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研究成果の概要（和文）：EGFR変異を有するヒト肺がん細胞株H1975を、高度免疫不全マウスに移植しヒト肺が
ん転移（同種）を再現したモデルマウスを構築した。腫瘍容量増加、転移頻度の上昇に伴い、腫瘍細胞由来血漿
遊離DNA検出頻度は上昇した。H1975細胞を皮下移植すると全体の93%で転移を認めたが、リンパ節に高頻度（79
%）に転移した。一方、H226B細胞を皮下移植すると全例肺転移を認めた。原発巣と比べ、転移巣でリン酸化を認
めた数種の分子を同定した。H1975にルシフェレース発現プラスミドを導入し、H1975-lucを作成した。経時的
に、腫瘍容量、転移頻度をin vivoイメージングシステムで解析可能になった

研究成果の概要（英文）：We established a highly metastatic animal model using immunodeficient mice 
inoculated with human lung cancer cell line, H1975 carrying EGFR mutations. Tumor-derived 
circulating DNA (ctDNA) was analyzed using MBP-QP method on the animal model, and the results are 
obtained as follows:1) Frequency of ctDNA detection was correlated with tumor burden and metastasis,
 suggesting that ctDNA appears in peripheral blood concomitant with tumor progression.2) Organ 
preference of metastasis was analyzed. Inoculation with H1975 and H226B was metastasized into lymph 
nodes and lung, respectively. Several molecules were more phosphorylated in metastatic lymph nodes 
compared to primary lesion.3) Monitoring of anti-tumor effect of 3rd generation EGFR tyrosine kinase
 inhibitor could be performed by detection of ctDNA.

