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研究成果の概要（和文）：原発巣から循環腫瘍細胞（CTC）として遠隔臓器に播種し生着した癌細胞（DTCs）
は、一定の期間、休眠状態で潜伏し、転移巣形成のシードとなる。我々は、頭頚部扁平上皮癌の転移性休眠を再
現するマウスモデルに高解像度DNAバーコーディング法を応用することで、特定の癌細胞集団のみが血中の流体
剪断応力に適応可能なCTCクラスターを形成することで、効率的に遠隔臓器に生着し占拠することを明らかとし
た。そして、この知見をもと、転移過程における癌細胞の力覚応答能の違いに基づくクローン選択機構の存在を
世界に先駆けて提唱した。

研究成果の概要（英文）：Tumor cells disseminated from the primary tumor as circulating tumor cells 
(CTCs) settle into distant organs, after which they effectively remain dormant until a trigger, as 
yet unknown, rouses them. We applied high-resolution DNA barcode tracking to a mouse model that 
recapitulated the metastatic dormancy of head and neck squamous cell carcinoma. We identified 
specific subclonal population that preferentially generated functionally homotypic CTC clusters 
adaptive to fluid shear stress and dominated distant organs. Then, we proposed a novel clonal 
selection model during metastasis in which metastatic cells are selected based on their intrinsic 
mechano-sensitivity.
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
癌による死亡のほとんどは転移再発を原因とする。癌細胞は血中に侵入すると、循環腫瘍細胞（CTC）として遠
隔臓器に播種・生着する。本研究では、高い転移能を持つことが知られている、複数の癌細胞が凝集したCTC
（CTCクラスター）を構成する細胞の特性の一端を明らかとした。そして、癌細胞自身の機械的力に対する応答
能の違いが、転移過程で起こる癌細胞の選択に寄与しているという、新たなクローン選択機構を提唱した。今
後、この新たなクローン選択機構を支える分子基盤を解明することは、癌の病態解明や新たな診断・治療法の開
発に寄与すると考えられる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
癌による死亡のほとんどは転移・再発を原因とする。そして、癌が明らかな病変を形成する以

前の無症候性かつ検出不可能な期間を tumor dormancy と呼ぶ。なんらかの要因により、分裂
静止状態にあった癌細胞が増殖を開始することで致死的な転移・再発に至ると考えられている
ため、静止期癌細胞の特性解明とその制御が癌治療において極めて重要である。しかし、臨床的
に検出不可能であることに加え、実験レベルにおいてもさまざまな技術的障壁が存在するため、
tumor dormancy を担う静止期癌細胞の特性や、どのような癌細胞が遠隔臓器で休眠するのか
等に関する情報は極めて少ない。したがって、今後さらに理解を深めるためには、新たな技術や
モデルを用いたアプローチが必要とされている。 
 
２．研究の目的 

静止期癌細胞の特性を理解し、その脆弱点を解明することで、新たな治療法を開発することを
目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）遠隔臓器に播種・休眠する癌細胞集団のクローナリティの解析 

癌細胞の遠隔臓器への侵入と生着は、循環腫瘍細胞（CTCs）の能力に依存している。しかし、
多くの CTCs は迅速にアポトーシスに陥る。これは、細胞外基質や細胞間接着の喪失によって
起こるアノイキス（アポトーシスの一種）や血流中の流体剪断応力（FSS）などの複合的要因に
よるとされている。近年の研究で、頭頚部扁平上皮癌（HNSCC）を含む様々な癌種の患者血中で、
凝集した CTCs（CTC クラスター）が検出されており、それらはシングル CTCs に比べ転移能が
高いと報告されている。しかし、不均一な CTCs 集団がいかに遠隔臓器での生着に寄与してい
るかは不明であった。 

