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研究成果の概要（和文）：非小細胞肺癌幹細胞を標的とした新しい治療法を開発することを目標として、人工肺癌幹細
胞株の作製を試みた。がん幹細胞関連分子としてlarge non-coding RNAのHOTAIRに着目し、肺癌細胞株A549に遺伝子導
入した。HOTAIRの導入により細胞遊走能は亢進した。逆にsiRNAを用いてHOTAIRの発現を抑制すると、細胞遊走能も減
弱した。免疫不全マウスへの皮下移植モデルでは腫瘍形成能に差を認めなかったが、尾静注による転移モデルではHOTA
IR強制発現株で肝転移・骨転移を増加させる傾向を認めた。ヒト肺癌においてHOTAIR高発現例は悪性例が多く、術後無
再発期間が有意に短縮していた。

研究成果の概要（英文）：In order to develop the new therapeutic strategy for non-small cell lung cancer 
(NSCLC)　stem cell, we tried to establish artificial cancer stem cell line. As cancer stem cell related 
molecule, we focused on large non-coding RNA HOTAIR. Lung cancer cells (A549) showed increased cellular 
migration in HOTAIR dependent munner. In addition, the expression of HOTAIR was found especially in 
aggressive NSCLC and was significantly correlated with shorter disease free survival, suggesting that 
HOTAIR might be involved in the property of cancer stem cell of NSCLC.

研究分野：呼吸器外科学
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１．研究開始当初の背景 
本邦において、肺癌は最も死亡数の多い癌

である。2010年の厚生労働省の人口動態調

査死亡統計によると、男性は 50,395人、女

性は 19,418人が肺癌で命を失っている。肺

癌発症の原因の１つとされる喫煙率が減少

傾向にあるにもかかわらず、現在でも肺癌は

増加傾向にある。近年肺癌の治療は、EGFR 変

異症例に対するGefinitib投与が大規模臨床

試験により有意差をもって予後の改善が報

告されたことが大きな話題となった。さらに

現在 EML4-ALK4 変異に対する ALK酵素活性阻

害剤などの新規分子標的薬が試みられつつ

ある。しかしそれらを用いても切除困難な進

行肺癌や切除後再発肺癌を根治することは

できず、延命は限定的であり依然として予後

不良である。その理由として種々の抗癌剤・

分子標的薬の治療により、一時的な腫瘍抑制

効果があるものの、耐性機序により病変の進

展や他臓器への転移により進行しがん死に

至る。肺癌症例の多くは切除困難な進行肺癌

であり、また切除例でも再発は少なく今後も

治療の中心が抗癌剤・分子標的薬であること

には変わりはない。従って、肺癌患者の予後

を飛躍的に延長させるためには、抗癌剤・分

子標的薬耐性の源となる“肺癌幹細胞”に対

する治療戦略を練る必要がある。癌組織は多

様な細胞集団によって構成されている。その

中で、通常の癌細胞と異なりごく少数の細胞

でも癌を生体内で再構築できる細胞群の存

在が示され、癌幹細胞と呼ばれている。癌幹

細胞の特徴として: 1)自己複製能; 2)多分化

能; 3)不均等分裂; 4) 高い腫瘍形成能; 5)細胞

周期 G0期に存在、などの性質を有すること

が挙げられる。さらに、癌の転移、抗癌剤や

放射線療法に対する耐性は、この癌幹細胞が

もたらしていることが示唆されている。従っ

て、この癌幹細胞が最も効率の良い癌の治療

標的となることを意味するとともに、この細

胞を根絶させない限り癌の根治はあり得な

い。現在、癌幹細胞だけを抽出する方法はな

く、特定の細胞表面マーカーの発現を検出す

ることによって癌幹細胞の濃縮分離が試み

られている。例えば、乳癌では CD24l-CD44+

細胞群、神経膠芽腫では CD133+細胞群に癌

幹細胞様細胞の濃縮が示されているのをは

じめ、様々な癌種で異なった細胞表面マーカ

ーが用いられている。しかし、従来報告され

ているマーカーを使用した細胞分離では

様々な問題点があり、長期間の実験に用いる

のが困難である。そのため、癌幹細胞を標的

とした治療法を開発するためには、癌幹細胞

の個々の性質を自在に、かつ長期間安定的に

表現する癌幹細胞モデルが必要である。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は肺癌幹細胞を標的とした画

