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研究成果の概要（和文）：　小細胞肺癌はその強力な転移能ゆえに最も予後不良な癌の一つとなっており、転移機構の
解明は治療成績改善のために極めて重要である。本課題では、ヒト小細胞肺癌をマウス肺に接種して多臓器に遠隔転移
させるモデル系を新たに開発し、転移機構の解析を行った。その結果、本モデルに用いた小細胞肺癌由来細胞株が、細
胞の運動を促進する因子HGFを自己分泌することが判った。HGFの自己分泌は臨床の小細胞肺癌でも見られる現象であり
、本モデルの妥当性を示している。
　また、転移巣から癌細胞を回収して再度接種することを繰返し、より転移能が高い亜株も樹立した。この亜株を利用
して、モデルの遠隔転移頻度を向上させることが出来た。

研究成果の概要（英文）：Because small cell lung cancer (SCLC) is an aggressive cancer with highly metastat
ic activity, it is important to reveal the molecular basis of the SCLC metastasis for improvement of SCLC 
therapeutics. In this study, we developed a new in vivo orthotopic model for SCLC metastasis and investiga
ted the molecular mechanism of metastasis using the model. We found that cells used in our model expressed
 both HGF and its receptor c-MET, and that condition medium of the cells enhanced motility of them. These 
data suggest the existence of an HGF/MET autocrine loop in our model as in SCLC patients.
Moreover, we established a new subclone of the cells with higher metastatitic activity through in vivo sel
ection cycles, and successfully improved our model using this subclone.
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１．研究開始当初の背景 
	 肺癌は難治性癌の一つであり、本邦におい
ては死亡者数が年々増加し、性別を問わず悪
性腫瘍による死亡原因の上位を占めている。
このうち原発性肺癌の 10~20%を占める小細
胞肺癌は、その多くが神経内分泌性を示し、
骨・脳・肝臓・副腎等への遠隔転移を高頻度
に生じるため、予後は極めて不良である。	 
小細胞肺癌の治療では、遠隔転移の頻度が高
いために外科的治療はあまり行われず、放射
線や化学療法剤（シスプラチン等）を用いた
内科的治療が行われるが、多くの場合初回治
療は奏功するものの再発をきたし、その結果
２年生存率が 20%以下という極めて厳しい治
療状況にある。このような低い治療成績を改
善する上で、遠隔転移の制御が非常に重要な
課題となっている。	 
	 癌の転移は、原発巣からの離脱→血管やリ
ンパ管等の脈管への浸潤→脈管内での生存
及び移動→転移臓器の脈管内皮への接着→
転移臓器への浸潤→転移臓器内での増殖、と
いう多数の過程を経る複雑な現象である。そ
のため転移に関与する因子も多岐にわたっ
ており、細胞の運動・接着能や転移先臓器と
の相互作用に関わる接着因子やサイトカイ
ン（例えば乳癌骨転移における CTGF 等：Kang	 
et	 al.	 Cancer	 Cell	 2003）、転移関連遺伝子
群の発現制御を行う転写因子や miRNA（例え
ば肺腺癌における miR-200：Gibbons	 et	 al.	 
Genes	 Dev.	 2010）、さらにゲノム全体のエピ
ジェネシスを制御する lincRNA （ Long	 
non-cording	 RNA;	 長鎖非コード RNA）（乳癌
における HOTAIR：Gupta	 et	 al.	 Nature	 2010）
等の関与が明らかになっている。さらにこれ
らの因子群に加えて、近年注目を集めている
癌幹細胞や上皮̶間葉系転換といった癌の形
質・現象が、転移においても重要な意義を持
つと考えられている。	 
	 このように転移研究は乳癌等を中心に既
に一定の進展を見せてはいるが、転移は癌の
発生した臓器や組織型、分化度によって転移
経路や転移先臓器、転移成立の分子機構が大
きく異なるため、転移を制御するためには癌
種ごとに分子機構を詳細に解析する必要が
ある。小細胞肺癌については、PTHrP の関与
（Miki	 et	 al.	 Int.	 J.	 Cancer	 2004）等の
報告があるが、他の癌種と比較すると、転移
の分子機構に関する知見は、その治療におけ
る意義にも関わらず著しく少ない状況であ
った。	 
	 研究代表者の所属する研究グループでは、
化合物の抗がん活性の評価等に、マウスを用
いた蛍光 in	 vivoイメージング法を行ってい
たが、その実験の過程で、ヒト小細胞肺癌由
来の細胞株から遠隔転移を起こす亜株を樹
立することに成功した（図１）。転移性亜株
については、in	 vivo での転移能が異なる複
数の亜株を既に樹立していた（以下第一世代
亜株と呼ぶ）。同所移植により遠隔転移をき
たす自然転移モデルは、小細胞肺癌について

