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研究成果の概要（和文）：マウス口腔由来の扁平上皮癌細胞株をマウス皮下へ移植し、In vivo passage法を用
い、同じ細胞を親株としたリンパ節高転移細胞とリンパ節低転移細胞を確立した。両者の細胞株からRNAを抽出
し、RNA-Seqによる網羅的遺伝子発現解析を行い、リンパ節転移制御候補因子Xを同定した。得られた候補因子X
について食道癌患者を対象にリンパ節転移との相関を検討した。また、RNAメチル化のN6-メチルアデノシン
(m6A)に着目し、m6A脱メチル化酵素のリンパ節転移に与える影響について解析した。m6A脱メチル化酵素は癌細
胞の増殖を制御し、細胞周期の解析からG1からS期への進行に不可欠であることが判明した。

研究成果の概要（英文）：The parental NR-S1M murine oral squamous cell carcinoma cells were serially 
in vivo passaged. Then, highly lymph node-metastatic and non-metastatic cell lines were derived from
 the same parental cells, and a reliable animal model of lymph node metastasis was established. RNA 
was extracted from both cell lines, and comprehensive gene expression analysis by RNA-Seq was 
performed to identify candidate factor X for controlling lymph node metastasis. We examined the 
correlation between the obtained candidate factor X and lymph node metastasis in esophageal cancer 
patients. In addition, we focused on RNA methylation N6-methyladenosine (m6A) and analyzed the 
effect of m6A demethylase on lymph node metastasis. The m6A demethylase regulates the growth of 
cancer cells and cell cycle analysis revealed that it is essential for the progression from G1 to S 
phase.

研究分野：消化器外科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
固形癌リンパ節転移に対する新しい制御法の開発が社会から切望されている。そこで、我々は全ての遺伝子に対
するガイドRNAがプールされたPooled lenti-CRISPR libraryを感染させることによってリンパ節転移に関わる遺
伝子を探索した。同時に、移植―リンパ節転移を繰り返すIn vivo passageよって今後の研究発展に不可欠なリ
ンパ節転移動物モデルを確立した。さらにRNAメチル化のN6-メチルアデノシン(m6A)に着目し、m6A脱メチル化酵
素のリンパ節転移に与える影響について研究した。これらの結果は今後のリンパ節転移研究において重要な知見
を含んでおり、社会的意義が大きい。

※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、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 

 

リンパ節転移は固形癌患者の予後を決める最も重要な因子の一つである。我が国では従

来、固形癌のリンパ節転移は「まだ根治治療の対象となる転移」として、精力的に研究が

行われてきた。これまでの研究成果により、癌組織内でリンパ管新生が誘導され、新生さ

れたリンパ管経路でリンパ節転移が生じることが判明した。そしてリンパ管新生に関わる

遺伝子として、VEGF-Cとその受容体VEGFR-3、その他、PDGF—BB・FGF-2・Angiopoietin-

1・HGFなどが研究成果として報告された。しかし、臨床導入できる画期的な固形癌リンパ

節転移制御因子の発見には至っていない。 
 
 
２．研究の目的 

 

画期的なリンパ節転移抑制・治療法を開発するためには、リンパ節転移に関わる最も強い因

子を探し出し、この因子がリンパ節転移のどの段階でどの因子とどう関わっているかを包

括的に捉える必要がある。本申請研究では、全ての遺伝子に対する gRNA がプールされた

lenti-CRISPR library 感染癌細胞をマウスに移植し、この転移細胞を継代することで最も

リンパ節を支配する遺伝子を探し出すことを目的とした。また、同時にリンパ節転移に深く

関わる可能性のある RNA メチル化の N6-メチルアデノシン(m6A)に着目し、m6A 脱メチル化

酵素のリンパ節転移に与える影響について解析することを目的とした。 
 
 
 