研究分野：臨床腫瘍学
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１．研究開始当初の背景 

（１） 血漿遊離 DNA 陽性患者の臨床的特

徴  

近年、がん組織を採取せず末梢血で遺伝

子解析を行う liquid biopsyについての報

告が多くみられるようになった。我々は、

血液中に微量に存在する腫瘍細胞由来の

血漿遊離 DNA を検出するため全自動高

感 度 遺 伝 子 変 異 検 出 系 で あ る

mutation-biased PCR and quenched 

probe system (MBP-QP) 法を開発した。

この系を用いて。肺がん患者血漿遊離

DNA中に、分子標的薬である EGFRチロ

シンキナーゼ阻害剤（EGFR-TKI）の耐

性化遺伝子変異である EGFR T790Mが、

EGFR-TKI 獲得耐性を起こした患者血漿

で同定されたこと、がん組織で得られた検

出頻度（約 50%）と程同等な検出率であ

ったことを報告してきた（Nakamura, J 

Thorac Oncol, 2011）。さらに、EGFR-TKI

効果予測因子である EGFR L858R, exon 

19 欠失変異も新規開発した検査系を用い

て肺がん患者血漿中で検出可能であった

ことも報告した（Nakamura, J Thorac 

Oncol, 2012）。しかし、担がん患者血漿遊

離 DNAが同定されて 35年経過した現在

でもがん組織由来の DNA がどのように

遊離されるのか明らかにされておらず、ま

たその生理的な役割も不明である。我々の

検討では、がん組織由来血漿 DNAが同定

された患者には以下のような特徴がみら

れた。 

１．血漿 T790M陽性患者は、陰性患者と

比べ予後不良の傾向がみられた（図１）

（Nakamura, J Thorac Oncol, 2011）。治

療前組織を用いた T790M 陽性例では予

後不良、良好と一定の見解が得られていな

い（Su, J Clin Oncol, 2012, Fujita, J 

Thorac Oncol 2012）。 

２．血漿 EGFR L858R, exon 19欠失変異

陽性患者は、進行癌でのみ検出され、多

臓器転移がみられた患者で高頻度に検出

した（表１）（Nakamura, J Thorac Oncol, 

2012）。 

上記の結果より、血漿中に腫瘍由来の

DNA を検出する事は、がんの進展に関与

している可能性がある。血漿中変異 DNA

と臨床的特徴の確認は、現在施行中の多施

設共同研究前向き検討で行う予定である。 

（２） ヒト肺がん転移を再現したモデルマウ

ス 

我々は、可能な限りヒトの転移を模したマ

ウスモデルの構築を行うため、高度免疫不

全マウス（NOD/SCID/Jak3欠損マウス：

NOJマウス）を用いて検討している。NOJ

マウスは、熊本大学・岡田誠治教授が樹立

した高度免疫不全マウスである。

NOD.Cg-PrkdcScid種と Jak3欠損マウスを

交配して作成され、T細胞、B細胞、NKT



細胞の欠損に加えて、NK 細胞欠損、補体

低下、マクロファージ・樹状細胞の機能異

常を伴う（Okada, Int J Hematol 2008）。

T790M、L858R 変異を有するヒト肺がん

細胞株 H1975を、NOJマウスに移植しヒ

ト肺がん転移（同種）を再現したモデルマ

ウスを構築し、全身に転移を生ずる事を確

認した（図 2）。また、血漿遊離 DNAを用

いて上記で述べた MBP-QP 法で T790M、

L858R変異を検出する事も確認した。この

マウスモデルを用いて腫瘍細胞由来血漿遊

離 DNA の検出機序を検討し、腫瘍進展と

の関連について検討する。 

２．研究の目的 

本研究の目的は、腫瘍細胞由来血漿遊離

DNA が出現する機序を明らかにし、血漿遊

離 DNAが腫瘍進展の指標となるか検討する

ことである。また、この動物モデルが、転

移を標的とした新規薬剤のスクリーニング系

として有用であるか明らかにする。 

３．研究の方法 

1. ヒト肺がん転移モデルマウスにおける転

移巣での heterogeneity の検討 

① ヒト肺癌細胞株 H1975 を NOJ

マウスに皮下移植を行い、体重変

化、腫瘍の測定を行い、体重が減

少し衰弱してきたマウスは解剖

を行い、転移の有無を確認する。 

② 腫瘍は原発巣、各臓器転移部位に

わけ、病理組織用・DNA解析用・

RNA 解析用・蛋白質解析用に分

け保存する。 

③ リンパ節転移（リンパ行性）、実

質臓器転移（血行性転移）、およ

び原発巣でそれぞれ DNA 解析

（肺癌関連分子 8 種の direct 

sequencing）・RNA解析（cDNA  

microarray）・蛋白質解析（リン

酸化アレイ）を行い比較検討する。 

2. ヒト肺がん転移モデルマウスにおける腫

瘍細胞由来血漿遊離 DNA 量の経時的

変化 

① ヒト肺癌細胞株 H1975 を用い、

ルシフェレース発現細胞株を作

成する。 

② NOJ マウスに①で得られた細胞

株を移植し、肺原発巣、転移巣の

推移を in vivo イメージングを用

いて経過観察する。 

③ 腫瘍由来血漿遊離 DNAの存在を、

L858R, T790M を指標に同一個

体で経時的検討を行う。L858R, 

T790M は mutation-biased 

PCR and quenched probe 

system (MBP-QP) 法を用いて検

査する。 

3．ヒト肺がん転移モデルマウスにおける転

移形式と腫瘍細胞由来血漿遊離 DNA と

の関連 

 2 の検討において、腫瘍由来 DNA が

同定された時点で、血漿遊離 DNA を

deep sequencing にて網羅的遺伝子解

析を行い、1－③で得られた結果と比較

し、血漿遊離 DNAの源を検討する。 

4．次世代 EGFR-TKI 阻害剤投与後の腫瘍

由来血漿遊離 DNA の変動 

① H1975 に対して抗腫瘍活性をもつ



次世代 EGFR-TKI を投与し 2 と同

様の検討を行い、抗腫瘍活性が血漿

遊離 DNA に反映されるか検討する。 

② 腫瘍由来血漿遊離 DNAを 2-③と同

様に T790M, L858R を指標に経時

的検討を行い、腫瘍由来血漿遊離

DNA の消失時期と転移抑制時期と

の関連を検討する。 

 

