 20〜32%のレベルまで有意に低下していることが確
認された。一方で、CTNNB1変異陽性 NSCLC細胞株 A427では、LGR6 ノックダウンによる VEGFA発
現の有意な低下は認められなかった。さらに、NSCLC 細胞株を用いたリアルタイム定量 PCR による
mRNA 発現解析の結果、VEGFA発現は IL-8 発現と有意に相関しており、肺腺癌の TCGA データベ
ース解析においても VEGFA発現と IL-8 発現の有意な相関が確認された。興味深いことに、APC 変異
陽性 NSCLC 細胞株 HCC2935 においても VEGFA と IL-8 は共に過剰発現を示していた。VEGFA や
IL-8は腫瘍血管新生において重要な役割を果たすことが知られているが (22, 23)、Wnt経路活性化を
有する一部の NSCLCでは、LGR6が VEGFAや IL-8の発現制御に寄与することで腫瘍血管新生にも
関与している可能性が示唆された。 
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