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研究成果の概要（和文）：高悪性である微乳頭構造を示す肺腺癌を特徴づける因子の解明は不明瞭のままであ
る。申請者は微乳頭構造を取る肺腺癌由来の細胞株を樹立した。この研究では、樹立した細胞株の特徴を明らか
にすること、この細胞と種々のプロテオーム解析技術を駆使して、この腫瘍を特徴付けるマーカー候補タンパク
質の獲得を目指した研究を展開した。この細胞の特徴や獲得したマーカー候補タンパク質について述べる。

研究成果の概要（英文）：The factors conferring the increased malignancy on lung adenocarcinoma with 
micropapillary component (MPPAC) remain to be elucidated. I established cell line named as a 
KU-MPPAC derived from the micropapillary pattern adenocarcinoma of the lung. I investigate the 
property of this cell line in detail, and aimed at the acquisition of novel biomarkers for MPPAC 
using by the several proteomic techniques. We describe the characteristics of this cell line and 
obtained biomarker candidate proteins for MPPAC.

研究分野：医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
最 近 、 微 乳 頭 構 造  (micropapillary 

pattern；MPP) を呈する腫瘍は肺癌、膀胱
癌、乳癌唾液腺癌、卵巣癌等で報告され、共
通して高度の脈管侵襲やリンパ節転移があ
り予後不良であり、MPP は形態学的予後不
良の指標で、MPP を含んだ腫瘍は独立した
臨床病理学的単位であるとの報告がある。し
かし、MPPACの高い脈管侵襲能や転移能を
規定する因子は依然として不明のままであ
る。 

 
２．研究の目的 
申請者は MPPAC 構造を取る AC 患者から
MPPAC 由来細胞株を樹立した（KU-MPPAC 細胞
と命名）。この細胞株の特徴を明らかにする
こと、様々な手法を駆使してこの細胞株を用
いたMPPACに対する腫瘍マーカー候補タンパ
ク質の獲得を行うことや SCID マウスへの可
移植性腫瘍の樹立をも目指した研究を展開
する。また、この細胞を用いた KU-MPPAC 細
胞の iPS 細胞化も行う。同様に、MPPAC 組織
や患者血清を用いた腫瘍マーカー候補タン
パク質の獲得を目指した研究も合わせて展
開する。 
 
３．研究の方法 
（１）細胞株の樹立とその特徴の解析：10％
FCS加RPMI1640培地で樹立した細胞株をさら
に、ハイブリドーマ用に開発された無血清培
地であるH-SFM培地や無タンパク質培地であ
るPFHM-II培地で継代可能な細胞株を樹立す
る。 
（２）二次元電気泳動法による検討：MPP
細胞株と既知の肺腺癌細胞株からタンパク
質を抽出し、両者を二次元電気泳動法で比較
するため、低分子量タンパク質の解析を目的
として Tricine-PAGEを行った。さらに、実
際のMPPAC組織を用いた二次元電気泳動に
よる腫瘍マーカー候補タンパク質の検出を
行った。 
（３）セクレトーム解析による検討：無タン
パク培地で培養しているKU-MPPAC細胞の
上清をアセトン沈殿し精製したタンパク質
サンプルを Tricine-PAGEで解析した。 
（４）自己抗体解析：MPPAC細胞株の元と
なった治療前の患者血清を有しており、同一
患者の血清と MPPAC 細胞株、もしくは
non-MPPAC 由来の細胞株である A549 と
LC2/ad 細胞からタンパク質を抽出し、等量
混合した試料を二次元に展開し、MPPAC患
者 3名のプール血清、non-MPPAC患者 3名
のプール血清それぞれを一次抗体として自
己抗体が認識する抗原タンパク質を解析し
た。 
（５）マウス移植腫瘍の樹立：この細胞株が
マウスへ移植された場合、MPP を呈するか
否かは重要であり、MPP を呈した場合は、
この腫瘍の転移・浸潤の解析モデルにもなる
可能性がある。 

