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研究成果の概要（和文）：本研究は、仮説「EGFR 遺伝子変異肺癌は、接着分子発現による上皮性性質保持によってク
ラスター形成し、アノイキスを回避して転移する」の検証を目的とする。クラスター形成に寄与する遺伝子同定のため
プールshRNAライブラリーによる網羅的解析を行った。ライブラリーを不死化気管支上皮細胞に導入後、二次元培養（
コントロール）または、三次元培養し両条件間での個々の遺伝子のshRNA量を次世代シークエンサーで定量した。クラ
スター形成に寄与する遺伝子候補を特定した。これらの候補遺伝子のクラスター形成への関与を確認するため、合成オ
リゴによる個別ノックダウンを行い、クラスター形成に関与する数個の遺伝子を特定した。

研究成果の概要（英文）：This study is aimed to test the hypothesis that EGFR mutated lung cancer cells 
complete a metastatic process by maintaining epithelial characteristics through expressing adhesion 
molecules. To identify genes contributing to forming clustering, we performed a screen with pooled shRNA 
library. The library was lentivirally transduced in immortalized normal bronchial epithelial cell lines 
(HBEC) and then the HBEC were grown in 2D or 3D culture condition. Comparing amount of shRNA between the 
two conditions by next generation sequencing, we identified potential genes contributing to forming 
cluster. To confirm this result, we also did individual knockdown of the identified genes. Through these 
experiments, we were able to identify genes that could serve as therapeutic target in EGFR mutated lung 
cancer.

研究分野： 呼吸器内科
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１．研究開始当初の背景 
研究代表者は、EGFR 変異肺癌が臨床的に
は高頻度に全身性の多発転移を発症するに
もかかわらず、実験系では転移能の生物学
的指標である軟寒天中での増殖（アノイキ
ス抵抗性）を示さないことに着目した。正
常細胞は細胞外マトリックスへの接着を失
うとアポトーシス死する。このタイプのア
ポトーシスは特にアノイキスと呼ばれる。
アノイキス抵抗性は代表的な癌細胞の悪性
形質であり、実験系では軟寒天中増殖など
で評価する。研究代表者の準備データでは
EGFR 変異細胞株 10 種すべてが軟寒天中
では増殖せず、一方で別のアノイキス抵抗
性アッセイ法である超非接着フラスコ培養
では EGFR 非変異細胞に比べ逆に増殖能
が高い。これは EGFR 変異細胞が単細胞の
状態から培養を開始する軟寒天中ではアノ
イキス抵抗性を示さず、細胞同士が接着し
クラスター形成可能な超非接着フラスコ培
養状態ではアノイキス抵抗性となることを
示す。また、研究代表者は EGFR 変異肺癌
が接着分子Eカドヘリン発現など上皮細胞
の性質をより保持し、細胞同士の接着能が
高いことを発見した(Takeyama, Sato et al. 
Cancer Lett. 2010) 。 
２．研究の目的 
上記背景より、研究代表者は、「EGFR 遺伝子
変異肺癌は、接着分子発現による上皮性性質
保持によってクラスター形成し、アノイキス
を回避して転移する」という仮説を着想し、
クラスター形成関与分子を標的とするアノ
イキス誘導による転移抑制治療開発を目的
とする本研究を計画した。 
 
３．研究の方法 
接着分子としてその重要性が確立され、研究
代表者の過去の報告においても EGFR 遺伝子
変異肺癌において発現が強い E-cadherin の
RNA 干渉によるノックダウンを行った。H358
細胞を用いて、合成オリゴおよび shRNA 発現
レンチウイルスベクターによる遺伝子ノッ
クダウンを行った。 
また、クラスター形成（spheroid）に寄与す
る遺伝子同定のための網羅的解析を行った。
プールshRNAライブラリーを不死化気管支上
皮細胞（HBEC）に導入した。導入後、細胞を
二次元（フラスコの接着培養）培養（コント
ロール）または、三次元培養（超非接着培養
フラスコ）し、これらの 2 つの条件間での、
個々の遺伝子に対するshRNA数を次世代シー
クエンサーにて定量した。 
 
