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研究成果の概要（和文）：　日本人の死因の第一位を占める癌の直接死因は転移である。なかでも脳転移は、血管内に
入った癌細胞が脳に到達しそこで増殖することにより起こる。我々は、血液中に存在する癌細胞がどのように脳内に入
り脳内の環境にどのように適応して増殖するのかを調べるため、高脳転移性蛍光発現癌細胞を樹立した。また、脳内の
環境を試験管内で再現する実験系を新たに開発することに成功した。これらを用いて、癌細胞の種類により脳内での増
殖の仕方が異なることを発見した。

研究成果の概要（英文）：The direct cause of death of cancer, which is the leading cause of death in Japane
se, is metastasis. Above all, brain metastasis is developed by cancer cells' intravasating,extravasating, 
and proloferating in the brain. The purpose of our project was to investigate how the circulating tumor ce
lls get into the brain, adapt to the microenvironment, and proliferate in the brain. We established highly
-brain metastatic cancer cells which were expressing green fluorescent protein and succeeded in developing
 new system in which the brain microenvironment was reconstructed in vitro. Using the system, we clarified
 that different types of cancer cells showed the different ways of proliferating in the brain.
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１．研究開始当初の背景 
 癌の診断や分子標的治療薬の進歩にも関わ

らず、本邦において未だ約３人に１人が癌で

死亡する。なかでも癌患者の約 25% は最終

的に脳転移を来たすと言われている。脳転移

に対しては、外科的切除、化学療法、局所あ

るいは全脳放射線照射、これらの組み合わせ

が主な治療法であるが、切除不能例や脳内移

行性の高い治療薬が少ないことにより、十分

な予後の改善がみられないのが現状である。

そのため、脳転移機構の解明と新規抑制法・

治療法の開発は、最も重要で急務な分野のひ

とつである。 

 Paget は、転移が成立するためには、転移

能をもつ癌細胞 ” seed ” と、その癌細胞

の発育に適した転移臓器の微小環境 ” 

