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研究成果の概要（和文）：上皮性癌の細胞間接着性の減少は多くの場合、転移・浸潤を促進する。先行研究では
集団的に移動する改変肺がん細胞は元の株よりも遠隔転移を促進する事を報告した。本研究では骨肉腫という間
葉系のがん細胞を用い、遠隔転移における接着性の変化の影響を明らかにしようとした。実験的に肝・腎臓に転
移するように誘導したがん細胞では接着分子の変化が認められた。また元株との遺伝子の網羅的解析を用いた比
較ではこれまで抗癌作用を期待されていた分子(PEDF)が過剰発現していた。元株にPEDFを発現させた株はカドヘ
リン種の変化を引き起こし、膝関節から血流に乗り、肝臓・腎臓に転移した。メカニズムについて調べたので報
告する。

研究成果の概要（英文）：Loss of cell-cell adhesion from epithelial cancer often promotes 
infiltration and metastasis. In our previous report, the modified lung cancer cells, which has 
stable cell-cell adhesions, actually promote the dissemination to the opposite lungs. In this study,
 we planned to clarify how the changes of cell-cell adhesion properties affected on the ability of 
the distant metastasis. The sub-cell lines experimentally induced metastatic characteristics to 
liver and kidney changes various cell adhesion molecules. Also gene profiling of these sub-cell 
lines and the parental cells revealed that PEDF gene was upregulated, which was formerly expected as
 the anti-cancer drug. We made the parental cell line overexpressing PEDF, and tested gene 
expression, cell migration, and in vivo metastasis. The cells injected into knee joint produced the 
primary lesions orthotopically, and metastasized to liver and kidney too. We further researched the 
unexpected mechanism about PEDF-induced metastasis.

研究分野：腫瘍生物学

キーワード： 浸潤・転移

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

1. 研究開始当初の背景 
 
 発生生物学の研究より、神経堤細胞の移動
前・移動後の変化には細胞接着分子の発現変
化を伴う事が分かっている。発生のみならず
癌を含む全ての生物学的事象で E-カドヘリ
ンから N-カドヘリンへの変化は上皮間充織
遷移として知られており、癌生物学において
も特に転移・浸潤のきっかけとなるため、研
究が続いている。しかしながらカドヘリン種
の変化は E から N だけではなく、例えば前
述の神経堤細胞では N-カドヘリンから OB-
カドヘリン（CDH11）への変化が見られる。
研究代表者はこの N- to OB-の変化と細胞の
集団移動能の変化について注目した。N-カド
ヘリンで接着された細胞シートは集団的に
移動する。しかし OB-カドヘリンを発現する
頃にはより単独の細胞として移動するよう
になる。実際、OB-カドヘリンにはホモフィ
リックな結合活性はほとんど見られない。
OBカドヘリンの OBとは osteoblastの事で
骨芽細胞に発現するカドヘリンである。頭部
神経堤細胞は顔面の骨格を形成するので骨
形成に関与するカドヘリンが発現する事は
不思議では無い。ここで癌細胞における N及
び OB-カドヘリンの発現を調べてみた。する
と骨肉腫由来の細胞株グループで N-カドヘ
リンと OB-カドヘリンを両方、もしくは片方
のみ発現する細胞株が複数得られた。この基
礎データを元に集団移動のがん転移におけ
る優位性と細胞接着因子カドヘリンの E to 
N以外の種の変化における影響について調べ
てみようと考えた。 
 