我々は、どのような癌細胞が遠隔臓器に生着するのか明らかとするために、HNSCC の転移性
休眠を再現する担癌マウスモデルに、高解像度 DNA バーコーディング法（ClonTracer library）
を応用した。重要な点として、播種癌細胞（DTCs）がマクロな転移巣を形成した後では、元の
（生着時の）クローン組成が崩れている可能性があるため、播種・生着過程を理解するには、
潜伏している DTCs のクローナリティを知る必要がある。DNA バーコーディング法は、多様なバ
ーコード配列（バーコードライブラリー）を 1 細胞 1 バーコードとなるように標的細胞に感染
させ、クローン選択を伴うようなプロセスの後に、そのバーコードの内訳、すなわちクローナ
リティを解析する手法である。本アプローチは、バーコード配列の PCR による増幅と次世代シ
ーケンサー（NGS）による高感度解析を基盤としているため、稀少な CTCs や休眠 DTCs のクロ
ーナリティ解析に適している。我々は、HNSCC 細胞株に対してバーコード標識を行い，マウス
頬粘膜に同所移植し、原発巣（移植巣）や末梢血、遠隔臓器からゲノム DNA を抽出し、NGS に
よってバーコード配列を読み取り、各組織におけるクローナリティを評価した。 
（２）バーコード標識シングルクローンのトラッキングによる機能解析 

近年、蛍光色素や DNA バー
コードを用いたトラッキン
グ解析やシングルセルシー
ケンスによって、原発巣と転移
巣の様相がクローンレベルで異
なることが示唆されているもの
の、これらの多くは後ろ向き試
験にとどまる。したがって、実
際に特有のクローンがどのよう
な特性とプロセスで病態進展に
寄与しているかは知りえない。 

そこで我々は、そのような障
壁を克服するために、固有の DNA
バーコードで標識したシングルクローンを複数樹立し、それらを均等に混合して移植を行い、
上記同様に、各組織におけるクローナリティを解析した（図 1）。このアプローチの利点は、各
クローンを手元に所有しているため、特有の挙動を示したクローンの機能的解析が可能である
ことである。それ故、クローンの挙動を説明する細胞特性やプロセスに迫ることが可能となる。 
（３）FSS 下浮遊培養モデル、マウス移植モデルによる CTC クラスター形成維持機構の解析 
 上記（２）の解析で特定された休眠 DTCs を占拠するクローン（DTC 起源クローン）の遺伝子
発現プロファイルを RNA シーケンスによって解析した。また、機能解析として、2 次元培養によ
る表現型スクリーニングに加え、循環血中を模倣するような FSS 下での浮遊培養を行い、細胞
凝集体の数、細胞間接着や細胞骨格、アポトーシス（アノイキス）を評価した。また、各クロー
ンを混合した細胞集団をマウスに同所移植し、CTCsや DTCsの数やクローナリティを解析した。

図 1 



さらに、高精度金属フィルターを用いて、FSS 下で安定な凝集体を分離してマウスに移植した。 
（４）臨床データベース解析 
 過去に報告のある、CTC クラスターとシングル CTCsの遺伝子発現プロファイルと、上記の DTCs
起源クローンの発現プロファイルを比較した。また、TCGA データベースを用いて、HNSCC 患者の
原発巣における DTCs 起源クローンの発現プロファイルを解析し、当該発現プロファイルの臨床
的意義を評価した。 
 
４．研究成果 
 我々は、HNSCC 細胞株に対してバーコード標識を行い、マウス頬粘膜に同所移植した。その 1
か月後に、原発巣（移植巣）、末梢血、肺、骨髄からゲノム DNA を抽出し、NGS によってバーコ
ード配列を読み取り、各組織におけるクローナリティを評価した。その結果、原発巣では稀な集
団が CTCs を占拠しており、主にその集団が優先的に肺や骨髄に生着していることが明らかとな
った。すなわち、限られた癌細胞クローンのみが CTCs として循環し、遠隔臓器に生着していた。 