soil ” 両方が必要であると提唱した 

（ Lancet 1: 571-573, 1889 ）。脳転移は

血行性転移が主であり、脳血管内から実質に

逸脱し、転移巣を形成する元となる細胞は、

血中循環がん細胞であると考えられる。血中

循環がん細胞の同定は困難であると考えら

れてきたが、近年、上皮系マーカーを組み合

わせてその細胞数が計測可能となり、その数

と予後との相関や、化学療法の効果判定にも

有用であることが報告されている。このよう

に、血中循環がん細胞は血行性転移を直接に

なう癌細胞、すなわち ” seed ” そのもの

として、その重要性が注目されている。 

 血行性に脳転移するためには、血中循環が

ん細胞が血管外へ逸脱し、脳内環境に適合し

て発育する必要がある。すなわち、血中循環

がん細胞と脳実質正常細胞との相互作用と

いう、がん微小環境が重要となる。Kienast 

らは、in vivo リアルタイムイメージングを

用いることにより、脳転移したメラノーマ細

胞は血管に沿って発育すること、また肺癌細

胞は血管新生を行い、クラスターが癒合しな

がら転移巣を形成することを示した ( Nat 

Med. 16: 116-22, 2010 )。この結果は、脳

転移の形成にがん微小環境でも特に血管ニ

ッチが重要な役割を果たしていることを示

している。この脳毛細血管には血液脳関門が

存在し、抗癌剤等の薬剤や有害物質の脳実質

への到達を厳しく制限している。血中循環が

ん細胞が脳転移するためには、何らかの形で

血液脳関門（BBB）を通過する必要がある。

BBB 構成細胞のうち、我々は、アストロサイ

トが BBB において血管内皮細胞間のタイト

ジャンクションを強化することにより、肺癌

細胞の血管外逸脱を抑制していることを見

出した（未発表）。このように、BBB は脳転

移における“ soil ”としてのがん微小環境

として重要な役割をもつが、癌細胞-正常細

胞間のクロストークがどのように機能して

いるかについては、未だ明らかでない。 

 
２．研究の目的 
上記の背景をもとに、本研究において、血中

循環がん細胞の転移特性と脳転移がん微小

環境としての BBB の役割を明らかにするこ

とで、脳転移機構の解明を行う。脳転移、特

に血中循環がん細胞の血管外逸脱に重要な

分子と、がん微小環境において脳転移成立に

重要な細胞・因子を見いだし、治療への応用

の基盤となる研究を行う。 

(1)原発癌細胞、血中循環がん細胞、脳転移

癌細胞を単離してマイクロアレイを行うこ

とにより、3 者間の遺伝子発現の差、特に血

中循環がん細胞に特徴的な遺伝子発現パタ

ーンを明らかにする。 

(2)フローサイトメトリー、in vitro アッセ

イ系を用いて、血中循環がん細胞のがん幹細

胞としての性質、上皮間葉移行との関連を明

らかにする。接着、増殖、浸潤能などの癌細

胞としての特性を調べ、原発・転移癌細胞と

比較する。 

(3)我々の開発した BBB キットに血中循環が

ん細胞を用いることにより、転移能をもつ血

中循環がん細胞を単離し、その転移能を規定

する分子を(1)の結果と照らし合わせて明ら



かにする。血中循環がん細胞に対する脳転移

がん微小環境の役割を、正常細胞の組み合わ

せ、因子の添加・抑制実験により調べる。 

(4)臨床検体より血中循環がん細胞を単離し、

フローサイトメトリーにより脳転移規定分

子の発現を調べる。 

(5)臨床検体の血中循環がん細胞を脳転移規

定分子をマーカーとしてセルソーティング

し、マウスに経静脈投与して観察することに

より、in vivo での特性と細胞動態を明らか

にする。 

 