は本研究開始時点で報告が無かった。	 

	 
２．研究の目的 
	 独自に見出した転移能を持つヒト小細胞
肺癌由来の細胞株を用いて、ヌードマウスへ
の同所移植による自然転移モデルを新たに
開発する。これを活用して抗癌活性を有する
化合物の評価を行うとともに、不明な点が多
い小細胞肺癌の転移機構の解析を行い、転移
制御のための治療標的の同定を目指す。 
 
３．研究の方法 
(1)	 in	 vitroでの転移性亜株の解析：本課題
の開始時に既に樹立していた第一世代亜株
について in	 vitro での性質の解析を行い、
さらに in	 vivo転移能と相関しうる in	 vitro
形質であるマトリゲル浸潤能に関わる遺伝
子を探索した。	 
(2)	 in	 vivo での化合物の評価：小細胞肺癌
の転移に関与しうる経路に対する分子標的
剤を本モデルに投与し、同所移植巣と遠隔転
移形成への効果を検討した。	 
(3)	 in	 vivo 選択法：より高い転移能を備え
た亜株や、転移先臓器が限定された亜株を樹
立するために、in	 vivo 選択法による新たな
転移性亜株の樹立を試みた。	 
	 
４．研究成果	 
(1)	 in	 vitroでの転移性亜株の解析	 
	 本課題の開始時に既に樹立済みであった
第一世代の転移性亜株について、in	 vitroで
の性質を解析した。細胞外基質（フィブロネ
クチン、I型コラーゲン、IV 型コラーゲン等）
への結合能や、抗癌剤（シスプラチン、カン
プトテシン、エトポシド、ブレオマイシン、
5-FU 等）に対する感受性を比較したが、第一
世代亜株間で顕著な違いは認められなかっ
た。また、１４種のサイトカイン／増殖因子
類の増殖への影響を MTT アッセイにて評価し
たが、やはり亜株間で差異は見られなかった。	 
	 一方、トランスウェルチャンバーを用いて
遊走能及びマトリゲル浸潤能を測定したと
ころ、細胞遊走因子としてチャンバー下室に
転移性亜株の培養上清を入れた場合、10%ウ
シ血清を入れた場合と比較して遊走細胞が
著しく増加する事が判った。さらに、この条
件下では高転移性の亜株がより高いマトリ
ゲル浸潤能を示すことが判明した。	 

 



	 そこで、８０種のサイトカイン／増殖因子
類を検出できる抗サイトカイン抗体アレイ
（RayBio 社）を用いて転移性亜株の培養上清
を調べたところ、HGF が含まれていることが
判った。HGF に対する中和抗体、あるいは HGF
受容体である c-MET の阻害剤をチャンバーに
添加すると、遊走及び浸潤が有意に抑制され
たことから、HGF がこの細胞の運動能に影響
する因子の一つであると考えられた。	 
	 また、複数の第一世代亜株について全遺伝
子をカバーするマイクロアレイ（Agilent 社）
を用いて遺伝子発現プロファイルを解析し、
in	 vivo 転移能と発現量が相関する遺伝子群
を同定した。その一部については定量的
RT-PCR で発現量の変動を確認した。高転移性
亜株（in	 vitroでのマトリゲル浸潤能も亢進
している亜株）で発現が高い遺伝子群の中か
ら、主に転写因子に着目して複数の遺伝子に
ついて siRNA ノックダウンを行い、マトリゲ
ル浸潤能に与える影響を検討した。その結果、
この高転移性亜株のマトリゲル浸潤能に関
与する２つの遺伝子を同定した。	 
	 