３．研究の方法 
 

（１）in vivo passageマウスリンパ節転移モデルの確立 

マウス口腔由来の扁平上皮癌培養細胞（NR-S1M）を、C3H/HeNマウス（雌）背部皮下に移

植し、この癌細胞が鼠径リンパ節に転移するマウスリンパ節転移モデルを用いた。癌細胞

をマウス背部へ移植し、鼠径部にリンパ節転移を引き起こした個体のリンパ節から癌細胞

を再度分離し、これを培養して、再度次のマウスへ移植するin vivo passage法によるリ

ンパ節高転移モデルを確立した。一方で、in vitro passageを繰り返すことで継代が進ん

だ細胞をマウスへ移植してもほとんど転移しないことを確認し、これをリンパ節低転移モ

デルとした。以上より、同じ細胞を親株とした「リンパ節高転移細胞」と「リンパ節低転

移細胞」を確立した。 
 
 

（２）Pooled lenti-CRISPR library 感染細胞の作成 

NR-S1M細胞に、全ての遺伝子に対するgRNAがプールされたPooled lenti-CRISPR library

を感染させ、Pooled lenti-CRISPR library 感染NR-S1M細胞 を作成した。マウス背部皮

下にPooled lenti-CRISPR library 感染NR-S1M細胞を移植し、5週間後、鼠径部の転移リ

ンパ節を採取する。そして、リンパ節転移を引き起こしたPooled lenti-CRISPR library 

感染NR-S1M細胞の継代―再移植を行った。 

 
 
 



 

 
 
 

（３）リンパ節転移に強く関わる遺伝子の検索  

最初に移植したPooled lenti-CRISPR library 感染NR-S1M細胞と、リンパ転移―移植を繰

り返して3継代させた後の癌細胞で増幅されているgRNAの標的遺伝子をリスト化し、転移

促進に最も関わる未知の遺伝子候補を検索した。 

 

（４）RNA-Seqによる網羅的遺伝子発現解析 

リンパ節高転移モデル細胞とリンパ節低転移モデル細胞から RNA を抽出して RNA-Seq によ

る網羅的遺伝子発現解析を行った。 

 

（５）m6A脱メチル化酵素のリンパ節転移に与える影響 

RNA メチル化の N6-メチルアデノシン(m6A)に着目し、m6A 脱メチル化酵素のリンパ節転移に

与える影響について RNA-Seq による m6A 脱メチル化酵素ノックダウン細胞の遺伝子発現解

析を行った。また、m6A-RIP-qPCR によって m6A 脱メチル化酵素が候補因子 Y の RNA の m6A

を脱メチル化するかを検討した。 

 

 
４．研究成果 
 

（１） RNA-Seq による網羅的遺伝子発現解析 

リンパ節高転移モデル細胞とリンパ節低転移モデル細胞から RNA を抽出して RNA-Seq によ

る網羅的遺伝子発現解析を行い、リンパ節転移制御候補因子 X を同定した。候補因子 X に

ついて食道癌手術検体による組織マイクロアレイを用いて、免疫組織化学染色を行い、食道

癌患者の予後やリンパ節転移の有無について検討した結果、リンパ節転移制御候補因子 Xと

食道癌リンパ節転移が相関した。 
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（２）リンパ節転移に強く関わる遺伝子の検索  

最初に移植したPooled lenti-CRISPR library 感染NR-S1M細胞と、リンパ転移―移植を繰

り返して3継代させた後の癌細胞で増幅されているgRNAの標的遺伝子をリスト化し、転移

促進に最も関わる未知の遺伝子候補については現在解析を進めている。 

 

（３）m6A 脱メチル化酵素の癌進展に与える影響 

m6A 脱メチル化酵素がヒト食道扁平上皮癌細胞の増殖を制御すること、細胞周期の解析から

G1 から S期への進行に不可欠であることが判明した。 

 

（４）m6A脱メチル化酵素の標的遺伝子の同定 

RNA-Seq による m6A 脱メチル化酵素ノックダウン細胞の遺伝子発現解析により、m6A 脱メチ

ル化酵素の標的遺伝子候補 Yを同定することができた。また m6A-RIP-qPCR によって m6A 脱

メチル化酵素が候補因子 Y の RNA の m6A を脱メチル化することで同 RNA を不安定化させ細

胞周期が促進することで、ヒト食道扁平上皮癌細胞の増殖を制御していることを証明した。 
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