2. 研究の目的 
 
 がんの遠隔転移において細胞の集団化は
広範囲または他臓器への転移にがんから見
て有利になる戦略なのだろうか？それとも
がんを制する側から見て与しやすい相手に
なるのだろうか？細胞生物学的に見れば細
胞の集団化は一度に多くの細胞を明確な方
向性を持って移動させる大変効率の良い手
段である。しかしながら生体内における様々
な微小環境をそれを簡単には許さない。がん
においては脈管性転移をするには臓器内の
がん組織から臓器を出て、血管などの壁をす
り抜け（intravasation）血流などに乗り、組
織周辺に到着すると再び血管の壁をすり抜
け（extravasation）細胞は再集合し転移病巣
をつくる。通常このように考えられてきたが、
先行研究により細胞接着を維持したまま組
織のフレキシビリティを上昇させるシステ
ムが存在することを示した(Kuriyama et al., 
2014)(新学術領域研究)ことから血管などの
立体狭窄部においても細胞接着を維持する
ことにメリットがあるのではないかと考え
るようになった。これらの事からがんは遠隔
転移において実験的に細胞の集団化をいつ
どこで必要とするのかを明らかにすること

が目的となった。 
 
３．研究の方法 
  
 骨肉腫由来高転移株 HuO9-M132 は OB-cad+ 
N-cad-、別の高転移株 143B は N-cad+, 
OB-cad-であるという予備的実験結果があっ
たが、予備実験と初年度に用いていた OB-カ
ドヘリン抗体には特異性に問題があった事
が発覚した。再検討の結果 143B は N-カドヘ
リン、OB-カドヘリン共に陽性であり、モデ
ルを満たす細胞株とは言い難い細胞であっ
た。さらに HuO9 由来細胞株に様々な方法で
遺伝子導入を行ったが、トランスジェニック
株を作らない細胞株であった。143B は過去の
文献によると皮下にできた腫瘍からも肺転
移を起こすとされた（He らのグループからの
１本の論文）が、他のグループから報告され
た論文では肺転移は見られなかったとされ
ている。我々は細胞株バンクから 143B 細胞
を入手し、ルシフェラーゼレポーターを発現
する細胞株を作成した。ルシフェラーゼによ
る発光イメージングを駆使すればがんの微
小な転移を検出する事ができる。我々が構築
した143B+mCherry-IRESluc2株は膝関節に注
入しても皮下注射からも肺への転移は認め
られなかった。心臓に細胞を注入し、血流に
強制的に乗せた際には他の臓器には一切シ
グナルが認められないものの副腎組織にの
み生着・転移病巣を作るというこれまで報告
されていない表現形を示す事が分かった。 
 
４．研究成果 
1.骨肉腫由来細胞株 143B を元に作成した肝
臓・腎臓転移株とリンパ節転移株の遺伝子プ
ロファイリング 
 
143Bは骨肉腫細胞株HOSをK-Rasでトランス
フォームして作成された細胞株である(Kim 
et al., 2002)1。皮下注射によりヌードマウ
スなどの免疫不全動物に生着するものの、骨
肉腫によく見られる肺転移などは示されて
いなかった。しかしながら He らのグループ
によって 143B 株の高転移性が示され、皮下
から肺への転移も報告された(Luu et al., 
2005)2。この論文に従い、高転移性を用いて
転移と集団移動の関係を明らかにしようと
考えた。143B に mCherry-IRES-luc2 をレンチ
ウィルスを用いて導入し、細胞株を樹立した。
143B+mCherry-IRES-luc2 はルシフェラーゼ
を用いたイメージングで微量の細胞レベル
での転移を検出することができる。この株を
ヌードマウスの膝関節に注入したが原発巣
が肥大化するのみで転移能を持たなかった。
さらに Scid マウスを用いてより免疫寛容な
条件で移植を起こったが、それでも原発巣が
より大きくなったのみで転移が検出されな
かった（図１） 
そこで手法を変え、心臓への注射を行ったと
ころ、腎臓への転移は見られなかったが副腎



への細胞の集積が見られた（図２）この細胞
株を元に高転移株を作成しようと考えた。 
図 1 

Scid マウスに移植した 

骨肉腫細胞株 143B を 

ルシフェラーゼ発光を 

用いて検出したもの 

（Day 42） 

原発巣に相当する腫瘍 

は大きくなっているが 

他の組織に転移は見られ 

ない 

 

図 2 

143B 心臓内注射により副腎 

領域に転移、腫瘍を形成した 

（左）ルシフェラーゼ検出 

（右）腫瘍化した副腎 

 

 