（６）KU-MPPAC細胞の iPS化：この細胞
の予後不良の原因を探る目的で、山中 4因子
導入による iPS化を行う。 
 
４．研究成果 
（１）細胞株の樹立とその特徴の解析：
KU-MPPAC 細胞は 10%FCS 加 RPMI1640
培地でシート状増殖をせず、小胞巣状に少数
の細胞が接着し、その上に細胞が重層して増
殖する様式を取る。重層した細胞は小胞巣状
で浮遊状態になり増殖する。このような増殖
様式は、通常の腺癌細胞とは異なり、実際の
MPPACで見られるものに類似している。上
皮 由 来 で あ る こ と は 、 免 疫 染 色 で
pan-keratin や E-cadherin が陽性であるこ
と、また腺癌のマーカーである MUC5B や
RACK-1, TTF-1 も陽性であった。この時点
で、世界で初めてMPPAC細胞由来の細胞株
を樹立し、高悪性であるこの腫瘍の特徴を明
らかにするための有用な細胞株であるとし
て出願した（特願 2015-052548、平成 27 年
3月 16日出願）。 
 細胞の倍加時間は約 30 時間であり、染色
体検査の結果、染色体数は 46本、47本、48
本のものが混在している核型不安定性の細
胞株であり、1番、2番、10番、22番染色体
のトリソミーや様々な染色体異常があるこ
とが分かった。TAKARA バイオ株式会社に
依頼しKU-MPPAC細胞と非MPPAC細胞と
して A549 細胞の Gene Chip Expression 
Array解析を行った。その結果、様々な遺伝
子の発現に相違が認められたが、幹細胞や神
経内分泌マーカーの発現（SOX2, KLF4, 
NCAM1, ASCL1）が KU-MPPAC細胞で著
しく高いことが分かった。また、TTF-1 や 
EPICAMの発現も高いことも分かった。IPA 
Pass way analysisにより A549細胞に比し
てKU-MPPAC細胞での遺伝子発現の解析で
は P53 タンパク質に関連する遺伝子の発現
が有意に最も多く過剰発現しており（29の遺
伝子の発現が上昇,p値 = 1.45-E28）、このシ
グナル系列の異常がKU-MPPAC細胞の特徴
であることが分かった。 
（２）二次元電気泳動法による検討：
Tricine-PAGE による低分子量タンパク質の
発現の相違を検討した結果、KU-MPPAC 細
胞では PRDX2,4,6, ESTD, PSA1, RPS27A, 
QPRT, SODC, MIF, PA1B2, PHB, CHD1, 
PCTPP1, GSTP1の 14個のタンパク質が同
定された。多くが酸化ストレスに関与するタ
ンパク質群であった。 
（３）セクレトーム解析による検討：低分子
量タンパク質を対象とした分泌タンパク質
の二次元電気泳動による解析（セクレトーム
解析）では 25 個とのタンパク質が同定され
た 。 そ の 中 で タ ン パ ク 質 の 局 在 が
extra-cellularと表記されているものは、MIF, 
SOD1, LCN15, SCG2, BOLA2, NME1の 6
個が見出された。同定されたタンパク質の
IPA Pass way analysisにより、P53タンパ



ク質に関連する遺伝子の発現が有意に最も
多く過剰発現しており、分泌タンパク質の解
析でも P53 タンパク質のシグナル系列の異
常がKU-MPPAC細胞の特徴であることが分
かった。 
（４）自己抗体解析：KU-MPPAC 細胞を二
次元電気泳動で展開し、この細胞株の基とな
った患者の血清を一次抗体として用いて、患
者の自己抗体を利用した腫瘍マーカーの検
出を行った。その結果、HSP70, PD1A4, 
SND1, EEF2, DDX3X, HNRNPL, ATIC, 
G6PD, CK18, OAT, GOT1, COPS4, 
TALDO1, PSME3, NADPH, HNRNPB1, 
ENO1, PTBP1, SRP72, TKTの 20個の自己
抗体が認めるタンパク質が同定された。 
 また、MPPACや non-MPPAC患者のプー
ル血清を用いた 2DE-IB 法の結果より、
non-MPPAC患者血清に比してMPPAC患者
血清で 1.5倍以上シグナル値が高かった自己
抗体は 40 個、MPPAD 患者血清に比して
non-MPPACで 1.5倍以上高かったものは 21
個、計 61個が検出され、うち 45個（42種）
を同定した。同定された抗原タンパク質のう
ち作製可能であった合成タンパク質 40 種に
対して、16 例ずつの MPPAC, non-MPPAC
患者血清を用いた Dot Blot法を行った。測定
結果から ROC解析を行ったところ、AUC≧
0.6を示す自己抗体は 14種であった。AC組
織を HSPB1抗体で免疫染色を行った結果、
MPPACでは発現が低いが non-MPPACでは
発現が高く、特に明かな乳頭状増殖を示す腺
癌での発現が高かった。AUC が高値を示し
た HSPB1について免疫染色法を行った結果、
non-MPPACでは腫瘍細胞に強発現する傾向
にあったが、MPPACにおいては全体的に染
色性が弱く、発現が低い傾向にあった。 
（５）マウス移植腫瘍の樹立：樹立した
KU-MPPAC細胞を SCIDマウスの皮下に移
植することでこの細胞の固形腫瘍を樹立す
ることが出来た。また、この腫瘍塊を新たな
SCID マウスの皮下に移植することで継代可
能であることも確認した。また、SCID マウ
ス腫瘍をホルマリンで固定し、HE 染色した
ところ、臨床材料で見られる構造に類似した
MPP 様構造を取っていることを確認した。
MPPACのモデル動物として治療実験等に応
用可能な動物実験系が樹立できた。この腫瘍
組織は培養細胞と同様に pan-keratin や
E-cadherin, TTF-1, hASH-1, SYP, CGA等
の発現が維持されており、さらに細胞では失
われていたMUC5BやN-CAMの発現も認め
られた。様々な実験に有用な可移植性腫瘍の
樹立を行うことが出来た。 
（６）KU-MPPAC細胞の iPS化：作製した
細胞は KU-MPPAC4Fと命名した。この細胞
は免疫ブロット法により導入した 4因子の発
現があることを確認している。樹立した細胞
を SCIDマウスに移植したところ、親株であ
るKU-MPPAC細胞と同様に形態を取ってい
たが、免疫染色の結果、iPS 細胞の特徴であ

る SOX2, OCT3/4, KLF4,c-MYCの発現が亢
進していた。さらに、Nestin, ABCG2, PDPN, 
CD47, ALDH1A1, TROYなどの幹細胞マー
カーの発現が亢進していた。 
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