３．研究の方法 

(1)血中循環がん細胞の単離と網羅的遺伝子

解析 

  臨床検体からは安定した量の血中循環

がん細胞の回収が困難なため、GFP 発現癌細

胞を作成しマウスに原発及び転移巣を形成

させ、GFP をマーカーとして各癌細胞を回収

し、原発癌細胞、血中循環がん細胞、脳転移

癌細胞の三者間の遺伝子発現パターンの相

違をマイクロアレイを用いて明らかにする。 

 ① GFP 発現高脳転移癌細胞株の樹立 

  脳転移が報告されているヒト肺癌

（ NCI-H1299 など）、乳癌（ MDA-MB-231 な

ど）、悪性黒色腫細胞株（ B16-BL6 など）を

ヌードマウスに同所移植し、脳転移のみを高

率に起こすまで繰り返す。 

  pAcGFP1-N1 ベクター をトランスフェ

クションし、GFP 安定発現株を樹立する。 

② 原発癌細胞、血中循環がん細胞、脳転移

癌細胞の単離とマイクロアレイ 

  GFP 発現高脳転移癌細胞株を同所移植

し、脳転移巣を形成させたのちサクリファイ

スして、全血を脱血、また原発腫瘍、脳転移

腫瘍を摘出する。それぞれの腫瘍より癌細胞

を初代培養し、全血の細胞成分とともに GFP 

をマーカーとしてセルソーティングを行い、

原 発 癌細胞 、 血中循 環 がん細 胞 、 脳 

転移癌細胞を得る。これらの細胞より RNA を

抽出後、DNA マイクロアレイを行う。3群間

で比較し、血中循環がん細胞で大きな差がみ

られる遺伝子を抽出し、遺伝子レベル、蛋白

レベルで確認する。肺癌、乳癌、悪性黒色腫

間での血中循環がん細胞の遺伝子発現パタ

ーンの違いについても検討する。 

(2)血中循環がん細胞の細胞生物学的解析お

よび脳転移におけるがん微小環境との相互

作用の解析 

  血中循環がん細胞の特徴を、特にがん幹

細胞と上皮間葉移行の観点から調べる。

癌細胞本来の機能も、各種アッセイを用

いて明らかにする。血中循環がん細胞内

のどの分画が転移するかを我々の BBB キ

ットを用いて調べ、その転移におけるが

ん微小環境としての正常細胞との相互作

用も明らかにする。 

① 血中循環がん細胞の細胞生物学的解析 

  血中循環がん細胞におけるがん幹細胞

の有無、割合、上皮間葉移行をおこした細

胞の割合、CD マーカーを、フローサイト

メトリーを用いて解析する。原発癌細胞、

転移癌細胞においても同様に行い比較す

る。 

② 血中循環がん細胞の機能解析 

  血中循環がん細胞の癌細胞としての機

能を、増殖能、基底膜や血小板及び内皮細

胞への接着能、移動能、浸潤能、アノイキ

ス抵抗性、マトリックスメタロプロテアー

ゼ 産 生 能 、 増 殖 因 子 感 受 性 、 サ イ 

 トカイン分泌能それぞれのアッセイを行

い、原発癌細胞、転移癌細胞の結果と比較

する。 

③ BBB キット及び in vivo での血中循環

がん細胞の転移能とがん微小環境との相

互作用の解析 

   BBB キットに血中循環がん細胞を播種

して、血管内皮細胞、ペリサイト層の通過を

観察し、血管外逸脱能力を比較する。通過を

指標に比較し、規定分子を明らかにする。こ



の2種の血中循環がん細胞をマウス血中に投

与し、転移能と細胞動態を観察する。正常細

胞の組み合わせを変え、また BBB キット培養

液中に各種増殖因子、サイトカイン、ケモカ

イン、阻害剤を添加し細胞動態を観察するこ

とにより、脳転移におけるがん微小環境内の

それぞれの正常細胞、液性因子の作用を明ら

かにする。 

(3)臨床検体を用いた血中循環がん細胞およ

び脳転移がん微小環境の解析 

  臨床検体を用いて、上記において明らか

となった血中循環がん細胞の脳転移関連分

子の確認及び脳転移がん微小環境との相互

作用を検討する。 

 ① 患者様からの血中循環がん細胞単離及

び転移巣癌細胞の初代培養 

   患者様から静脈血を採取し、各種癌の上

皮マーカーを用い血中循環がん細胞を単離

する。脳転移巣の切除が行われた患者様から、

転移組織より転移癌細胞を初代培養により

得る。 

 ② フローサイトメトリーを用いた血中循

環がん細胞の転移関連分子の解析 

   上記で明らかとなった血中循環がん細胞

での脳転移関連分子の発現を、培養後 フロ

ーサイトメトリーを用いて調べる。候補分子

の強制発現、あるいは RNA 干渉による効果を 

BBB キットを用いて行う。 

 ③ in vivo での血中循環がん細胞転移能の

比較 

  候補分子をマーカーにセルソーティン

グし培養後、PKH26GL を用いて蛍光標識し、

マウスの血中に播種する。細胞希釈による脳

転移の有無、頻度、脳血管・脳実質との関係

を明らかにする。 

 

４．研究成果 

 (1)高脳転移癌細胞株を樹立するために、

in vivo で脳転移が報告されているヒト肺癌

細胞株及びヒト乳がん細胞株をそれぞれ1種

ずつ選択し、pAcGFP1-N1 ベクターをトランス

フェクション、抗生物質によるセレクション

をかけ、GFP 高発現癌細胞株を樹立した。こ

れらを免疫不全マウスに同所移植し脳転移

の形成を観察したが、どちらも転移形成を認

めなかった。最適化の検討を行ったが、転移

形成を認めなかったため、in vivo イメージ

ングにて各臓器への転移を観察されている

高崎健康福祉大学の村上孝教授より、同手法

にて脳転移が確認されたヒト肺癌細胞株を 3

種ご提供いただき、GFP 高発現癌細胞株を樹

立した。 

(2)このうち 2 種を用い、脳転移 in vivo セ

レクションを 3回実施した。具体的には、ヌ

ードマウスの肺内に癌細胞をマトリゲルと

ともに播種し、飼育を続け、衰弱あるいは体

重減少を認めた時点でサクリファイスして、

脳を速やかに摘出した。脳実質を細切、酵素

処理後、G418 入りの培養液にて初代培養した。

GFP 陽性細胞をクローニングシリンダーにて

サブクローニングし、培養後、再びヌードマ

ウスの脳内に播種した。これを 3回繰り返す

ことにより、高脳転移性肺癌細胞株を樹立し

た。この癌細胞を培養にて増やしたのち、再

びヌードマウスの肺内に播種し、最終的に原

発巣、脳、前血液を採取した。原発巣及び脳

実質からは GFP 陽性肺癌細胞を回収、培養す

ることが可能であったが、血液からは GFP を

マーカーとするセルソーティングでは、GFP

陽性細胞を回収することができなかった。サ

ンプル回収の時期、血管内の潅流による回収、

MACS によるセルソーティング、スフェロイド

培養など様々な条件を変えて試みたが、健康

で十分量のGFP陽性細胞を回収することがで

きなかった。 

(3)我々が開発した in vitro 血液脳関門再構

成キット（図 1）に脳転移性ヒト肺癌細胞株

及び脳転移性ヒト悪性黒色腫細胞株を播種

し、その浸潤通過を観察した（図 2）。 



 

         図１ 

 

         図 2 

肺癌細胞は血管内皮細胞から離れてコロニ

ーを形成するのに対し（図 3）、悪性黒色腫細

胞は血管内皮細胞に接着したまま増殖する

ことを、ルシフェラーゼ発現悪性黒色腫細胞

株を用いて見出した（図 4）。 

 

                  図 3 

 

 

                  図 4 

これにより、癌細胞のタイプごとに脳転移メ

カニズムが異なることを in vitro で再現し、

脳転移機構の細胞生物学的解析に我々のキ

ットが有用であることを示した。 

(4)さらに、8ミクロンポアメンブレンの上面

に初代培養のアストロサイトとペイサイト

を混合接着培養し、裏面に初代培養血管内皮

細胞を接着培養した reversed BBB キットを

新たに開発することにより、BBB キットと組

み合わせて、脳転移のみならず原発性脳腫瘍

も含め、より多面的な細胞生物学的な解析が

できるようになった。 

(5) 8 ミクロンポアメンブレンの上面に初代

培養血管内皮細胞を単層で接着培養したモ

デルを用いることにより、肺癌細胞は血管内

皮細胞を浸潤通過できるが、膠芽腫細胞は通

過できないことを見出した。また、膠芽腫細

胞が血管内皮細胞と接着した際に、血管内皮

細胞のタイトジャンクションバリア機能を

強化させることを新たに見出し、これに線維

芽細胞増殖因子タイプ 2（FGF2）が関与して

いることを発見した（図 5）。 
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