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研究成果の概要（和文）：肺癌患者の２割を占める小細胞肺癌は、遠隔転移形成が非常に多く予後不良である。
本研究では、研究代表者らが独自に開発した自然転移モデルを活用して、低分子化合物や抗体の評価を行うとと
もに、転移関連因子の探索を進め、以下の結果を得た。（１）シスプラチンあるいはHGF受容体阻害剤による治
療実験を行い、本モデルが低分子化合物や抗体などの評価に有用であることを明らかにした。（２）患者での発
現と予後が相関する膜タンパク質の解析を行い、抗腫瘍活性抗体の標的になりうることを見出した。（３）自然
転移モデルの同所移植巣と転移巣での癌細胞の遺伝子発現プロファイルを比較するプロトコールを確立した。

研究成果の概要（英文）：Small cell lung cancer (SCLC) accounts for nearly 20% of lung cancer cases 
and one of the most aggressive cancers with highly metastatic ability. In this study, we assessed 
anti-tumor activities of compounds and an antibody and searched the metastatic genes using our 
originally developed orthotopic metastasis model of SCLC. Our results are listed below.(1) Our model
 has the same aspects of SCLC patients and is useful for assessment of anti-tumor activities of drug
 seeds.(2) We identified a membranous protein as a good candidate for anti-tumor antibody-drug 
target. (3) We established a protocol for identification of genes differentially expressed between 
orthotopic tumors and metastatic tumors.

研究分野：腫瘍生物学
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１．研究開始当初の背景 
 肺癌は世界の全がん死の最大の原因であ
る。肺癌はその組織型から、頻度の高い順
に腺癌、扁平上皮癌、大細胞癌そして小細
胞癌に分類される。このうち肺癌全体の
20%程度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・副腎・脳・肝
臓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。小細胞肺癌は進
行が速く転移頻度が高いために外科的治療
が行われることはまれで、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、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。このた
め著効を示す分子標的薬の開発が望まれる
が、そこで重要になる小細胞肺癌の転移及
び癌進展の分子機構には、現在も不明な点
が多い。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、という多く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
多数存在し、細胞の運動・接着能等に関わ
る接着因子やサイトカイン、転移関連遺伝
子群の発現制御を行う転写因子や miRNA、
さらにゲノム全体のエピジェネシスを制御
する長鎖非コード RNA 等の関与が乳癌等
で既に明らかにされている。しかし、転移
及び癌進展の分子機構は癌種によって異な
り、小細胞肺癌についての知見は、現在の
ところ著しく少ない状況と言える。外科的
治療がまれなために臨床検体が得られにく
い事が、研究の進展を妨げている要因の一
つとなっている。研究代表者らは、ヒト小
細胞肺癌由来の細胞株から、肺同所移植に
より移植巣を形成するとともに、臨床と同
じ転移先臓器（骨、副腎、脳等）に自然転
移する亜株群を樹立した。さらに、これら
の亜株を利用した独自の小細胞肺癌の自然
転移モデルを確立するための条件検討を行
った。本モデルには以下の特徴がある。（１）
肺に同所移植巣を形成させるため、尾静脈
注入や皮下移植等と比べてより臨床病態に
近い系である。（２）転移先臓器も、骨、副
腎、脳、リンパ節等で臨床像と一致する。
（３）小細胞肺癌の自然転移モデルは知る
限り論文は一報のみ（ Isobe et al. J. 
Thorac. Onc. 2013）で、さらに脳転移する
ものは報告が無く、稀少性が高い。以上の
ような特徴から、本モデルが臨床検体の入
手困難さという小細胞肺癌研究における障
壁を克服しうる有効なツールと考え、小細
胞肺癌の治療標的探索を目的とする本課題
を着想するに至った。 
 