(2)in	 vivoでの分子標的剤の評価	 
	 本モデルで用いた転移性亜株は GFP で標識
しており、蛍光観察によって微小な転移も比
較的容易に検出可能である。詳細な観察の結
果、骨以外に副腎、脳、リンパ等にも頻繁に
転移することが判った。この転移先臓器は臨
床の小細胞肺癌と同様である。そこで、本モ
デルを用いて、分子標的剤の in	 vivoでの腫
瘍形成及び遠隔転移に対する効果を評価し
た。	 
	 まず、ケモカイン CXCL12(SDF1)の受容体
CXCR4 のアンタゴニスト AMD3100 の評価を行
った。1x106個の第一世代の高転移性亜株をヌ
ードマウス肺に同所移植し、その翌日より
AMD3100（7.5	 mg/kg）を週５回腹腔内投与し
た。移植後２６日もしくは２７日に犠牲死さ
せ、同所移植巣の腫瘍径と遠隔転移巣を測定
したが、この投与プロトコールでは AMD3100
の同所移植巣及び遠隔転移巣形成への有意
な影響は認められなかった。	 
	 次に、HGF 受容体 cMET のキナーゼ阻害剤
ARQ197 について同様に検討を行った。同所移
植後３日目より ARQ197（120mg/kg）を週５回
経口投与し、移植後２５日もしくは２６日に
犠牲死させた。その結果、ARQ197 投与群では、
同所移植巣の形成はコントロール群と同程

度であったが、転移頻度の低下が認められた
（図２）。	 
	 
(3)in	 vivo選択法による新しい亜株の樹立	 
	 転移性亜株のバリエーションを増やすた
めに in	 vivo選択法による新しい亜株の取得
を試みた。すなわち、「遠隔転移巣からの回
収→in	 vitroでの培養→ヌードマウス肺への
再接種」を５サイクル以上繰返し、転移能が
向上した亜株を複数取得する事が出来た（以
下第二世代亜株と呼ぶ）。第一世代亜株が培
養皿に接着後進展して増殖するのに対し、第
二世代亜株は進展せず球形のまま増殖する
特徴を持つ（図３）。転移先臓器については、
骨転移巣から回収するサイクルと副腎転移
巣から回収するサイクルを行ったが、５サイ
クルを越えても、転移先臓器の限定化は出来
なかった。	 

	 	 
	 in	 vitroで第二世代亜株の性質の解析を行
ったところ、抗癌剤感受性等には違いは見出
せなかったが、超低接着性プレートでの培養
における足場非依存性増殖能が、第一世代と
比較して顕著に亢進している事が判った。足
場非依存性増殖能は、in	 vivo での腫瘍形成
能との相関が知られており、実際、皮下移植
での腫瘍形成能は第一世代亜株よりも第二
世代亜株の方が有意に高かった。そこで、こ
の第二世代亜株を用いて条件検討を行い、第
一世代亜株を用いる従来のプロトコールよ
りも、より高率かつ安定的に遠隔転移させる
プロトコールを作成する事が出来た。	 
	 この第二世代亜株についてもマイクロア
レイ解析を行ったところ、親株及び第一世代
亜株とは異なるクラスターに分類されるこ
とが判った（図４）。さらに、第一世代との
間で発現量が変動している遺伝子群を同定
することが出来た。第二世代の足場非依存性
増殖能に影響する遺伝子を同定するために、

