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研究成果の概要（和文）：EGFR, KRAS, ALK, METなど、さまざまなドライバー変異を有する肺腺癌細胞を左心室内に接
種し、系統的に肺癌転移モデルを作製した。また一部の細胞については、低接着培養条件下にて長期浮遊3次元培養す
ることにより、浮遊状態で増殖し通常の培養条件では再接着する能力を有する亜株（FL株）を作製するとともに、FL株
が親株よりも高い転移能を有することを明らかにした。さらに親株とFL株の包括的な遺伝子解析を行い、FL株において
発現変動のある転移関連遺伝子、あるいはFL株で遺伝子増幅を示すゲノム領域を同定した。今回作成したさまざまな転
移モデルは、転移形成の分子機構を探るうえで有効な手法と考える。

研究成果の概要（英文）：In this study, we established a series of mouse models of lung cancer metastasis 
by intracardiac inoculation of lung adenocarcinoma cell lines harboring various driver mutations, such as 
EGFR, KRAS, ALK, and MET. We also generated subclones that has the ability to grow in suspended condition 
but reattach in ordinary culture, by long-term, 3-dimensional culture under low-bind culture conditions. 
These subclones, designated FL clones, exhibited highly metastatic potential as compared to parental cell 
lines. We further performed comprehensive genomic analysis of the cell lines (parental and FL cell lines) 
and identified metastasis-related genes that showed altered expression in FL cells vs. parental cells, 
and genomic regions amplified in FL cell lines. Thus, the metastatic models created in the present study 
would be a promising new resource to study the molecular mechanisms of lung cancer metastasis that 
develop under various genetic background.

研究分野： 人体病理
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１．研究開始当初の背景 
分子標的薬あるいは新しい化学療法剤の登
場により、肺腺癌の診断、治療は長足の進歩
を遂げた。現在肺腺癌は、そのドライバー変
異に基づいて有効な治療方針が決められる
しかし、治療により一時的に腫瘍が縮小して
も完治することはなく、癌の耐性獲得が極め
て重要な問題となっている。現在、in vitro あ
るいは in vivo での効果に基づいたさまざま
な耐性克服の方法が提案されているが、臨床
試験において満足できる結果はでていない。
その理由として、in vivo での効果の検証が皮
下移植モデルによっていることが考えられ
る。薬剤の治療効果が微小環境に影響される
ことを考えるならば、耐性克服の検証も転移
モデルで行う必要がある。しかし、残念なが
ら、肺腺癌の転移モデルは未だ極めて限られ
たものしかなく、実際の様々な肺腺癌を反映
するような多様な転移モデルはない。 
 
２．研究の目的 
本研究では、さまざまなドライバー変異を背
景にもつ肺腺癌細胞を系統的に免疫不全マ
ウスの左心室内に注入し、現実の肺腺癌に近
い転移モデルを作製する。肺腺癌には上皮成
長因子受容体（EGFR）遺伝子変異、KRAS
変異、未分化リンパ腫キナーゼ（ALK）融合
遺伝子など様々なドライバー変異があり、そ
れによって転移のメカニズムも異なること
が予想される。そこで本研究では、肺腺癌の
代表的ドライバー変異である EGFR, KRAS, 
ALK, MET, RET の変異株を用いて複数の転
移モデルを作製する。 
癌の転移のステップとして細胞・基質間の

接着低下が重要であると考えられている。ま
た組織形態学的に遊離した浮遊集塊を形成
する肺癌は、転移しやすく予後不良であるこ
とも判明している。そこで一部の細胞では、
長期間、低接着プレートでの培養により選択
圧をかけ転移しやすい亜株つくり転移の分
子機構について解析を行う。 
このようなより現実に近いモデルの遺伝

子解析により、転移や耐性克服に向けた解析
が可能となり、臨床的な意義は極めて大きい
と考える。 
 
３．研究の方法 
細胞培養 
実験に用いた肺癌細胞は、HCC4006 (EGFR

変異, ex19 del), H441 (KRAS 変異, G12V), 
H2009 (KRAS 変異, G12A), A549 (KRAS 変異, 
G12S), H2228 (ALK 転座), LC-2/ad (RET 転
座), H1993 (MET 増幅), ABC-1 (NF1 変異)の
8株である。細胞培養は 10％仔牛血清を含む
RPMI1640 を培地に用い、37℃、5%CO2 の条件
下で培養した。 
 

マウス 
実験動物には8週齢のNOD.CB17-Prkdcscid/J
（NOD/SCID）マウスを用いた。 

 
長期低接着 3次元培養による亜株の作製 
転移のステップとして細胞・基質間の接着

低下が重要であると考えられていることか
ら、長期浮遊 3次元培養することにより高転
移性の亜株の作製もあわせて試みた。具体的
には、低付着性培養皿で長期間（2-4 か月）
培養し，浮遊状態でも増殖する亜株を樹立し
た。低接着の条件下でも一定のペースで継代
可能になったものをFL株とし実験に用いた。 
 
ルシフェラーゼ発現株の作成 
蛍ルシフェラーゼ cDNA を pMCSV-puro 

retroviral vector に挿入した pMCSV-luc（高
崎健康福祉大学、村上孝教授より供与）を用
いた。GP2-293 細胞に Lipofection 法にてト
ランスフェクションした後、15 μg/ml 
puromycin を含む選択培地で２か月ほど培養
し、蛍ルシフェラーゼを安定的に発現する細
胞株(Luc 株)を得た。 
 