そこで、先述のように、特有のバーコード配列を持つシングルクローンを 32 種類樹立し、そ
れを混合してマウスに移植し、同様にクローナリティ解析を行った（図 1）。その結果、原発巣
では 0.2%しか存在しないものの、CTCs の約半分、DTCs のほとんどを占拠するクローンを同定し
た（図 2）。そこで、当該クローンを基軸として、FSS 下での浮遊培養や発現解析などを行い、得
られた結果を他の細胞集団でも検証した。その結果、
アクトミオシン制御分子を豊富に含む E-カドヘリ
ン結合タンパク質を高発現している、特定のクロー
ン同士が安定な CTC クラスターを形成し、遠隔臓器
を占拠するということが明らかとなった（図 3）。こ
のような、CTC クラスター起源細胞といえる集団は、
循環血中といった FSS 下でも，Rac1 依存的アクトミ
オシン制御によって細胞接着面の張力を調節するこ
とで、E-カドヘリンによる細胞間接着を安定化させ
る能力を備えていることが判った。また、患者由来
CTCクラスターとシングル CTCsの遺伝子発現解析の
結果、CTC クラスターは、我々の同定した CTC クラ
スター起源細胞の遺伝子発現シグネチャーによって
特徴づけられることが確認された。さらに、当該発
現シグネチャーを原発巣で高発現している HNSCC 症
例では、遠隔・局所再発が有意に多かった。特記す
べきことに、公開されている約 1,000 種類の gene 
ontology の中で再発に関連するものは皆無であっ
た。我々は、これら一連の知見に基づいて、癌細胞
による力覚応答能の違いが転移過程におけるクロー
ン選択を規定している（メカノセレクションと呼ぶ）ことを提唱した。 

CTC クラスターはシングル CTC に比べ転移能が高いことは知られていたものの、CTCs 自体が
稀な集団であるため、CTC クラスターを採取して解析することは困難である。上述の通り、我々
は、CTC クラスターの起源といえる細胞を捕えることに成功し、FSS 下で安定な細胞間接着を維
持するには、特有の性質がク
ラスター内で共有されてい
ることが重要であることを
示した。このことは、CTC ク
ラスターは少なくとも FSS適
応性という点で機能的に共
通の性質を持つ細胞集団か
らなる可能性を示している。
我々は、その“共有されるべ
き特性”の一つとして、E-カ
ドヘリンを同定した。この知
見は、E-カドヘリンが転移に
必要であるという報告や 1、2)、
CTC クラスターで発現してい
るという過去の報告に一致
する 3)。E-カドヘリンは、ア
クチン結合分子を介してア
クチンと結合している。E-カ
ドヘリンを介した細胞間接
着には、ミオシンの収縮によるアクチンのターンオーバーが必須であり、これによって接着面の
張力の最適化と、E-カドヘリンの局在変化などが起こる 4、5)。重要なことに、E-カドヘリンは単
なる接着分子ではなく、アクチンと結合していることで、細胞にかかっている張力を隣の細胞に

図 2 
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伝えるという、メカニカルインテグレーターとしての役割をもっている 6)。また、我々が同定し
た、CTC クラスター起源クローンの遺伝子発現シグネチャーは、アクチン結合分子を豊富に含ん
でいたことから、E-カドヘリンの働きを十分に発揮させ、血液循環中で CTC クラスターを安定化
させることに適していると推察された。換言すると、E-カドヘリンによる細胞間接着を血中で発
揮できる細胞は一部のみであると考えられた。 
細胞が外部の機械的な力にさらされると、アクチン線維は崩壊し、アクトミオシンが再構成さ

れ、細胞表層の張力が調節される 7)。我々の結果は、CTC クラスターが細胞骨格を変化させる能
力に長けていることを示しているかもしれない。重要なことに、患者由来 CTC クラスターは、迅
速かつ可逆的に細胞間接着を変化させることで鎖状に形態を変化させ、細い毛細血管を通過す
ることが報告された 8)。この報告は我々の知見を支持するものである。以上より、CTC クラスタ
ーは硬い岩のようなものではなく、柔軟な力覚応答性を有する癌細胞が連結したものであり、そ
のため、播種過程における様々な物理的変化に柔軟に対応できるのではないかと考えられた。 
 我々の知見は、転移過程でのクローン選択の基盤にメカノバイオロジカルな機構が存在する
ことを示しており、メカノバイオロジーの観点から癌の病態を捉えることの重要性を強調して
いる。今後の CTC クラスターをはじめとする CTCs におけるメカノセレクションの分子レベルで
の解明は、癌細胞が力学的環境に適応して転移するための戦略の理解につながると考えられる。 
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