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研究成果の概要（和文）：肺癌の転移機構の解析による治療分子標的の探索を目的として、

転移をしている癌細胞そのものを分離・濃縮する技術開発を行い、プロトタイプモデルを

作成した。また、循環血液中癌細胞(CTC)の生物学的・遺伝学的特性について解析し、CTC

の候補遺伝子の検索をおこなった。EMT 機序の分子メカニズムとして ZEB1（EMT 制御分子）

解析と Twist 遺伝子解析を行い、これらの分子が肺癌における転移制御の分子標的になる

可能性を明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：To investigate the mechanisms and the search of the molecular 

targets for lung cancer metastasis, we developed the methods for purifying the 

circulating tumor cells (CTC) from peripheral blood, and we created the prototype 

device using the nanopillar technique.  We also investigated the genetic profiles of 

CTC, and selected the genes, which were characteristic for CTC.  EMT regulatory 

molecules of ZEB1 and Twist will become molecular targets for lung cancer metastasis. 
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１．研究開始当初の背景 
 肺癌は日本におけるがん死亡原因の１位
を占める疾患で、さらにその数は増加の一

途をたどっているが、その治療には限界が
あり一層の進歩が必要である。特に、早期
から転移を来しやすいという生物学的特性
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が治療を困難にしており、肺癌転移の分子
メカニズムの解析と転移抑制のための治療
標的の探索が新規の治療展開に必須である
と考える。我々は、これまで肺の炎症と線
維化メカニズムにおける流血中骨髄由来細
胞や Cre-loxP system を用いた上皮間葉系
細胞転換（EMT）の役割について研究を展
開してきている（JCI 2004）。EMT とは胎
生期の臓器形成や創傷治癒においてみられ
る上皮系細胞から間葉系細胞への転換であ
るが、近年、がんの浸潤能と転移能の獲得
に EMT が関与することが報告され EMT
現象に関与する分子の同定が始まったとこ
ろである。しかし、実際に転移をしている
細胞の細胞形質を研究するために循環血液
中癌細胞（circulating tumor cell, CTC）
を分離することは極めて困難であった。近
年、ナノバイオデバイスの開発が急速に発
達を遂げ、循環血液中腫瘍細胞の検出技術
とその臨床応用例が報告された（Nature 
2007, NEJM 2008）。本研究は、ナノピラ
ー 構 造 技 術 の 応 用 （ nanopillar 、
nanofabrication technique: Baba Y, Anal 
Chem 2004）により、転移をしている癌細
胞そのものを分離・濃縮する技術開発を行
い、その技術を用いた CTC の生物学的・
遺伝学的特性を明らかにすることである。
最終的な目的として、転移メカニズムの分
子標的の可能性について追求する。 
 
２．研究の目的 
 本研究課題は２つの目的を有する。 
（１）CTC 検出に関するナノバイオデバイ
スの開発：文部科学省先端研究施設共用イ
ノベーション創出事業ナノテクノロジー・
ネットワーク 中部地区ナオテク総合支援
（ナノデバイス開発支援—名古屋大学プラ
ズマナノ工学研究センター）のもとに CTC
検出に適するナノ・マイクロピラー構築を
作成することである。これにより、病態に
応じた CTC を分離・濃縮でき、細胞形質
の解析ばかりでなく、治療反応性や予後予
測などの病態解析研究へ展開するための基
盤を形成する。 
（２）EMT 関連遺伝子と CTC の細胞形質
の研究：分離・濃縮した CTC における遺
伝子発現と分子間の協調性を確認すること
により、転移メカニズムにおける EMT の
役割を明らかにする。CTC の生物学的・遺
伝学的特性を明らかにすることにより、転
移メカニズムの分子標的の可能性について
研究する。 
 
