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研究成果の概要（和文）：研究は腫瘍の肝転移における細胞基質間接着タンパクの関与に着目し、マウス肝臓へ
の腫瘍転移成立過程における細胞接着斑関連因子の果たす役割を明らかにすることを目的として研究を行った。
肝転移モデルにおいて、親株と肝転移巣形成株でPaxillinの有意な発現増加がみられ、さらにin vivo 
selection法によりさらに肝転移性を高めた株でより高いPaxillinの高発現が確認された。肺転移モデルにおい
ては、肺転移巣での発現変動はみられなかったものの、CTCにおいてPaxillinの高発現がみられた 。以上の結果
から、肝転移および肺転移にはPaxillinの発現が重要な役割を果たすことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Several reports have shown significant upregulation of Focal adhesion (FA)
-related genes and their association with prognosis in NGS analysis of liver metastatic tumor 
samples from cancer patients. This study focused on the involvement of cell-substrate adhesion 
proteins in tumor liver metastasis.
In the liver metastasis model via the splenic vein, a significant increase in Paxillin expression 
was observed in the parental strain and the liver metastasis-forming strain, and a higher expression
 of Paxillin was confirmed in the strain with enhanced liver metastatic potential by in vivo 
selection method. On the other hand, no significant change in Paxillin expression was observed in 
the lung metastases induced by intravesical injection compared to the parental strain.
These results suggest that Paxillin expression plays an essential role in liver and lung metastasis 
to bladder carcinoma, but the mechanism of its establishment in the metastases may differ.

研究分野：実験病理学

キーワード： 腫瘍肝転移　接着斑　細胞基質接着装置　肝転移モデルマウス

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまでにがん肝転移患者検体を用いたNGS解析において、Focal adhesion(FA)関連遺伝子群の有意な発現上昇
および予後との関連が複数報告されている。したがって、FAが肝転移巣成立に重要な役割を果たすことが示唆さ
れている。
本研究の成果により、血流を介した腫瘍の肝転移巣形成過程において、Paxillinを含むFocal adhesion関連因子
の発現が転移巣の形成に重要な役割を果たすことが示唆され、転移を抑制する為の新たな治療標的としての可能
性を示すことができた。

※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 
がんは原発巣発見時に肝転移が見つかる症例が多く、肝臓での薬剤耐性が患者の予後を
決めている。近年のがん肝転移患者検体およびがん細胞株を用いた NGS 解析において、FA
関連遺伝子群の有意な発現上昇が複数報告されている(Oga et al., Cancer Science 2019, 
Devaud et al., International journal of cancer 2019)。FA は細胞-基質間における接着
装置であり、細胞-基質間接着部位に多くの細胞質因子が集積し、アクチンフィラメントか
らなるストレスファイバーの端点として形成される。本研究で着目した Paxillin は FA を
構成するたんぱく質の一つであり、細胞遊走にも関与していることが知られている。 
 これまでの肝転移が多い大腸がんを標的とした我々の研究で、BALB/c マウス由来大腸が
ん細胞株 Colon26(以下 C26)から、より高い肝転移能を獲得した Liver Metastasis (LM4)細
胞を単離した。LM4 細胞の特徴として、C26 に比して Paxillin 発現量が有意に増加してお
り、shRNA にて Paxillin 発現を恒常的に減
少させたLM4-shPaxillin株では肝転移能が
対照群に比して有意に減少していることを
すでに明らかにしている(図 1(移植後 7 日
目))。また、興味深いことに転移能抑制は移
植後 3 日目ですでにみられている。したが
って、大腸がんの肝転移初期において
Paxillin が重要な役割を果たすことが示唆
されるが、その詳細な機序および生体内に
おける FA の形成の有無及び Paxillin の発
現局在については不明である。 
 
２．研究の目的 
本研究では FAの成立が膀胱癌の肝転移の重要な因子であることを明らかにするために、膀胱癌
を用いて、肝転移成立における FAの関与の有無について研究を行う。膀胱癌の肝臓への転移は、
その他の臓器への転移に比べてその患者の死亡ハザード比は 1.66 と高く(大腸癌は 1.32、胃癌
は 1.03)、生存率が低い癌である(肝以外への転移癌の 1年生存率が 24.0%に対して、肝転移の場
合は 15.1%)(Cancer Epidemiol. 2020)。また、膀胱原発腫瘍は TURBTや BCG注入法などの治
療方針がある程度整っている一方で、転移性膀胱癌は原発性膀胱癌に比べて、一次治療の時点で
抗がん剤による全身治療を選択できる患者はすでに半分以下であり、なかでも肝臓へ転移した
症例に対して白金製剤の有効性が低いことが知られている。癌の遺伝子発現データベースであ
る TCGA データベースにて転移がある StageIV 膀胱癌において、FA 関連遺伝子の有意な発現
上昇が確認されていることから、FA関連遺伝子が肝転移性膀胱癌の有効な治療標的となり得る
可能性があり、本研究の果たす社会的意義は大きい 
そこで、本研究ではがんの肝転移成立過程における Paxillin の果たす役割およびその制御機構
を明らかにすることを目的とし、転移巣-周囲正常細胞間における Paxillin 発現の有無及び
Paxillin の修飾状態の変化による肝転移巣の細胞の動態および周囲微小環境について観察を行
い、それらの分子制御機構についても解析を行う。具体的には、本研究では、Paxillinのがん肝
転移成立過程での果たす役割について明らかにすることを目的として、①Paxillinの腫瘍転移に
おける機能、②マウス肝臓での転移におけるがん細胞および周囲環境での FAの有無および接着
基質(血管、コラーゲン繊維など)の動態観察、以上 2点について研究を行った。 
 
