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研究成果の概要（和文）：本研究は治療前の組織検査により、微小ながん転移も検出できるがん転移検出システムの開
発を目的としている。まず、非転移性がん細胞と転移性がん細胞からなるヒトがん組織類似動物モデルを作製し、各が
ん細胞の転移・発育様式を解析した。次に両がん細胞のタンパク質と遺伝子の総合的解析にて、低酸素時に発現する分
子群が転移性がん細胞に特徴的な分子であることが分かった。動物モデルでのこれらの分子の発現様式を経時的に解析
した結果、これらの分子の発現様式（局在・発現量）の変化を総合的に判断することにより、がん転移のstageを推測
できることがわかった。

研究成果の概要（英文）：This study aimed to establish a detection system for micro-metastasis and metastat
ic stages using examination of biopsy. We created an in vivo animal model of heterogeneous human cancer co
nsisting of non-metastatic (NM) and metastatic (M) tongue cancer cells and analyzed the pattern of metasta
sis and growth of both cancer cell lines. In addition, using integrated differential proteomics and transc
riptomics, we identified significant activation of hypoxia-inducible-related signals in M cancer cells ver
sus NM cancer cells. The analysis of the expression pattern of these molecules in an in vivo animal model 
suggested that we may be able to determine the metastatic stages of cancer by comprehensive examination of
changes in the pattern of their expression (localization, expression volume).
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１． 研究開始当初の背景 
（１）転移性がん細胞の有無は患者の予後を
大きく左右する。診断技術の進歩により、が
んの転移の検出率は非常に向上したものの、
転移巣がある程度の大きさにならないと現
行の検査ではがん転移を見つけることはで
きない。分子生物学的解析技術の急速な発展
により、網羅的解析が可能になったので、こ
の手法を利用し、目的とする細胞の性格付け
を行うことにより、微量ながん転移も検出で
きると考えられる。 
 
（２）われわれは診断・治療法開発のため、
まず、同所性移植法により浸潤・転移能が異
なるヒト舌がん細胞株を同一患者様より樹
立し、浸潤・転移実験モデル系を確立した。
がん組織は非転移性がん細胞や転移性がん
細胞など色々な性質をもった heterogeneous
（ヘテロ）な細胞集団から成るので、非転移
性がん細胞と転移性がん細胞を異なった蛍
光でラベルし、混和した細胞集団を同所性移
植し、がん組織類似動物モデルを作製した。
転移性と非転移性がん細胞間のプロテオー
ム解析とトランスクリプトーム解析結果を
統合した融合プロテオミクスを行い、転移性
がん細胞に亢進する分子シグナルネットワ
ークを同定し、その特徴的な分子の上記がん
組織類似動物モデルのがん移植舌組織にお
ける発現様式と転移の各stageの詳細な解析
により、原発巣の検査にて転移性がん細胞の
存在と転移のstageがわかる臨床応用可能な
診断法を考案することができ、更に転移性が
ん細胞マーカーの同定により、転移性がん細
胞の治療薬の開発もできると考えた。 
 
２．研究の目的 
（１） がんの原発巣を調べることにより、 
原発巣における転移性がん細胞の有無なら
びに転移の各 stage（転移無し、転移初期：
マイクロメタ、転移中期以降：マクロメタ）
を正確・低格・簡便に検出するシステムの開
発を目的とする。 
 
（２） 目的のために、転移の各 stage に特 
有な分子（転移性がん細胞マーカー）を同定
し、がん組織類似動物モデルにおける転移性
がん細胞マーカー候補分子の発現様式（局
在・発現量）と転移の stage の関係を明らか
にし、転移の stage の検出法を考察する。 
 
３．研究の方法 
（１）In vivo がん組織類似動物モデルの作
製と頸部リンパ節転移 stage・舌における各
がん細胞の発育様式の検討：がん組織類似動
物モデルにて、転移性がん細胞と非転移性が
ん細胞の区別ができるように、各がん細胞を

可視化し（転移性舌がん細胞株 SQUU-B：GFP
発現・緑、非転移性舌がん細胞株 SQUU-A：RFP
発現・赤）、両細胞を混和したヘテロながん
細胞集団をヌードマウスの舌に同所性移植
し、実体蛍光顕微鏡を用いて、経時的（移植
後 0日、3日、7日、11 日、14 日、18日、21
日、42 日、50日）に頸部リンパ節転移の stage
および舌移植部位における各がん細胞の発
育様式を観察した。また転移性がん細胞およ
び非転移性がん細胞をそれぞれ単独でヌー
ドマウスの舌に同所性移植し、同様の解析を
行った。 
 
（２）転移性がん細胞にて亢進するシグナル
ネットワークおよび転移性がん細胞マ－カ
―候補分子の検討：がん組織において転移性
がん細胞を検出するために、上記 in vivoが
ん組織類似動物モデルにて使用した転移性
がん細胞と非転移性がん細胞の遺伝子とタ
ンパク質の発現の相違をDNAチップ(54675ア
レイ)・質量分析法（iTRAQ 法・LC-MS/MS 解
析）にて解析後、われわれが開発したアルゴ
リズムによって両データを融合させ分子ネ
ットワーク解析を行い、転移性がん細胞にて
亢進しているシグナルネットワークおよび
転移性がん細胞に特徴的な分子（転移性がん
細胞マーカー候補分子）を検討した。 
 