左心室内接種による転移モデルの作成 
NOD/SCID マウスの左心室内に、0.2ml PBS

で懸濁した Luc 株（5×105 個）をエコー
（Vevo770 high resolution US system）ガ
イド下に接種した（図１）。接種終了 2 週間
後から 1 週間の間隔で、1mg の D-luciferin
（Biosynth 社）を腹腔内投与し、非侵襲的に
IVISTM（Xenogen 社）で観察することにより、
マウス生体内での転移の状況を確認した。8
週間後（もしくは体重減少を認めた場合や死
亡した場合は適宜）に解剖し、各臓器の肉眼
的所見、ex vivo での化学発光、組織学的所

見を検討した。 
 
図１：エコーガイド下での左心室内接種 
 
４．研究成果 
系統的な転移モデルの作製 
左心室内接種により、HCC4006 (EGFR 変異, 

ex19 del), H441 (KRAS 変異, G12V), A549 
(KRAS 変異 , G12S), H2228 (ALK 転座 ), 
LC-2/ad (RET転座), H1993 (MET増幅), ABC-1 
(NF1 変異)の 7 株において転移モデルの作成
が可能であった。転移は、骨、脳、副腎のよ
うな肺癌の転移好発部位に多くみられたほ
か、歯牙、卵巣、消化管への転移も一部の細
胞では認められた。転移の例をいくつか示す
（図２）。 
H2009 (KRAS 変異, G12A)については、明ら

かな転移を認めなかった。 



 
図２：A, 骨転移 (H1993); B, 副腎転移 
(LC-2/ad); C, 脳転移 (ABC1); D, 胃壁転移 
(A549). 
 
高転移株の作製 
H441, A549 については、長期浮遊 3次元培

養することにより、浮遊状態でも増殖可能な
亜株（FL 株）を作製することができた。FL
株は通常の培養条件下では再接着し、親株に
比して紡錘形への形態変化を示した（図３）。 

   
図３：A, H441; B, H441-FL 
 
左心室内接種により、A549 は親株、FL 株

共に複数臓器に転移を認めたが、FL 株では親
株に比し、IVIS で計測した化学発光のフォト
ン数が高く、また転移形成までの時間が短い
傾向にあった（図４）。転移臓器数には明ら
かな差はみられなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図４：A, A549; B,A549-FL 
 
H441 についても親株、FL 株共に複数臓器

に転移を認めた。いずれも副腎・卵巣に転移

を形成する傾向にあったが、FL 株では親株よ
りも転移臓器が多く、また FL 株でのみ脳転
移を認めた。 
以上、FL 株は親株よりも高い転移能を有し

ていることが複数の細胞株で証明された。 
 

包括的遺伝子解析 
次いで、高転移形成の分子機構を探るため、

包括的な遺伝子発現、コピー数解析を行い、
FL 株の高転移能の原因となっている遺伝子
の探索を行った。 
 

１） 遺伝子発現解析： 
Agilent 社の expression array を用いた解

析により、親株と FL 株の間で 3 倍以上の発
現変動を示す遺伝子を選出した。FL 株で高発
現を示す遺伝子のなかには、VEGF-A, MMP-9
などの既知の転移関連遺伝子のほか、新規の
転移関連候補遺伝子があった。 
次 い で GSEA (Gene Set Enrichment 

Analysis)を行った。GSEA とはあらかじめ作
成された遺伝子セットが遺伝子発現データ
中で有意に変動したかどうかを解析する手
法である。GSEA 解の結果、FL 株で有意に発
現変動を示す遺伝子セットとして、(1) EMT 
(epithelial-mesenchymal transition), (2) 
stress-inflammation, (3) NF-κB, などが
選出されてきた。 
 

２） コピー数解析 
Agilent 社の CGH マイクロアレイを用いた

コピー数解析により、H441-FL で増幅してい
るゲノム領域を複数同定した。なかでも
c-Myc を含む 8q22 領域が注目された。c-Myc
は細胞増殖、転写、翻訳、代謝経路などを制
御し、癌の発生、進展、転移への関与が考え
られている。H441-FL における c-Myc の高発
現は、タンパクレベルでもウエスタンブロッ
ト法により確認された。 
 
シグナル伝達/転写経路とその阻害実験 
遺伝子発現、コピー数解析より得られたデ

ータより、FL細胞で活性化しているシグナル
経路、転写因子を Western blot にて解析し
た。その結果、(1) EMT については転写因子
Zeb1を介する経路、(2) stress-inflammation
についてはJNK/p38の経路が活性化している
ことが確認された。 
次いで、薬理学的阻害剤、shRNA vector を

用いたノックダウン実験を行い FL 細胞の増
殖に与える効果を検証した。JQ1(+)は BRD4 
ドメイン阻害剤でありc-Myc遺伝子増幅を示
す細胞の増殖阻害効果が現在注目されてい
る。今回の解析においても、c-Myc の遺伝子
増幅を示す H441-FL では、特に浮遊状態で
JQ1(+)により効果的に増殖抑制されること
が明らかとなった。 
 
考察 
さまざまなドライバー変異を有する肺腺
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癌細胞株を用い系統的な転移モデルの作成
を行った。今回転移モデルに成功した細胞株
のパネルは、主な肺腺癌のドライバー変異を
ほぼ網羅しており、多様な肺腺癌の転移機構
の解明、治療抵抗性獲得の実験など応用範囲
は広い。また長期低接着培養株による転移モ
デルは、接着低下に伴う転移形成の分子機構
を探るうえで有効な手法と考えられた。 
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