 
３．研究の方法 
1：マウス肝転移モデルにおける膀胱癌細胞株における肝転移能の評価 
マウス肝臓に対する膀胱癌の肝転移能を評価するために、既存のマウス膀胱がん細胞株(MB49、
Mbt-2 など)を用いてルシフェラーゼ(Luc)発現株を作成し、マウス脾臓よりがん細胞株を移植し
た(マウス肝転移モデル)。さらに Luc 発光イメージングによって肝転移の有無を定量的に評価
した。十分に肝臓への生着が確認できれば以降に記す研究を行い、生着能が不十分な場合は肝転
移巣を選択培養し、肝への高転移能を有する集団を作成する in vivo selection を行った。 
 
2：RNA 干渉法による野生株および Paxillin 発現抑制株における肝転移能の評価 
上記 1の研究で作出した luc 発現細胞株に対して、さらに Paxillin 遺伝子の shRNA を導入して
恒常的に Paxillin 発現抑制した細胞株を作出し、マウス肝転移モデルにて肝転移能に対する影
響を評価した。 
 
3：同種同所移植による肺への転移における Paxillin 発現の検討 
肝臓に転移した腫瘍の栄養供給は、新生された腫瘍血管だけでなく、既存の血管を利用する
（vessel co-option）と報告されており、申請者の先行研究においても同様に、肝低転移性の親



株では肝末梢で転移巣を形成するのに対し、肝高転移株では門脈の周囲に腫瘍塊を形成するこ
とを明らかにしており、肝高転移株は FA を成立させることで、門脈本幹から栄養供給を受けて
いると考えられる。一方で、肺転移や脳転移巣においては、既存血管を利用せずに新生血管を形
成することが知られていることから、転移先となる臓器によって栄養血管の利用様式が異なる
ことが推測される。したがって、本研究ではマウスへ腫瘍の同種同所移植を実施し、得られた肺
転移巣における paxillin 発現の有無および Circulated Tumor Cell(CTC)を回収し、paxillin 発
現の有無について検討した。 
 
４．研究成果 
1：マウス肝転移モデルにおける膀胱癌細胞株における肝転移能の評価 
マウスに膀胱癌細胞株を脾臓より注入し、門脈経由による肝転移を実施した。移植後 14 日後に
剖検を実施し、肝転移巣を単離して得られた肝高転移株を用いて、マウス肝転移を実施し、親株
および肝高転移株における Paxillin の発現に
ついて qPCR 法にて確認した結果、有意な発現増
加が肝高転移株でみられた(図 2)。さらに、親株
に対して、レンチウイルスベクター導入により
Paxillin 遺伝子を強制恒常発現させた株を作
出し、親株および Paxillin 強制発現株をそれぞ
れ用いてマウス肝転移を実施した結果、
Paxillin 強制発現株においても肝高転移株と
同様に高い転移能及び転移巣から周囲への高い
浸潤能が病理組織学的解析の結果、得られた。 
 
2：RNA 干渉法による野生株および Paxillin 発
現抑制株における肝転移能の評価 
1の実験でPaxillinの高発現が肝転移頻度を教
条させる可能性が示唆されたため、確認実験と
して、親株および肝高転移株に対して、Paxillin
を発現抑制させるように shRNA を恒常的に発現
させるレンチウイルスベクターを作出し、親株
および肝高転移株に対して、それぞれベクターの導入をおこなった。その結果、親株および肝高
転移株いずれも、肝臓への転移能が著しく抑制された(図 3)。 

 
 
以上の結果から、Paxillin の発現が肝転移能に形成に重要な役割を果たすことが示された。 
 
3：同種同所移植による肺への転移における Paxillin 発現の検討 
脾静脈を介した肝転移モデルにおいて、肝転移巣形成には Paxillin の発現が重要な役割を果た
す可能性が示唆された。しかしながら、マウス肝転移モデルはその特性上、門脈支配の臓器から
肝臓への転移を模倣していることから、体循環・肺循環を介した転移を評価するには不適である。
したがって、膀胱腔内注入による同種同所移植によって作成した肺転移巣における Paxillin の
発現について検索を行った。その結果、原発巣(膀胱腔内)に比して転移巣(肺)での Paxillin の
有意な発現変動は認められなかった。一方で、同種同所移植モデルにて回収した Circulated 
tumor cell において Paxillin の有意な発現増加が確認された。以上の結果から、 
 
以上の結果から、膀胱癌への肝転移および肺転移には Paxillin の発現が重要な役割を果たすこ
とが示唆されたが、その転移巣に成立における機序は異なる可能性が示唆された。 
 

図2 肝転移モデルにおける評価 

図3 肝転移モデルにおける評価 
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