図 3 

143Bkid 心臓注射後 15日目 

 

膝関節への正所的な転移と 

肝臓領域への転移が認められる 
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143B+mCherry-IRES-luc2 を心臓に注射し、
Day28 まで経時的に観察したところ微小な転
移巣が形成された。それらの転移巣を個別に
切除し、トリプシンで分解したのち、ルシフ
ェラーゼベクターを挿入時に用いた薬剤耐
性を利用し、腫瘍組織に付随する正常組織を
排除して癌細胞だけを単離した。これをさら
に培養して心臓注射を繰り返し、同じ病巣を
作成した株を単離する方法で肝臓・腎臓に特
異的に転移する 143Bkid, リンパ節に転移す
る 143Blymph を作成した。これらの細胞株は
Day15 ですでに転移するように変化した（図
3）。これらの事から遺伝子の変化は固定され
たと考えて、培養条件下での定常的な遺伝子
発現変化をマイクロアレイで比較した（図 4）。 
◯遺伝子発現変化の解析 
 

図 4 

143Bkid（右）の 143B(左) 

に対する発現量の網羅的 

比較 

 

ACTBL2, SLITRK6, DDIT3, 

lncRNA, CEMIP, Amelotin 

SLC14A1, LuRAP1, DDIT4 

lncRNA2, RNU5F-1, Serpin 

F1, lncRNA3(変動率上位) 

 

SLC14A1, LAMC2, SerpinF1 

が最も変動率が高かった。 

 

Affimetrix (Human_gene 2.0)を検索した結
果、 SLC14A1 (urea transporter) 、 LAMC2 
(laminin C2)、SerpinF1/Pigment Epithelium 
derived factor、DDIT4、Amelotin、CEMIP、
LURAP1、Slitrk6 が 143B に対し、143Bkid で
大きく変動しており、かつ 143Blymph に対し
ても143Bkidで大きく変動している遺伝子と
して抽出された。 
◯カドヘリンファミリーの変化 
カドヘリンとプロトカドヘリンのみを抽出
し た リ ス ト （ 図 5 ） で N-cadherin, 
K-cadherin(kidney), R-cadherin(retina)の
変動率が大きい事が明らかになった。 

 

図５ スキャッター   

プロットにおける    

カドヘリン（接着分子） 

群の分布        

 

X 軸が 143B の発現量 

Y 軸が 143Bkid の発現量 

を示している。OB-cad は 

中心線上に存在するので 

遺伝子の変動は低い 

N-cad, K-cad が 143Bkid で増加している 

 
◯結果の validation 
マイクロアレイの結果を踏まえ、蛋白レベル
での発現、及び mRNA レベルでの発現を確認
する作業を行った。すると CEMIP, LURAP1 の
発現は定量 PCR で再現されなかった。
SerpinF1, Amelotin, Slitrk6, DDIT4 の４遺
伝子に関してはマイクロアレイと定量PCRの
間で矛盾のある点は無かった。 
ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト で N-cadherin, 
OB-cadherin の発現や各遺伝子の発現の確認
を試みた。その結果、Amelotin, DDIT4 の蛋
白レベルでの増減は認められなかった。 
◯SerpinF1/PEDF の機能的 validation 
残 す 候 補 分 子 と し て SLC14C, LAMC2, 
SerpinF1, Slitrk6 が挙げられた。SLC14C は
Urea Transporter であり、Liver 及び Kidney
の細胞膜表面にあることが報告されており、
組織特異性を考える上では大変興味深い。
LAMC2 は発現が亢進した癌細胞の浸潤・転移
能が上昇することが報告されており、重要な
変化であるが、骨肉腫としての特異性や臓器
選択性、集団的移動性には関与しない事が予
想された。また cDNA のサイズが大きく、発
現していない株に発現させる手法が取れな
いので今回の機能解析には用いなかった。
Slitrk6 は現在なお機能解析中である。そこ 
で本研究では SerpinF1/PEDF に注目し、さら
なる解析を行った。 
PEDF は網膜変性症において血管新生を阻害
し、治療薬として期待されている。がんにお
いても血管新生を阻害できるため、治療効果
が期待されている。しかしながら PEDF は複
数の機能ドメインを持つ分泌型の分子であ