３．研究の方法 
（１）CTC 検出に適したマイクロフルイデ
ィク・デバイスの開発：文部科学省先端研
究施設共用イノベーション創出事業ナノテ

クノロジー・ネットワーク 中部地区ナオ
テク総合支援（ナノデバイス開発支援—名
古屋大学プラズマナノ工学研究センター 
馬場嘉信教授）の研究支援の下に、循環血
液中の微小な細胞群の検出に適したナノ・
マイクロピラー構造の設計と試作を開始す
る。その中で、マイクロフルイディク・デ
バイス流路内のナノピラーへの CTC 結合
認識に用いる抗上皮細胞接着分子抗体
（EpCAM, 抗 cytokeratin, CD133）につ
いて、そのナノピラーへの至適な化学的結
合をアビジン・ビオチン化法により確立す
る。試作されたマイクロフルイディク・デ
バ イ ス を 用 い て 、 肺 癌 細 胞 株
NCI-H1650(EpCAM+)を用いた応用化試
験を行う。マイクロ流路の流量とナノピラ
ー構造に関する機能の適正化を行う。さら
に、細胞株分離効率を NCI-H1299, A549 
などの他種類の肺癌細胞で検討する。さら
には EMT にて発現が増強する Vimentin、
Fibronectin を標的に検討する。 
（２）EMT 関連遺伝子と CTC の細胞形質
の研究：CTC の分離・濃縮に先駆けて、肺
癌 転 移 に 関 わ る EMT, Stem-like 
phenotype の解析を実施する。EMT 関連
遺伝子として、ZEB1、Twist、EpCAM）
の発現ベクターの作成を実施する。さらに、
cdk4 とテロメレース導入により不死化細
胞株として樹立された HBEC 細胞に EMT
関連遺伝子を導入し、悪性細胞への形質転
換におよぼす影響について、軟寒天中の増
殖能や浸潤能を検討する。また、EMT の
獲 得 形 質 を 上 皮 系 細 胞 マ ー カ ー
(E-cadherin, Desmoplakin, Cytokeratin）
と間葉系細胞マーカー（ N-cadherin, 
Vimentin）を指標に評価する。EMT 関連
遺伝子を肺癌細胞株に遺伝子導入し、その
獲得形質を解析すると同時に、これまで知
られている肺癌において高頻度にみられる
遺伝子異常（ｐ53 変異、変異型 EGFR, 変
異型 RAS 等）の遺伝子発現に与える効果
とその協調性について検討する。 
 
４．研究成果 
（１）循環血液中の微小な細胞群の検出に
適したナノピラー構造の設計と試作を開始
し、プロトタイプモデルを作成した。その
結果、プロトタイプのマイクロチップは癌
細胞の捕捉率が低くチップデザインの改良
の検討を始めると同時に、チップの生産性
の向上を目的とした材質変更のための、抗
上皮細胞接着分子抗体(EpCAM)の新材料
への固定化法の検討を開始した。マイクロ
フルイディク・デバイス流路内のナノピラ
ーへの CTC 結合認識に用いる抗上皮細胞
接着分子抗体（EpCAM, 抗 cytokeratin, 
CD133）について、そのナノピラーへの至



 

 

