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研究成果の概要（和文）：in vivo selectionで作成した細胞株を親株と高転移株との間で、転移に関連したマーカー
発現の解析を行った。中でも、PC14とその高転移株の間では、高転移株でE-cadherinの減少とVimentin発現の亢進がみ
られ、腫瘍細胞転移能に関係するとされるEMT変化が起こっているものと考えられた。またその他の３細胞株（HARA細
胞、Lewis細胞、H460）については、上記変化が見られなかった。Kinome解析は、特許技術により施行できなかった。

研究成果の概要（英文）：The molecular markers associated with tumor metastasis were compared between the 
parental lung cancer cell lines and the highly metastatic cells which were induced by in vivo selection 
methods. Highly metastatic cells originated from PC14 showed the loss of E-cadherin expression and the 
gain of Vimentin expression, showing its EMT phenotype. The other three cells did not show such 
phenomenon. The kinome analysis could not be performed due to its patent problem.
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１．研究開始当初の背景 

癌は本邦での死亡率の第一位であり、

その中でも肺癌は最多である。その一因

として高率な遠隔転移が挙げられ，進行

がん・治療後再発における転移病変の制

御は肺がんの治療に最も重要であると考

える。 

今回我々は，Kinobeads，液体クロマト

グラフィー/質量分析器（LC/MS）を用い

た kinase の網羅的解析を用いて，肺癌の

転移関連 kinase の同定を計画している。

これまで同様の研究として頭頸部癌細胞

株における kinase の網羅的解析，および

それを用いた研究（Wu Z,et al. Mol Cell 

Proteomics. 2011 ）が共同研究者の

Stephan Feller 研究室で行われている。

この研究では，頭頸部癌細胞株 34 株にお

いてKinobeadsによりkinaseのみを抽出

した後，LC/MS を用いて kinase を抽出・

解析している。最終的に EphA2 受容体発

現が癌細胞の増殖を抑制していることを

確認し，癌治療ターゲットとなりうるこ

とを発見した。 

癌細胞には少なからずheterogeneousな性

質があり，転移にはこのうちある特徴を持

つ成分（side population）が関与している

とされている。今回，我々が行う研究は，

肺がん細胞株を親株として、これを in vivo 

selection techniqueを用いて樹立した高転

移性細胞株を用いる研究を予定としている。

これらの細胞株に発現する kinome の差異

を前述の Kinobeads，LC/MS を用いて抽

出，解析することにより，転移に関連する

kinase の同定を試みる。さらに同定した

kinaseに対して，in vitro，in vivoで介入

を行うことで転移能メカニズムのさらなる

解析，臨床・創薬への応用が可能と考えた。 
 
２．研究の目的 
ヒト genome解析が成し遂げられ，癌治療

においても，genome 情報に基づいた創薬

はめまぐるしいものがある。しかし，

genome 異常が必ずしも，mRNA，タンパ

ク質の異常に結びつかないことも多く，近

年はより高感度，高特異度であるタンパク

質の情報に基づいた研究が報告されている。

今回，我々は癌細胞に発現しているタンパ

ク質のうち，kinase（kinome）に注目した。

癌細胞とその転移細胞における kinase を

網羅的解析し，転移に関連する kinase を

同定することにより，新たな転移関連シグ

ナルの発見および速やかな臨床応用を目指

すことを目的とし、創薬を視野に入れた研

究を行った。 
 
３．研究の方法 
まず In vivo selectionによる転移細胞株の

樹立を行った。肺癌細胞株数種類をマウス

に移植し，発生した転移細胞を繰り返し、

マウスに移植、転移させ、最終的に高転移

能を有する細胞株として樹立した。次に、

転移に関連する kinome による網羅的解析

を施行し、親株と転移細胞株において，

kinome の差異を解析する予定であった。

しかし、特許の関係で Kinobeadsの利用が

能わず、やむを得ず、個々の転移関連分子

発現の比較を行った。 

 

４．研究成果 

in vivo selectionで作成した細胞株を親株

と高転移株の間で、転移に関連したマーカ

ー発現の解析を行った。中でも、PC14 と

その高転移株の間では、高転移株で

E-cadherinの減少とVimentin発現の亢進

がみられた、腫瘍細胞の転移能に関係する

とされる EMT 変化が起こっているものと

考えられた。またその他の３細胞株（HARA

細胞、Lewis細胞株、H460）については、

上記の変化を起こしていないことを示した。

高転移株の作成に成功し、それぞれ親株と

の比較を行って、個々の浸潤転移関連分子

発現の比較は可能であった。しかし、本研



究の主要な解析方法である kinase 特異的

な沈降実験用ビーズの購入が特許のため行

えず、同解析の施行が困難であった。した

がって別の形での網羅的解析が必要である。 

EMT 変化が転移を起こす一つのメカニズ

ムであることが示唆されたため、EMT を

抑制することで、転移が抑制されるかどう

か E-cadherin の repressor で あ る

Snail/Slug、Twistなどの knockdownを行

い、解析を検討する。また網羅的解析に関

しては、phospho-tyrosine特異的抗体を用

いた phosphoproteomeへと方針を変更し、

解析を行う必要ができた。 
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