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研究成果の概要（和文）：癌の増殖と転移には腫瘍微小環境が重要な役割を果たす。申請者は、ラット腎細胞癌
(RCC)より RCC 細胞株を樹立後、免疫状態が正常である野生型ラットへの腎被膜下移植(同種同所移植)から高頻
度に肺転移するモデルを開発した。
本研究では上記モデルを用いて肺高転移株を樹立した。高転移株は親株と比較しin vivo、in vitro両方におい
てがん悪性化が亢進していることが明らかとなった。これらの細胞株から網羅的遺伝子発現解析を行った結果、
高転移株において転移能に寄与する可能性があるタンパク質XとYを同定した。
今後タンパク質XとYを介した肺転移巣での腫瘍微小環境への役割解明が期待される。

研究成果の概要（英文）：Tumor microenvironment formation is one of the most critical event for 
cancer metastasis and malignancy. previously we generated the novel metastatic model of renal cancer
 using rat renal cell carcinoma cell line rRCCd5 which are established by us. In this study, we 
generated the highly lung metastatic clones of rRCCd5 via in vivo selection method, and underwent 
the phenotype screening of metastatic clones in vivo and in vitro and transcriptome analyses.  These
 analyses revealed that over-expressions of protein X and Y in the highly metastatic clones might 
contribute to accelerate the lung metastasis ability via facilitating the cancer cluster formation 
by cancer cell adhesion dys-regulation.
Further study are needed for understanding the relationship between the protein X or Y and tumor 
microenvironment formation in the lung metastatic lesions of renal cancers. 

研究分野：腫瘍病理学
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１．研究開始当初の背景 
癌に罹患したヒトはなぜ命を落とすのか。
多くの癌患者は、特定の臓器にできた癌が
「転移」し、多臓器不全に陥り、死に至る。
癌死を克服し寿命を全うするためには、癌転
移の機序を明ら かにし、制することが重要
であると考えられる。古くから癌の転移に
は腫瘍微小環境の形成が重  要な役割を果た
していることが知 ら れ て い る (Folkman: 
NEJM 1971)。これまでの世界的な癌転移 
研究から腫瘍微小環境の形成には癌関連線
維芽細胞 CAF、腫瘍血管内皮細胞 TEC、腫
瘍関連マク ロファージ TAM を始め、近年
では好中球 NET(Jonathan C.: JCI 2013)、
制御性  T 細胞を中心と  したリンパ球 
TIL(Aurelien M.: JCI 2013) や 血 小 板
(myriam L.: Cancer Cell 2011)の関与も 明
らかになり、転移に必要なニッチの研究はま
すます加速している。 
２．研究の目的 
癌の増殖と転移には腫瘍微小環境が重 要 な
役割を果たす。申請者は、ラット腎細胞癌
(RCC)より  RCC 細胞株を樹立後、免疫状
態が正常である野生型ラットへの腎被膜下
移植(同種同所移植)か ら高頻度に肺転移す
るモデルを開発した。本モデルでは、腫瘍微
小環境を構成する線維芽細胞、 血管内皮細
胞、マクロファージや好中球のみならず、 T 
細胞を代表とするリンパ球が腫瘍内に認め 
られ、転移性腎癌のホットトピックである
免疫療法の評価も可能である。本研究は申
請者が開発  した新規腎癌肺転移モデルを用
い、遠隔臓器への転移のメカニズムを腫 瘍
微小環境の形成に焦点 を合わせて解析し、
既存治療薬及び新規治療薬の有効性評価の
一助となるモデルの創出及び転移 機序解明
を目的とする。 
３．研究の方法 
肺高転移株の樹立： 
これまでに、EHEN 誘発ラット腎細胞腫瘍より
癌細胞株 rRCCd5 を樹立した。本株の腎皮膜
下移植肺転移系を用いて、本移植を 5回繰り
返し、肺高転移株 2株を再度樹立した。以下
は、本樹立株と親株の比較を行うことで転移
関連因子の同定を行った。 
 
1)高転移株及び親株を用いた移植実験 
高転移株２種及び親株を用いた腎皮膜移植
を行い、移植 4週後における肺転移能の検討
を行った。及び移植後一般状態の悪化及び個
体死をエンドポイントとして生存曲線を作
成した。 
 
2)in vitro phenotype screening 
高転移株及び親株を用いてWST-8法による細
胞増殖能の検討、フローサイトメーターを用
いて Side Population 及び CD44, CD133 抗体
を利用した癌幹細胞能の検討、及び抗がん剤
を用いた薬剤耐性能の検討を行った。 
加えて、コラーゲン/マトリゲルを用いた３

次元培養における浸潤能の検討、トリプシン
処理後のがん細胞塊形成能の検討を行った。 
 
3)3 次元培養サンプルを用いた各種オミクス
解析 
コラーゲン/マトリゲルを用いて 3 次元培養
を行ったサンプルに対して Exon array 及び
miRNA array を行い、高転移株で発現異常を
示す分子に対して解析を行った。 
 
4)遺伝子ノックダウン実験 
上記オミクス解析により選別した遺伝子X及
び Y に対して、siRNA によるノックダウンを
行い、細胞増殖能、癌細胞塊形成能及びリン
酸化チロシン量の解析を行った。 
 
４．研究成果 
1)高転移株及び親株を用いた移植実験 
親株と比較して、高転移株 2種ともに、有意
に高い肺転移能を示した。加えて、高転移株
では、親株と比較し生存曲線が有意に短縮さ
れた。 
 
2)in vitro phenotype screening 
２次元培養において、親株と比較し、高転移
株で WST8 により増殖能の有意な亢進、FCM に
より CD44/CD133 double positive 及び SP 分
画の有意な増加を認めた。さらに、sunitinib
及び everolimus 処理により高転移株で IC50
の亢進が認められた。以上の結果より、高転
移株では細胞増殖能の亢進のみならず幹細
胞性の亢進が認められ、薬剤耐性能が増加し
ていることが明らかとなった。 
3 次元培養において、高転移株で高度の
protrusion 形成を認め、基質を溶解させ周囲
への浸潤が認められた。一方、親株では明確
な protrusion 形成を認めず、高転移株にお
いて獲得された形質であることが考えられ
た。 
 
3)3 次元培養サンプルを用いた各種オミクス
解析 
Exon array の結果、親株と比較し、両方の高
転移株で共通して1.5倍以上及び以下に異常
発現した遺伝子はそれぞれ 159及び 538種類
であった。これら遺伝子リストに対して GO
解析を行った結果、vasculature development 
(p=3.00E-0.7) 及 び tube development 
(p=0.026)等浸潤に類似したアノテーション
がノミネートした。 
 
4)遺伝子ノックダウン実験 
上記 Exon array 解析の結果、我々は 2 種類
の遺伝子 X及び Yに着目した。これら遺伝子
に対してsiRNAを用いてノックダウンすると
細胞増殖能が有意に抑制され、がん細胞塊形
成も阻害された。さらに、リン酸化チロシン
の抗体である 4G10 で WB を行った結果、リン
酸化が減弱している蛋白質が多数あること
が観察された。 



以上をまとめると、本研究により肺転移能が
亢進する２つの高転移株を樹立し、その機序
の一端を明らかにすることに成功した。今後
本研究ツールを用いて癌細胞と転移先の臓
器における非癌細胞との細胞間コミュニケ
ーションを明らかにすることにより、転移成
立における微小環境の優位性を明らかにし
たいと考えている。 
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