４．研究成果 
接着分子E-cadherinのRNA干渉によるノック
ダウンを行ったが、アポトーシス誘導をみと

めなかった（図1）。 

 
そこで、クラスター形成（spheroid）に寄

与する遺伝子同定のための網羅的解析を行っ
た。プールshRNAライブラリーを変異KRASV12

が導入されたHBECに形質導入した。導入後、
細胞を二次元（フラスコの接着培養）培養（コ
ントロール）または、三次元培養（超非接着
培養フラスコ）し、これらの2つの条件間での、
個々の遺伝子に対するshRNA数を次世代シー
クエンスにて定量した。次世代シークエンス
はコスモバイオ社に外部委託した。二次元培
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図２：二次元培養条件におけるプールshRNA量の増減
図３：三次元培養条件におけるプールshRNA量の増減
変異KRASV12遺伝子導入済みの不死化正常気管支上皮HBEC3細
胞を使用。レンチウイルスを使用してDECIPHER library human 
Module 1（5,043遺伝子)を形質導入。導入前後における個々の
shRNA量をベクター組み込み済みのバーコード配列のシークエン
スにて定量した。
個々のドットは一つの遺伝子（4～6個のshRNAの平均）を示す。
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図1：E-cadherinのノックダウンは肺癌細胞株にアポトーシスを誘導し
ない
肺癌細胞株HCC2935とH3255を使用。RNA干渉によって
E-cadherinをノックダウンした。明らかなアポトーシスの誘導を認めず。
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養と三次元培養の結果を比較（図2、図3）し
た。特に三次元において増殖に影響を与える
遺伝子をクラスター形成に関与する候補遺伝
子とした。次に、これらの遺伝子のクラスタ
ー形成（spheroid）への関与を確認するため
に、合成オリゴによる個別ノックダウン実験
を行った。遺伝子のノックダウンが細胞増殖
に与える影響が、2次元培養条件では無く、3
次元にて影響を与える遺伝子をクラスター形
成（spheroid）に関与する候補遺伝子として
特定した（図4、図5）。 
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図４：クラスター形成に関与が予測される候補遺伝子
の合成ＲＮＡ干渉オリゴを用いた個別ノックダウン
ＫＲＡＳ導入ＨＢＥＣ細胞を使用。合成ＲＮＡ干渉オリゴ
を用いて候補遺伝子ノックダウンを行った。ノックダウ
ン効率をリアルタイムＰＣＲにて評価した。結果の一部
を示す。いずれの遺伝子においても、有効なノックダウ
ンを確認した。

図4

0
0.5

1
1.5

2
2.5

siNC siA① siA②

Day0

Day5

0

5

10

15

siNC siA① siA②

Day0

Day3

0

5

10

15

siNC siC① siC②

Day0

Day3

0

0.5

1

1.5

2

siNC siC① siC②

Day0

Day5

0
2
4
6
8

10
12

siNC siB① siB②

Day0

Day3

0

0.5

1

1.5

2

siNC siB① siB②

Day0

Day5

図5

図5：2次元または3次元培養条件におけるクラスター
形成に関与する候補遺伝子のノックダウンが細胞増
殖に与える影響
ＫＲＡＳ導入ＨＢＥＣ細胞を使用。合成ＲＮＡ干渉オリゴ
を用いて候補遺伝子のノックダウンを行った。ノックダ
ウンは2次元（左棒グラフ）および3次元（右棒グラフ）培
養条件において遺伝子毎に細胞増殖に異なる影響を
与えた。細胞増殖に与える影響が2次元培養条件では
無く、かつ、3次元培養条件ではある遺伝子をクラス
ター形成（spheroid）に関与する遺伝子として特定し
た。結果の一部を示す。
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