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研究成果の概要（和文）：肺癌細胞株に野生型及び変異型p53を導入し、安定発現細胞株を作成した。野生型p53
細胞株は、上皮型マーカーを発現していたが、変異型p53発現細胞株でのみ間葉型へのEMT変化が起こり、浸潤能
の亢進や薬剤耐性化がみられた。これらの変化はスタチン投与により抑制され、間葉型から上皮型への回復、浸
潤能や耐性化の抑制がみられた。
臨床検体を用いた研究では、肺腺癌完全切除例239例を用いた解析を行った。p53遺伝子変異の有無による層別化
を行い、p53変異群において、EMT亢進及び予後不良がみられたが、さらにp53変異群のスタチン内服の有無によ
るサブグループ解析では、スタチン内服群で予後良好であった

研究成果の概要（英文）：Stable expression cell lines were generated by transfection of wild-type and
 mutant p53 into lung cancer cell lines. Wild-type p53 cell lines expressed epithelial markers, but 
only mutant p53-expressing lines showed EMT changes to the mesenchymal type, showing increased 
invasive capacity and drug resistance. These changes were attenuated by statin administration, with 
recovery from mesenchymal to epithelial form. 
In a study using clinical specimens, 239 completely resected cases of lung adenocarcinoma were 
analyzed. All cases were stratified by p53 mutation status, and p53-mutant group showed enhanced EMT
 activity and poor prognosis. Furthermore, a subgroup analysis of the p53 mutant group with and 
without statins showed a better prognosis in the statin-treated group.
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
現在、浸潤転移能を直接標的とする治療法はまだない。本研究の学術的意義は、変異型p53という肺癌の50%を占
める腫瘍特異的な変化による浸潤転移能に関するEMTを標的としている点である。スタチンという既存薬による
EMTの回復が可能であり、臨床応用へのハードルも低い。また分子標的薬使用中のEMTによる薬剤耐性化が問題と
なっているが、これを克服することで、既存の分子標的治療薬との相乗効果も考えられる。
結果、術後再発予防や、遠隔転移症例に対する局所療法の適応拡大など様々な点で、既存治療法に加えて新たな
癌治療戦略を採ることが可能となり、癌治療のパラダイムシフトにつながりうる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
◆EMT による肺癌浸潤転移能活性化および予後悪化 

癌の転移機序の中でも非常に重要なのが、EMT である。EMT は E-cadherin 消失および

Vimentin 発現亢進が特徴であり、その活性化は段階的ともいわれている(null→partial→full)。

我々は、これまでに、肺腺癌手術例において、この EMT メカニズムが活性化すると、その活性化

レベルに応じてリンパ節転移頻度が高くなることや、再発までの期間およびその予後が悪化する

ことなどを明らかにしてきた。 

◆p53 遺伝子変異を有する肺癌における EMT と浸潤能亢進 

近年、腫瘍で高頻度に起こる p53 遺伝子変異は、正常細胞の癌化に関わるだけでなく、EMT を

起こして、その浸潤転移能を亢進させることが報告されている。我々は肺癌切除検体 282 例を対

象に、EGFRや p53 と EMT活性化レベルの情報を統合解析することで、p53 遺伝子変異と EMT

活性化との相関は、変異型 EGFR でより顕著となっており、予後に与える影響として、driver 

mutation の有無によって相違がある事がわかった(未発表)。実際、臨床的には、同一の EGFR

遺伝子変異陽性肺腺癌であっても、浸潤転移のないスリガラス像を主体とした腺癌から

aggressive に転移を来す腫瘍まで幅広い臨床像を取ることがよく知られており、EMT がその特性

に関わっている可能性が高い。 

◆変異型 p53 導入による EMT と薬剤による回復 

また、EGFR変異を有する肺癌細胞株に変異型 p53 を発現させることで、EMT(E-cadherin 消失お

よび Vimentin 発現亢進)が誘導され、Statin により、その表現型が回復することが分かった 

 

２．研究の目的 
本研究は、臨床および過去の基盤研究から得た知見に基づいた、肺癌における変異型 p53
誘導性 EMT 活性化メカニズムの解明とその治療応用可能性の確立を目的とする。具体的に
は、以下を目的とした。 
・肺癌における、p53 遺伝子変異により誘導される EMT に基づく浸潤転移能および薬剤耐性
メカニズムの解明および同分子の臨床的意義の検討 
・トランスジェニックマウスを用いた p53 遺伝子変異発現と EMT による腫瘍悪性化、さらに
driver mutation との相互作用およびシグナル経路の解明 
・変異型 p53 誘導性 EMTの経路を標的とした治療法の確立 
 

３．研究の方法 

<1>肺癌における、p53 遺伝子変異により誘導される EMT に起こるシグナル解析 
肺癌細胞株において、p53 遺伝子変異の有無を確認すると共に、lentivirus transfection によ
り外因性 p53 を導入する。EMT 活性化の有無が野生型および変異型 p53 の違いにより起こ
りうるかどうか検討する。我々は、現在、H1650 細胞株および A549 細胞株に野生型 p53 と
Gain of function 型 p53 を外因性に導入することで、E-cadherin 発現低下と Vimentin 発現亢
進を確認している。 
さらに、変異型 p53 依存的に様々な癌種で予後不良因子である LDL-receptor Related 
Protein 1 および受容体のリサイクリングに関わる Rab-Coupling Protein が増加することを確
認しており、関連したシグナル経路の解析を siRNA、WB などの手法を用いて行う。またシグ
ナル経路分子発現の臨床的意義を、臨床切除検体を用いた免疫染色、遺伝子発現解析に
より検討する。 
<2>in vitro および in vivo 浸潤転移能の解析 
EMT 活性化による浸潤転移能の変化を確認する。具体的には、in vitro では、matrigel 
invasion assay により、in vivo では EMT が恒常的活性化した腫瘍細胞を用いた orthotopic 
model により浸潤転移能の変化を解析する。またその際に、浸潤転移能だけではなく、mouse
内で形成する腫瘍の組織型についても解析する。EMT を起こすことで、どのような組織型の
変化が起こるのか、また構成する細胞群についても変化があるのかどうかを、免疫染色およ
び FACS により解析する。 
<3>肺特異的 p53 遺伝子変異トランスジェニックマウスを用いた腫瘍悪性化機序と driver 