5．ヒト肺がん転移モデルマウスにおける転

移形式と腫瘍細胞由来血漿遊離 DNA との

関連 

① K-ras変異株、BRAF変異株を用いて

4 と同様の検討を行う。血漿遊離 DNA

より K-ras codon12変異、BRAF V600E

変異高感度検出系は企業との共同研究で

開発中であり、現在感度確認中である。 

② 5-①を用いて、BRAF, MEK阻害剤の

効果について 4 と同様の検討を行い、

EGFR 以外の変異がんについても本モ

デルマウスが適用できるか検討する。 

 

４．研究成果 

1．ヒト肺がん転移マウスの作成と転移の

経時的変化 

高度免疫不全マウス（NOD/SCID/Jak3欠

損マウス：NOJマウス）を用いて検討した。

NOJマウスは、熊本大学・岡田誠治教授が

樹立した高度免疫不全マウスである。

NOD.Cg-PrkdcScid種と Jak3欠損マウスを

交配して作成され、T細胞、B細胞、NKT

細胞の欠損に加えて、NK 細胞欠損、補体

低下、マクロファージ・樹状細胞の機能異

常を伴う（Okada, Int J Hematol 2008）。

T790M、L858R 変異を有するヒト肺がん

細胞株 H1975を、NOJマウスに移植しヒ

ト肺がん転移（同種）を再現したモデルマ

ウスを構築し、転移頻度、部位を確認した

（表 3）(Sueoka-Aragane N, et al, PLoS 

One, 2014)。 

2．腫瘍細胞由来血漿遊離 DNA量と腫瘍容

量、転移頻度との相関 

上記転移モデルマウスを経時的に解剖し、

腫瘍容量、転移頻度及び、MBP-QP法を用

いて血漿遊離 DNA 中 T790M、L858R 変

異量との相関を検討した。腫瘍容量増加、

転移頻度の上昇に伴い、腫瘍細胞由来血漿

遊離 DNA 検出頻度は上昇した。以上の結

果より、腫瘍細胞由来遊離 DNA は、腫瘍

進展と共に血中に出現する事が明らかにな

った(Sueoka-Aragane N, et al, PLoS One, 

2014)。 

 

3．ヒト肺がん転移モデルマウスにおける転移

形式と腫瘍細胞由来血漿遊離 DNA との関



連 

 上皮間質転換(EMT)表現型をスクリーニ

ングとして用い、肺がん細胞株 H1975 と

H226B について皮下移植を行い転移形式

について検討した。H1975細胞を皮下移植

すると全体の 93%で転移を認めたが、中で

もリンパ節に高頻度（79%）に転移した。

一方、H226B細胞を皮下移植すると全例肺

転移を認めた（論文投稿中、図 5）。前者を

リンパ行転移、後者を血行性転移の系とし

て、現在、原発巣と転移巣との DNA変異、

蛋白リン酸化の比較を行っている。リンパ

行性転移については、原発巣と比べ、転移

巣でリン酸化を認めた数種の分子を同定し、

現在Western blottingで確認中である。 

 

4．第 3世代 EGFR-TKI投与後の腫瘍由来

血漿遊離 DNAの変動 

上記転移モデルマウスを用いて次世代

EGFR-TKI処理を行い、原発巣、転移巣の

モニタリングを行った。H1975にルシフェ

レース発現プラスミドを導入し、

H1975-luc を作成した（図 6）。経時的に、

腫瘍容量、転移頻度を in vivo イメージン

グシステムで解析可能になった。さらに、

血漿遊離 DNA を継時的に採取し、腫瘍由

来血漿遊離 DNA の変動解析を行った。ま

た、上記動物モデルを用いて次世代

EGFR-TKI耐性株を抽出している。耐性株

を用いた耐性化機構の解析と、腫瘍細胞由

来遊離 DNA への反映について検討中であ

る。 
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