（３）転移性がん細胞マーカー候補最重要分
子 HIF-1 (Hypoxia inducible factor-1)
のノックダウンによるヘテロな細胞集団の
発育様式の変化の検討：転移性がん細胞にて
亢進するシグナルネットワ―クにて最も中
心的な分子として、HIF-1を同定したので、
転移性がん細胞の HIF-1をノックダウンし
た細胞（SQUU-B-HIFᴷᴰ）を作製した。HIF-1
ノックダウンによるヘテロな細胞集団の発
育様式の変化の客観的評価向上のため、マト
リゲルを使用した三次元培養（in vitro モ
デル）を行いし、共焦点レーザー顕微鏡を用
いて、各がん細胞の局在・占める割合を培養
２日から 18 日にわたり経時的に観察した。
また、in vivo 動物モデルを用いて、転移性
がん細胞の HIF-1ノックダウンによる転移
能の変化を検討した。 
 
（４）ヘテロな細胞集団における活性型
HIF-1の発現様式の検討：転移性がん細胞に
HIF レスポンスエレメントを有するGFP発現
レポータージーンを導入した細胞を作成し、
転移性がん細胞の活性型 HIF-1の発現を可
視化した。この細胞を含むヘテロな細胞集団
（in vitro三次元培養法および in vivo動物
モデル）内の転移性がん細胞における活性化
HIF-1の局在を共焦点レーザー顕微鏡ある
いは実体蛍光顕微鏡を用いて解析し、転移



stage との関係を検討した。 
 
（５）転移性がん細胞マーカー候補分子の in 
vivo 動物モデルにおける発現検討：がんの原
発巣を調べることにより、原発巣における転
移性がん細胞の有無ならび転移の各stageを
検出するシステムを考案するため、各がん細
胞の in vitro および in vivo がん組織類似
動物モデルの舌組織において、融合プロテオ
ミクスにて選定した転移性がん細胞マーカ
ー候補分子（MIF、HIF-1、Nago、E-Cadherin、
Biglycan、TG2、CD44、Cytokeratin14、プロ
テインＸ）の発現様式の経時的変化を免疫染
色法にて解析し、発現様式と転移 stage との
関係を検討した。 
 
４．研究成果 
（１）初期転移時原発巣の腫瘍中心部では非
転移性がん細胞の減少が出現する：in vivo
がん組織類似動物モデルにおけるヘテロな
がん細胞集団の発育様式を経時的に調べる
と、非転移性がん細胞と転移性がん細胞を混
和した細胞集団移植後７日目までは、非転移
性がん細胞と転移性がん細胞はほぼ同じ範
囲で存在していた。非転移性がん細胞は 11
日目では腫瘍中心部で減少し始め腫瘍の外
側に進展、14日では腫瘍の中心部での減少が
進み、さらに 18 日以降では中心部ではほと
んど検出されず、辺縁部に限局していた。転
移性がん細胞は腫瘍魁全体に見られたが、移
植後 14 目以降腫瘍の増大が著明となり、優
勢発育が認められた。頸部リンパ節転移は、
移植後 11 日以降より転移性がん細胞のみ認
められた。マウスは移植後 50 日前後で死亡
したが、死亡時においても、リンパ節の節外
浸潤は認められなかったことより、このモデ
ル系では、非転移・転移初期・転移中期以降
の 3 stage が診断可能であった。転移の有無、
片側・両側転移、転移巣の大きさより、未転
移（7 日以前）、転移初期マイクロメタ（11
日～18 日）、転移中期（21 日以降）と判断で
きた。舌組織での各がん細胞の発育様式と転
移の stage との関係を考察すると、非転移性
がん細胞が腫瘍の中心部で減少し始めると
転移初期、さらに非転移性がん細胞の減少が
進み辺縁部に限局した状態は、転移中期を示
唆す可能性が考えられた。 
 
（２）HIF シグナル伝達系の亢進は転移性が
ん細胞に特有なネットワークである：ヘテロ
ながん細胞集団の発育機構を明らかにする
ために、各がん細胞のプロテオーム解析とト
ランスクリプトーム解析を行い、そのデータ
を統合した融合プロテオミクス法を行った
ところ、転移性がん細胞に発現が高い HIF-1
の上流分子として、MIF, Biglycan, Nogo, 

TMP21 を検出し、下流分子として、TG2, 
E-Cadherin, サイトケラチン 8、18、19、
CatheisinD を認め、転移性がん細胞に高発現
を認めた 41分子中 30分子が HIFのシグナル
ネットワーク系に含まれることがわかった。
これらのことから、HIF を中心としたシグナ
ル伝達系は、転移性がん細胞を最も特徴づけ
るものであると考えられた。両細胞の HIF-1
の発現をウェスタンブロッティングと蛍光
染色法にて検討すると、有酸素状態では、転
移性がん細胞に若干の HIF-1の発現を認め
るが、疑似的低酸素状態では、転移性がん細
胞のみ濃度依存性に活性型 HIF-1が核に強
く発現し、転写因子として機能しており、
HIF-１は転移性がん細胞に特徴的な分子で
あると考えられた。 
 
