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研究成果の概要（和文）：転移性脳腫瘍は予後不良であり、患者の生活の質を損なうため、その病態解明が急務
である。申請者らは、2光子顕微鏡を用いて肺癌（転移性脳腫瘍）と脳内自然免疫細胞を生体内で可視化し、肺
癌細胞が脳内免疫系を活性化すること、及び癌細胞がその生着・消失の運命決定時に微小環境と相互作用してい
ることを明らかにした。さらに、生着する癌細胞の時系列での発現スクリーニングを行い、癌細胞が微小環境に
よる排除から逃れる因子を特定した。その結果、“Don’t eat me”シグナルのうち数因子の発現が癌の生着率
を高め、転移発生段階における運命決定因子の一つとなることを見出した。

研究成果の概要（英文）：Metastatic brain tumors have a poor prognosis and severely impact patients' 
quality of life, making it urgent to understand their pathology. We used two-photon microscopy to 
visualize lung cancer cells (metastatic brain tumors) and innate immune cells in the brain in vivo. 
Our findings revealed that lung cancer cells activate the brain's immune system and interact with 
the microenvironment during their establishment and disappearance. By conducting a temporal 
expression screening of these establishing cancer cells, we identified factors that allow cancer 
cells to evade elimination by the microenvironment. Among these, the expression of several “Don’t 
eat me” signals was found to increase cancer cell colonization rates, serving as key determinants 
in the metastatic process.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
①領域横断性：肺癌転移性脳腫瘍への対応は呼吸器内科領域だが、疾患は脳神経領域に及び、専門とする研究者
は少なかった。この両分野にまたがる、肺癌から転移性脳腫瘍への移行という過程を詳細に観察・記述し、分子
機構の一部を明らかにした点で学術的意義がたかい。②転移性脳腫瘍は予後不良の疾患であり、いまだ特異的な
治療法・予防法はない。申請者らの発見は、転移性脳腫瘍の発生段階に着目し、その進展・展開を防ぐ分子機構
をひとつ見出しているため、これらの治療応用の可能性があり、社会的意義が高い。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
転移性脳腫瘍は予後不良で、患者の QOL も損なう解決すべき課題である。脳はかつて“免疫特
権”と称され、定常状態でリンパ球はほとんど存在せず、組織マクロファージであるミクログリ
アが多数存在する。ミクログリアは神経細胞の Debris を貪食して脳の恒常性を保つなど自然免
疫を担当すると考えられているが (Nat. Med. 2017;23:1018)、癌細胞への反応の経時的変化お
よびその分子基盤は明らかでない。申請者らは血行性に脳に至った肺癌細胞とミクログリアを
マウスの脳内で可視化する取り組みを行ってきた (図 1)。興味深いことに、遺伝的背景を同一に
する培養細胞株由来の癌にもかかわらず、その運命は多様で、微小転移形成する癌細胞だけでな
く、浸潤せず消失するものやミクログリアに貪食される癌細胞も観察された (図 1②③)。一方で
ミクログリアの多くが癌細胞によって形態的に活性化し細胞密度も上昇したが (図 2.3)、癌を貪
食するものは一部で多くは癌細胞の成長を許容していた (図 1③)。ミクログリアがサイトカイ
ンや細胞成長因子の放出を介して癌細胞の運命を決定する可能性もある。癌細胞の運命を決定
する複数の因子を明らかにし、それを利用し癌細胞の排除を誘導できれば、転移性脳腫瘍の発生
を抑制する治療となりえる (図 4)。そこで申請者らは本課題での核心となる「問い」である、転
移性脳腫瘍における免疫細胞―癌細胞の相互作用とこれを担う分子基盤の全容を、生体イメー
ジングによる動態解析・1 細胞解析技術による発現解析を統合して 1 細胞レベルで明らかにす
る。 

 
２．研究の目的 
目的：生体内可視化技術と伝統的な生化学的手法を用い、肺癌細胞の生着・排除の運命決定の
「場」における、ミクログリアや免疫細胞の役割を明らかにする。多様なミクログリアの反応、
癌細胞の運命を規定する分子機構を探索する。 
 
３．研究の方法 
（１）転移性脳腫瘍観察モデルを用いて、癌細胞の運命の多様さを明らかにする 
ミクログリアが蛍光標識された CX3CR1-EGFP マウスを用いる。同系統（C57BL/6J）で MHC クラス
の一致したマウス癌細胞（CMT167, EO711）を mCherry 標識して内頚動脈注射し、転移性脳腫瘍
モデルを作製する。モデルマウスの頭蓋骨に観察窓をつけて脳実質を透見可能とし、癌細胞の転
移成立過程を 3次元的に可視化する。2光子顕微鏡によって、同一動物の同一部位を繰り返し観
察でき、画像解析で癌細胞の生着率や増殖速度を定量化する（図 1）。 
 
（２）ミクログリアの癌細胞への反応の多様さと、転移形成・排除に関わる役割を明らかにする 
マウスへの PLX5622 の投与によってミクログリアを選択的に除去できる。ミクログリアを除去
した際の癌細胞の生着割合や増殖速度を定量し、癌の排除に働くか、癌の成長を促しうるのか、
ミクログリアの脳腫瘍に対する役割をあきらかにする。 
 
（３）癌細胞の運命を決定する未知の分子機構を探索するため、内頚動脈注射後「脳に生着した
癌細胞」と「脳転移を形成しない血液循環癌細胞」を FACS で単離し、網羅的発現解析（RNA-seq）
で比較する。これらの因子を同定した後には、癌細胞から CRISPR-Cas9 で対象の因子をノックア
ウトして腫瘍モデルを形成し、観察することによって因子の影響を検討する。  
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４．研究成果 
（１）転移性脳腫瘍生着時における、癌細胞の運命の多様性をあきらかにした 
  計画通り、転移性脳腫瘍の生着過程におけるミクログリア応答、腫瘍の運命を可視化により
追跡する系を確立した（図４A, B, C）。これにより、癌細胞に対してミクログリアが経時的に応
答すること、ただし応答した後の癌細胞の運命は一様ではなく多様であり、ミクログリアにより
貪食で排除されるケースと、癌細胞の成長を阻害しないケースがあることが推定された。 

（２）ミクログリアの腫瘍に対するグロスの機能を解析した。ミクログリアを PLX3397 あるいは
Siglech-DTX モデルにより除去を行うと、腫瘍の成長を促進した。CMT167mCh 移植モデルにおい
ては、ミクログリアが癌細胞の成長を全体としては促進していることが推定された。 
 
（３）計画を変更し、生着
の進行過程における癌細胞
の発現経過を RNAseq で取
得した。結果、８つの因子
が癌細胞において上昇して
いることが推定された。フ
ローサイトメトリー法で、
このうち２つの蛋白発現 A
と B が上昇していることを
同定した。これらを癌細胞
からノックアウトして生体
内観察を行うと、排除され
る癌細胞の割合が著しく上
昇し、癌細胞が生着し微小
コロニーを形成する過程に
おいて、これらの因子がそ
の生着率を高めることに貢
献していることが示され
た。 
 
これらの成果は現在英文査読誌に投稿し、原稿の改訂の過程にある。 
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