高転移性亜株A 
　親株の骨転移巣より樹立 
　形態は親株に類似 
　マトリゲル浸潤能が亢進 

高転移性亜株B 
　in vivo選択法により樹立 
　小型で球形 
　足場非依存性増殖能が亢進 

図2 本申請課題で使用する転移性亜株 

第一世代亜株 
　親株の骨転移巣よりクローニング 
　形態は親株に類似 
　高転移性亜株は浸潤能が亢進 

第二世代亜株 
　in vivo選択法により樹立 
　小型で球形 
　足場非依存性増殖能が亢進 

図3 転移性亜株 
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図2 ARQ197の効果 
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図４ 亜株群の遺伝子発現のクラスター解析 



発現量の変動が認められた中から５遺伝子
について siRNA ノックダウン実験を行ったが、
いずれも足場非依存性増殖への関与は認め
られなかった。	 
	 
（考察） 
	 詳細な蛍光観察及び組織学的解析の結果、
我々の自然転移モデルでは、骨以外に副腎、
脳、リンパ等、臨床の小細胞肺癌患者と同様
の臓器に遠隔転移することが判った。また、
第一世代亜株の in	 vitro での解析から、本
モデルでは癌細胞自身が HGF を分泌するとと
もに、その受容体 cMET を介して運動能を亢
進させていることが示唆された。臨床の小細
胞肺癌においても、HGF を自己分泌するケー
スが知られている（Ma	 et	 al.	 British	 J.	 
Cancer	 2007）。このように、本モデルの特徴
は小細胞肺癌の臨床像と共通しており、化合
物評価や治療標的探索において有用なツー
ルになると考えられる。 
	 本モデルを用いて２種の分子標的剤の同
所移植巣及び転移巣形成に与える影響を評
価した。CXCR4 アンタゴニスト AMD3100 につ
いては、今回の投与プロトコールでは有意な
影響は認められなかった。小細胞肺癌におい
ては別の CXCR4 阻害剤での転移抑制効果が報
告されており（Ohtani	 et	 al.	 FEBS	 letter	 
2012）、本モデルにおける CXCR4 の意義につ
いては更なる解析が必要であろう。	 
	 一方、cMET阻害剤であるARQ197投与では、
同所移植巣の形成には影響はなかったが、遠
隔転移抑制効果が認められた。これは乳癌転
移モデルでの先行研究と同様の結果である
(Previdi	 et	 al.	 Mol.Cancer	 Ther.	 2012)。
しかし本実験完了後に、ARQ197 は cMET 阻害
に加え Tubulin 重合阻害活性を有することが
報 告 さ れ た （ Katayama	 et	 al.	 Cancer	 
Research	 2013）。これを考慮すると、ARQ197
による転移抑制に HGF-MET シグナル阻害がど
の程度寄与していたのかは、不明である。	 
	 in	 vivo 選択法において、回収する転移先
臓器を骨、もしくは副腎に固定して選択サイ
クルを繰返したが、転移臓器指向性をもつ転
移性亜株を樹立することは出来なかった。乳
癌等では in	 vivo選択法による転移臓器指向
性を持つ亜株の樹立が報告されており、今回
の結果は小細胞肺癌に特徴的な転移機構の
存在を反映しているのかも知れない。	 
	 in	 vivo 選択法により得られた第二世代の
高転移性亜株は、回収した転移先臓器によら
ず足場非依存性増殖能が亢進していた。足場
非依存性は転移形成の過程の一つである血
流内での生存能力等と相関すると考えられ、
そのためにより高転移性になった可能性が
ある。	 
	 本研究において、新たな小細胞肺癌の自然
転移モデルを独自に開発した。本モデルは小
細胞肺癌の臨床像に近い特徴を備えており、
また、脳転移を形成する自然転移モデルは、
小細胞肺癌ではこれまで知る限り報告はな

い。今後は、特に第二世代亜株の足場非依存
性増殖能の解析をすすめ、治療標的となりう
る因子の探索を進める予定である。	 
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