mutation の相互作用の解明 
Cre Recombinase による肺組織特異的遺伝子組み換えと GFP lineage trace 技術を使用す
る。変異型 p53 マウスと変異型 EGFR マウスを交配し、変異型p53を持たない変異型EGFR
マウスと共に、転移の出現状況などを評価、原発巣(肺病変)と転移巣との比較検討を行う。 
 
<4>臨床応用を目的とした EMT阻害による浸潤転移能や治療抵抗性変化の解析 
変異型 p53 によって EMT 活性化が起こり、治療抵抗性や浸潤転移能の獲得が明らかとなっ

た際には、同分子およびその下流シグナルを標的とした治療薬剤の検討を行う。具体的には、

変異型p53 の安定化に寄与するメバロン酸経路阻害剤である Statin や Hsp90 阻害剤などの

投与により、EMT 活性化によってもたらされた表現型の消失を確認する。また薬剤耐性化克

服の可能性ついても解析する。in vivo では、治療介入を行い、腫瘍縮小、転移能低下や生存

期間に与える影響を検討する。 

 

４．研究成果 

変異型 p53を導入した肺癌細胞株に上皮間葉転換（EMT）が起こることや、スタチンに

よるこれらの phenotype の変化を抑制可能であることが実験的に確かめることが出来た。

また臨床的にも変異型 p53 の有無により、スタチンの効果に違いがあることを確認し、こ

れらの内容を論文として発表することができた。 

まず肺癌細胞株に野生型及び変異型 p53 を発現する lentivirus を導入し、FACS による

sortingを行って、安定発現細胞株を作成した。これらの継代により、オリジナルは上皮型

マーカーを発現していた細胞株から間葉型への変化が起こることが確認できた。また細胞

形態も紡錘形へとなり、phenotypeの変化としても浸潤能の亢進や薬剤耐性化がみられた。 

これらのマーカーや phenotype の変化はスタチン投与により抑制され、間葉型から上皮型

への回復、浸潤能や耐性化の抑制がみられた。変異型及び野生型 p53 導入株の比較検討に

おいて LRP1や RCPの発現増加がみられたが、これらの分子の silencingによっても EMT

の明らかな改善はみられず、主要な経路との判断は困難であった。 

さらに臨床検体を用いた研究では、我々がこれまでに作成した肺腺癌完全切除例 239 例

を用いた TissueMicroarrayを使用して、p53遺伝子変異の有無による層別化を行い、EMT

マーカー発現や、そしてスタチン内服の有無による術後生存に対する影響を確認した。p53

遺伝子変異グループにおいては、スタチン内服群は予後良好であったが、野生型 p53 グル

ープでのスタチン内服には、それらの効果がみられなかった。これらの結果を論文化し、報

告した（Nishikawa et al, Cancer Manag Res, 2019）。 

引き続き in vivoでの実験として、SPC-Creに p53LSL-R172H を交配させたマウスに、

肺癌物質であるウレタンを投与して、肺特異的な変異型 p53 を有する肺癌モデルを作成し

た。その結果、変異型 p53 を有するモデルにおいて、一部で肝転移が認められた。さらに

スタチンをマウスに投与することで肝転移がみられなくなった。 

また変異型 p53を導入した肺癌細胞株に上皮間葉転換（EMT）が起こることや、スタチ

ンによるこれらの phenotypeの変化を様々な p53変異においても同様の事象が起こるか検

討した。R175H、R273H以外の HOTSPOT変異 4種類について、lentivirus vectorでの

作成および H1650への transfectionを行い、安定発現細胞株を作成した。 

さらに EMT に対する阻害剤の検討も行った。既報により、肺癌細胞株に対する TGFβ

刺激により、EMT が起こることが知られているが、同 EMT を Tranilast が抑制すること

を示した。Tranilastは臨床で既にケロイドに対する治療薬として使用している薬剤である



が、TGFβ刺激により E-cadherin が消失し、vimentin 発現が増加し、形態的にも紡錘形

となり EMT を起こしていた。その状態で Tranilast 投与を 48 時間行ったところ、E-

cadherin 発現、vimentin 抑制され、EMT が改善されたと考えられた。Tranilast により

Smad4 が抑制されることで EMT が改善していることが確認された。この結果を現在、論

文投稿中である。 

 そして EMT を標的とした薬剤スクリーニングを行うための系を確立した。E-cadherin と vimentin

の promoter の下流に、luciferase を挿入した vector を肺癌細胞株に導入し、reporter assay を

行うことが可能となった。肺癌細胞株に TGFβを添加して、EMT を起こし、24 時間後から候補薬

剤を投与することで、E-cadherin発現の上昇、vimentin発現の低下を起こす薬剤をスクリーニング

できる。現在、TGFβ受容体阻害剤などでこの系が有効に働くことを確認している。 
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