適な化学的結合をアビジン・ビオチン化法
により確立し、試作品を用いた実証実験を
開始した。さらに、新しいデバイス開発と
して、ナノポア構造による CTC trapping 
の試作と応用を開始した。 
（２）CTC の分離・濃縮に先駆けて、肺癌
転移に関わる EMT, Stem-like phenotype
の解析を実施した。非小細胞肺癌株を用い
てEMT制御因子であるSnail, Slug, ZEB1, 
SIP1, Twist の発現を測定した。同時に
Vimentin（間葉系）と E-cadherin（上皮
系）の発現量の比により、EMT と EMT 制
御因子との関連を検討した。その結果、
Vimentin とE-cadherinは逆相関すること
が示された。その中で、EMT 制御因子と
して ZEB1 の発現が最も E-cadherin と逆
相関し、Vimentin と正の相関をしており、
Vimentin/E-cadherin ratio (VER)とZEB1
の発現に強い相関が認められた。次に、
Twist においても関連は認められたが、一
方、Snail, Slug, SIP1 の発現と VER との
相関は乏しかった。 
 続いて、ZEB1、Twist の生物学的特性を
解析した。ZEB1 の RNA 干渉法による遺
伝子発現抑制により、E-cadherin の発現上
昇にともない、癌細胞の増殖能の低下、液
体培地および軟寒天中でのコロニー形成能
の抑制が認められた。一方で、caspase-3
蛋白の発現上昇、細胞周期解析における
sub-G1 相の増加が見られ、アポトーシス
の誘導が示唆された。ZEB1 の発現が
miRNA の発現と関与する可能性があるこ
とから、肺癌における役割を検討した。そ
の結果、ZEB1 の発現と miR-200c と
miR-205 の発現が有意に逆相関していた。 
 以上のことから、ZEB1 は肺癌の EMT
において中心的な役割を果たす分子であり、
ZEB1 の発現抑制は癌細胞の増殖を阻止す
ることから、今後の重要な肺癌治療標的の
一つとなると予測された。 
 これらの現象が、肺癌以外の癌腫でも観
察されるかどうかを検証する目的で、悪性
胸膜中皮腫での検討を実施した。その結果、
ZEB1 の一時的遺伝子発現抑制は悪性胸
膜中皮腫細胞の増殖を劇的に抑制するが、
安定的遺伝子発現抑制はEpCAMの発現上
昇を引き起こし ZEB1 遺伝子発現抑制に
よる増殖抑制効果を減弱させることが明ら
かになった。従って、癌腫によっては ZEB1
遺伝子発現抑制に伴う他遺伝子群の発現変
化を考慮する必要が示唆された。 
 次に、Twist の生物学的特性を解析した。
ZEB1 と 同 様 に Vimentin/E-cadherin 
ratio (VER)と正の相関があり、Twist 遺伝
子の強制発現により、上皮系マーカー発現
減少と間葉系マーカー発現の増加を認めた。
その結果、細胞遊走能が 40 倍に増加し、

転移形質の獲得を示唆する所見であった。
miRNA200familyの発現はTwist遺伝子の
強制発現により影響は受けなかった。FAK
のリン酸化は Twist 遺伝子発現の増加によ
り 1.5 倍の増強を認めた。 
 以上の事から Twist 発現の程度は肺癌細
胞により異なり、その遊走能の差を反映す
ると同時に、MMP や FAK の活性化と関連
しており、肺癌の浸潤転移過程に Twist の
発現を介する EMT 獲得が関与している可
能性が示唆された。Twist もまた、転移抑
制における新たな分子標的になり得ると考
えられる。 
 これまでの研究で用いられてきた CTC
分離マーカーとしてのEpCAMの機能を検
討した。非小細胞肺癌株および不死化ヒト
正常気道上皮細胞 HBEC 株を定量的リア
ルタイム PCR 法および western blot 法に
より EpCAM の発現を測定した。EpCAM
高発現株を対象に、RNA 干渉法による遺
伝子発現抑制、ならびに short hairpin 
RNA(ShRNA)を用いてそれぞれ一時的、恒
常的ノックダウンを施行した。結果は、
72％の肺癌細胞株で不死化ヒト正常気道
上皮細胞 HBEC 株よりも高い EpCAM の
発現を認めた。Western blot 法にて確認し
た蛋白レベルの EpCAM の発現は mRNA
の発現と相関していた。EGFR 遺伝子変異
株においては EGFR 遺伝子野生株と比較
し、EpCAM の高い発現を認めた。SiRNA
を用いた遺伝子発現抑制では、EpCAM を
ノックダウンした細胞株で 4～6 割の細胞
増殖の抑制を認め、また液体培地中の足場
依存性のコロニー形成能の抑制、ならびに
軟寒天中での足場非依存性のコロニー形成
能の抑制を確認した。PI 染色による細胞周
期解析では、sub-G1 分画の上昇を認め、
アネキシンVアッセイではアポトーシス分
画の増加が認められた。一方、不死化ヒト
正常気道上皮細胞 HBEC 株をノックダウ
ンした場合ではアポトーシスの増加は軽度
に留まった。これらの結果より、EpCAM
もまた、転移抑制における新たな分子標的
になり得ると考えられる。 
 以上、本研究課題により、CTC 検出に関
するナノバイオデバイス開発においてプロ
トタイプ作成を達成することが可能であっ
た。また、CTC の分離・濃縮に先駆けて、
肺 癌 転 移 に 関 わ る EMT, Stem-like 
phenotype に関わると考えられる分子群の
生物学的特性を解析した。今後、これらの
分子を標的として、CTC 分離と分子標的治
療薬開発への展開が期待できる。 
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