２．研究の目的 
 小細胞肺癌の転移や癌進展の分子機構に
ついては不明な点が多く、有効な治療標的
が確立されていない。本課題では、ヒト小

細胞肺癌由来細胞株から研究代表者らが樹
立した転移性亜株群及び独自の小細胞肺癌
の自然転移モデルを活用して、「低分子化合
物や抗体の抗腫瘍活性及び転移抑制活性の
評価」と「小細胞肺癌の癌進展に関与する
因子の探索及び評価」を行い、小細胞肺癌
の新たな創薬シーズの同定を目指した。 
 
３．研究の方法 
（１）シスプラチン及び HGF 受容体阻害剤
PHA665752 による治療実験 
 自然転移モデルの化学療法への反応性を
検討するために、小細胞肺癌の化学療法の第
一選択薬であるシスプラチンについて、in 
vitro 細胞増殖への影響を MTT アッセイにて
調べた上で、in vivo治療実験を行った。1x106
個の高転移性亜株をヌードマウス肺に同所
移植し、シスプラチンを 1.25 mg/kg もしく
は 5 mg/kg の用量で週一回静注投与を行って、
腫瘍移植 25日もしくは 26日後に解剖して同
所移植巣及び遠隔転移を評価した。 
 さらに、小細胞肺癌において癌進展への寄
与が明らかになっている HGF受容体 METの特
異的阻害剤 PHA665752 について、MTT アッセ
イによる in vitro 細胞増殖への影響の検討
と、in vivo 治療実験を行った。高転移性亜
株を用いた自然転移モデルにPHA665752を15 
mg/kg の用量で週３回静注投与を行い、腫瘍
移植 27日もしくは 28日後に解剖して同所移
植巣及び遠隔転移を評価した。 
 
（２）膜タンパク質 CXADR の治療標的として
の評価 
 小細胞肺癌での発現レベルが患者の予後
と正の相関がある膜タンパク質CXADRについ
て、高転移性亜株における発現をウエスタン
ブロット及び免疫組織化学により検討した。
次に CXADR shRNA 発現レンチウイルスを感染
させ、持続的 CXADR ノックダウン株を樹立し
た。コントロール shRNA を導入した高転移性
亜株も作成し、それぞれをヌードマウス肺に
同所移植して自然転移モデルを作出して、両
群で同所移植巣の大きさと遠隔転移形成を
比較した。さらに、抗腫瘍効果を持つ抗 CXADR
モノクローナル抗体（Kawada et al, Sci Rep 
2017）を自然転移モデルに週１回 250ug の用
量で計５回静注投与し、腫瘍移植 34 日から
36 日後に解剖して同所移植巣及び遠隔転移
を評価した。 
 
（３）同所移植巣と転移巣の発現比較プロト
コルの確立 
 自然転移モデルの骨転移巣及び副腎転移
巣、そして同所移植巣を回収し、ハサミで小
片にした後、ディッシュで培養した。培養後、
トリプシン処理して分散させ、抗体磁気ビー
ズ（ミルテニー社）を用いてヒト癌細胞を分
離回収した。得られた癌細胞より RNA を抽出
し、全遺伝子及び lincRNA をカバーする DNA
マイクロアレイ（SurePrintG3 Human GE 8x60K、



Agilent 社）により遺伝子発現プロファイル
を取得した。有意な発現変動が認められた遺
伝子の一部については、免疫組織化学により
同所移植巣と転移巣でのタンパク質レベル
での発現量を確認した。 
 