（３）ヘテロながん細胞集団における転移性
がん細胞の優勢発育と転移は HIF-1に起因
する：へテロな細胞集団の発育様式・転移と
HIF-1の関係を明らかにするため、in vitro
三次元培養システムを樹立し、共焦点レーザ
ー顕微鏡にて各細胞の動態を経時的に観察
したところ、非転移性がん細胞は徐々に減少
し辺縁部に押しやられ、in vivo 動物モデル
の結果と一致していた。そこで、転移性がん
細胞の HIF-1をノックダウンした細胞
（SQUU-B-HIFᴷᴰ）を非転移性がん細胞と混合
培養し三次元解析を行った結果、非転移性が
ん細胞は減少しなかったことから、転移性が
ん細胞に HIF-1が発現することにより、転移
性がん細胞の独占的発育と、非転移性がん細
胞の減少および辺縁部への後退が起こって
いるのではないかと考えた。in vivo 動物モ
デルにて SQUU-B-HIFᴷᴰは頸部リンパ節転移
しなかったことより、転移は HIF-1によると
考えられた。 
 
（４）転移性がん細胞は HIF-1が発現すると
E-Cadherin の発現が減弱する：転移性がん細
胞に特有なネットワークである HIF シグナ
ル伝達系を詳細に検討すると、転移との逆相
関が報告されている E-Cadherin の発現が転
移性がん細胞に高かった。これ現象を理解す
るために、in vitroおよび in vivo動物モデ
ルの舌組織において免疫染色法を行い、
E-Cadherin と HIF-1の発現の関係について
検討した。非転移性がん細胞・転移性がん細
胞 ・ HIF-1 の ノ ッ ク ダ ウ ン 細 胞
（SQUU-B-HIFᴷᴰ）の in vitroでの E-Cadherin
の発現は有酸素状態で均一に発現していた
が、疑似的低酸素状態や細胞が重層すると、
転移性がん細胞に HIF-1の発現を認め、
HIF-1を発現している細胞間の E-Cadherin
の発現が減弱あるいは消失していた。また、
各癌細胞を単独移植した in vivo動物モデル



の舌組織では、in vitroの結果と同様に、非
転移性がん細胞・SQUU-B-HIFᴷᴰの E-Cadherin
は均一に発現し、HIF-1は発現していなかっ
た。転移 stage との関係を見ると、転移性が
ん細胞では、未転移時 E-Cadherin は均一に
発現し HIF-1は発現していなかったが、早期
転移以降では、HIF-1の発現を認め、HIF-1
を発現している細胞間の E-Cadherin の発現
が減弱あるいは消失していた。転移の stage
が 進 む に つ れ て 、 HIF-1 発 現 細 胞 と
E-Cadherin 発現減弱あるいは消失細胞が増
大していた。転移性がん細胞は細胞が密集し
てくると HIF-1が発現し、HIF-1発現細胞
間の E-Cadherin の発現が減弱あるいは消失
するため、細胞間の接着が緩くなり動き易く
なると考えられた。転移が成立しているかど
うかは HIF-1の発現と HIF-1発現細胞間の
E-Cadherin の発現の減弱・消失が１つの基準
になると考えられた。 
 
（５）HIF-1の発現領域は中心部から外側に
変動する：in vitro三次元培養および in vivo
動物モデルのヘテロな細胞集団における転
移性がん細胞の HIF-1の発現領域を調べる
と、活性型 HIF-1は初めは中心部に若干発現
し、その後中心部よりやや外側領域認められ
た。in vivo 動物モデルの舌組織における活
性型 HIF-1の発現領域と転移の stage との
関係を検討すると、未転移時には活性型
HIF-1の発現は認められないが、早期転移時
には中心部に若干発現し、転移中期時中心よ
り外側領域に発現が見られ、以後その部位を
中心に発現領域の増大が見られことから、
HIF-1の発現および局在領域により転移の
stage を推測できる可能性が示唆された。 
 
（６）転移性がん細胞マーカー候補分子の発
現様式より転移 stage は予測できる：in vivo
がん組織類似動物モデルの舌組織における
転移性がん細胞マーカー候補分子（MIF、
HIF-1、Nago、E-Cadherin、Biglycan、TG2、
CD44、Cytokeratin14、プロテインＸ）の発
現様式（経時的・局在様式・組織像）と転移
stage との関係を検討したところ、転移の
stage が進むにつれ、発現が増大する分子群、
均一な発現から不均一な発現になる分子群、
不均一な発現をするが発現の領域が変化す
る分子群に分けられ、これらの３分子群の腫
瘍や血管内皮細胞における発現量と腫瘍内
での局在様式の変化が頸部リンパ節転移の
stage の変化と関与している可能性が示唆さ
れた。実用化に向けては、臨床検体でのこれ
らの分子群の発現様式と転移stageとの関係
を調べ、このシステムの有用性を検討する必
要がある。 
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