り(Marray & Ma, 2010)3、血管新生を阻害す
る N末 33mer とは異なる中央部分の 40mer は
ROS(reactive oxygen species:活性酸素)誘
導されるアポトーシスを軽減する事が示さ
れている(Gao et al., 2014)4。このため骨肉
腫由来高転移株において内在性 PEDF が転移
巣でのみ上昇する理由は定かではない。我々
が 143B 株に PEDF を発現させたところ、
N-cadherin の発現が亢進しており、143B か
ら 143Bkidでの遺伝子変化の責任遺伝子にな
っている可能性が考えられた（図 6）。 
 
図 6 143B における SerpinF1 

/PEDF の過剰発現とその効果 

 

内在性の SerpinF1/PEDF も 

143Bkid で上昇しているのが 

分かる。N-cadherin, OB-cad 

の発現が蛋白レベルで上昇して 

いる。 

 
◯143B+PEDF 細胞の解析 
143B+PEDF の心臓注射の結果、副腎転移を経
ずに腎・肝臓転移を引き起こす事が示され、
143Bkid と似た傾向を示した。そこで 143B は
膝関節から臓器に転移しなかったが、
143B+PEDF は転移能を上昇させることができ
るかについて検討した。その結果、Day72 に
おいて143B+PEDFの肝臓と腎臓への転移が確
認された(図 7)。 
血管の周りに転移巣が出来る事により血液
の循環が起こらず、低酸素状態が形成されて
おり、個々の癌細胞の移動能は減少するとは
限らず HIF1αの発現が誘導されることで浸
潤能が上昇することも考えられる。PEDF が持
つ血管内皮形成阻害作用が新生血管を阻害
することは必ずしもがん転移の抑制にはつ
ながらないという事が新たに示された。 
今回の主題である細胞接着性と遠隔転移と
の関係は今回の実験によって作成されたが
んが血管壁を阻害する活性を獲得したため、
時空間的な集団化の必要性を明らかにする
には至らなかった。しかしながら膝関節から
脈管に侵入して臓器転移に至るまでにはか
なりの時間を要している。やはり血管に入る、
出るというステップには集団化は阻害的に
働くと考えられるが、元の株は転移しない事
からも腫瘍細胞の臓器への生着・再集合には
有利に働いているとも考えられる。本研究期
間は終了するが、引き続き集団化と転移の関
係を明らかにし、転移を制御する方法を開発
できるように様々なアプローチを駆使して
研究を進めていく。 
 
図７ 

143B+PEDF 株の膝関節 

注入から肝臓に転移して 

できた病巣 

 

血管の壁はがんの外側に 

あり、脈管内のスペース 

が癌により大きく肥厚 

していて血管の形成は阻害されている。 

 
２．低酸素誘導因子 PLEKHN1 を用いた細胞死
の視覚化プローブの作成 
PLEKHN1は当初の計画にあったN-cadherinと
OB-cadherin 間のカドヘリンスイッチに関与
することが考えられている胚発生過程の神
経堤細胞に特異的に発現する遺伝子であり、
骨肉腫における発現も確認されている。神経
堤細胞が低酸素に反応して安定化する HIF1a
の発現によって誘導されることから PLEKHN1
の発現機構について調べたところ低酸素に
反応して発現が上昇する遺伝子であり、低酸
素マーカーとして働く可能性を検討した。
PLEKHN1 ノックアウト細胞に GFP-PLEKHN1 を
発現させて細胞にストレスを与えたところ、
ストレス応答で蛋白が凝集することを見出
した。さらに細胞死誘導因子である Bid を中
心に Bax, Bak と相互作用し、いち早く細胞
死を検出できる可能性を示した。（発表論文 1）
今後は様々な細胞種でストレスに応答する
ことをモニターするプローブとして使う事
ができるかを検証していく。 
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