４．研究成果 
 （１）シスプラチン及び HGF 受容体阻害剤
PHA665752 による治療実験 
 高転移性亜株及び親株に対するシスプラ
チンの in vitro 細胞増殖抑制効果を検討し
たところ、シスプラチン 72 時間処理による
IC50 値は凡そ 0.5g/ml であり、これは胃癌
細胞株 MKN45 と同程度の感受性であった。次
に高転移性亜株を用いた自然転移モデルに
シスプラチンを 1.25 mg/kg もしくは 5 mg/kg
の用量で週一回静注投与したところ、同所移
植巣はそれぞれ 35%もしくは 45%の縮小を示
した。遠隔転移巣の形成頻度については、非
投与群が 67%だったのに対し、投与群ではい
ずれも 0%と顕著な抑制がみられた。小細胞肺
癌の化学療法の第一選択薬であるシスプラ
チンは、本モデルにおいても著効を示すこと
が明らかになった。 
 また、HGF 受容体 MET の特異的阻害剤
PHA665752 の 72 時間処理による in vitro 細
胞増殖抑制の IC50 値は凡そ 2M であり、こ
れは METに依存している胃癌細胞株 MKN45 の
IC50値20nMとは大きく異なる数値であった。
そして、細胞毒性を示さない0.2Mの用量で、
高転移性亜株の遊走能及びマトリゲル浸潤
能が有意に抑制された。次に高転移性亜株を
用いた自然転移モデルに PHA665752 を 15 
mg/kg の用量で週３回静注投与したところ、
同所移植巣には影響しなかったが、遠隔転移
形成は非投与群が 78%に対して投与群が 25%
と有意に抑制された。HGF/MET シグナルは小
細胞肺癌においても重要な因子であること
が知られており、以前にも本モデルにおいて
MET阻害剤ARQ197が遠隔転移を抑制するデー
タを得ていたが、ARQ197 には Tubulin 重合活
性もあるため解釈が難しかった。今回、特異
性の高い MET阻害剤 PHA665752 によっても遠
隔転移形成が抑制されたことから、本モデル
での遠隔転移形成へのHGF/METシグナルの関
与が強く示唆された。 
 以上の結果は、本モデルが SCLC の臨床像
をよく反映しており、低分子化合物や抗体な
どの評価に有用であることを示している。 
 
（２）膜タンパク質 CXADR の治療標的として
の評価 
 小細胞肺癌の患者のうち、膜タンパク質
CXADR （ Coxsackie virus and adenovirus 
receptor）の発現が高い患者は再発を来たし
やすいことが示された（Wunder et al. Cancer 
Gene Ther 2013）ため、本モデルでの肺腫瘍
形成や転移形成におけるCXADRの意義につい
て解析した。まず、高転移性亜株における発
現をウエスタンブロット及び免疫組織化学

により調べたところ、in vitro （通常の培
養条件）及び in vivo（同所移植巣）ともに
発現が認められた。そこで高転移性亜株の
CXADR ノックダウン細胞を作製し、in vitro
での通常の増殖能及び足場非依存性増殖能
を検討した結果、親株やコントロール shRNA
導入細胞と比較して有意な差はみられなか
った。また、我々は前立腺がん細胞株の造腫
瘍性の解析から CXADR に着目し、抗腫瘍活性
を持つ抗CXADRモノクローナル抗体を作製し
ていた（Kawada et al, Sci Rep 2017）。こ
の抗体を用いた治療実験では、自然転移モデ
ルの同所移植巣形成と遠隔転移形成がとも
に有意に抑制された。これらの結果から、膜
タンパク質CXADRは本モデルの腫瘍増殖や遠
隔転移形成には必須ではないが、小細胞肺癌
の抗がん抗体医薬の標的分子候補となると
考えられた。 
 
（３）同所移植巣と転移巣の発現比較プロト
コルの確立 
 複数の同所移植巣と転移巣から分離回収
した癌細胞のマイクロアレイデータを解析
した結果、43遺伝子が移植巣癌細胞と転移巣
癌細胞間で４倍以上の発現変動を示すこと
がわかった。それらの遺伝子のうち、転移巣
癌細胞で発現上昇していた膜タンパク質遺
伝子と小 GTPase 遺伝子について、自然転移
モデルの腫瘍組織における発現を免疫組織
染色により検討したところ、両遺伝子ともに
タンパク質レベルでも遠隔転移巣で高発現
していることが確認できた。すなわち、本モ
デルの同所移植巣と遠隔転移巣で発現変動
する因子を同定するプロトコルを確立する
とともに、転移関連因子候補を複数得ること
が出来た。 
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