期的な治療法を開発することを最終目標と

してがん幹細胞モデルを人工的に作製する

こと、すなわち人工肺癌幹細胞株を樹立する

ことである。 

 
３．研究の方法 
1) ヒト人工肺癌幹細胞の作製 

 手術によって摘出された肺組織を細切し

てコラゲナーゼ処理を行った後、肺胞上皮細

胞のみ分離培養する。その後、レンチウィル

スベクターを用いてテロメラーゼ逆転写酵

素(TERT)を導入し不死化する。上記で作製し

た正常上皮細胞に、K-ras 遺伝子、不活性型

p53 をレンチウィルスベクターを用いて導入

する。細胞の癌化は、各遺伝子導入後、soft 

agar assay でのコロニー形成、免疫不全マウ

ス皮下での腫瘍形成能にて評価する。 

癌化遺伝子の導入だけでは癌化はするもの

の、すべての細胞が癌幹細胞の性質を得るの

は困難と推測される。そこで、癌幹細胞の性

質の基盤となる可能性のあるEMT誘導遺伝子

群とWarburg効果誘導遺伝子群を導入してい

く。 

 



2) 人工癌幹細胞の検証 

 上記で作製した人工癌幹細胞株の癌幹細

胞としての性質を確認するために以下のこ

とを行う。1) sphere assay を行い、継代を

続けても同様の sphere 形成能が維持できる

かを検討し自己複製能を確認する。 

2) 細胞を免疫不全マウス皮下に移植し、10

個程度の移植で腫瘍形成能が可能かを検討

し、高腫瘍形成能を確認する。3) 細胞を

PKH26 でラベルし、免疫不全マウス皮下に移

植し腫瘍を形成させる。腫瘍を細切し、 

コラゲナーゼ処理を施し、single cell に分

離する。FACS Aria II にて PKH26 陽性細胞と

陰性細胞を分離する。PKH26 は細胞分裂によ

って色素濃度が減弱し、分裂をしないあるい

は少ない癌幹細胞では蛍光強度が強いまま

で維持される。従って、PKH26 陰性細胞の出

現は癌幹細胞以外の細胞が生じたことを意

味し、多分化能を持つことを示す。4)様々な、

遺伝子導入の組み合わせごとに上記の癌幹

細胞の性質を検証し、どの遺伝子がそれらの

性質をもたらすのかを同定するとともに、性

質にバリェーションのある人工的癌幹細胞

株を樹立する。検証によって、癌幹細胞の性

質を表現しない場合は、さらに様々な EMT 関

連遺伝子Warburg関連遺伝子を多様な組み合

わせで導入する。 

 

3) 臨床検体における肺癌幹細胞に関わる分

子の発現 

 上記実験を経た上で、あるいは文献的な考

察から、肺癌幹細胞特性に関与すると推察し

た分子について、その発現を臨床検体で確認

する。肺癌手術検体より RNA を抽出し、目

的の分子の発現を real-time RT-PCRで検索

し、臨床因子との関連を検討する。それによ

り、その分子と幹細胞特性についての関連を

考察する。 

 

 

４．研究成果 

 
1) 肺癌幹細胞株の樹立 
当初の予定では、正常肺胞上皮細胞株を作

製し、その細胞株に遺伝子を導入する予定で

あった。しかし、正常肺胞細胞株作成が困難

であったため、私たちは肺癌細胞株に悪性度

を促進する分子を導入することとした。文献

的に考察し、large non-coding RNA の HOTAIR

という分子に着目し、肺癌細胞株 A549 に導

入した。 

 

2) 樹立した細胞の癌幹細胞特性の検証 

HOTAIR の導入により細胞遊走能は亢進

した。逆に siRNAを用いてHOTAIRの発現

を抑制すると、細胞遊走能は抑制された。免

疫不全マウスへの皮下移植モデルでは腫瘍

形成に差を認めなかったが、尾静注による転

移モデルでは HOTAIR 強制発現株で肝転

移・骨転移を増加させる傾向を認めた。 

 

3) 非小細胞肺癌検体における HOTAIR の

発現 

非小細胞肺癌 77 例の癌部と同患者の非癌

部肺組織における HOTAIR の発現を定量的

RT-PCRで解析し、臨床病理学的因子との関

連を検討した。非癌部に比べ HOTAIR が 2

倍以上の高発現がみられた肺癌組織は 17 例

(22.1%)であり、低発現例に比べ有意に、腫瘍

径が大きく、T因子、N因子、病理病期が進

行し、脈管侵襲を示す例が多く認められた。

また高発現例で術後無再発期間が有意に短

縮していた(図 1)。 

さらに肺癌脳転移 6例と比較検討すると、原

発巣に比べ転移巣で有意に HOTAIR の発現

が高値であった。 

 

 



 
図１．非小細胞肺癌において HOTAIR 高発現例は術
後無再発期間が有意に短縮していた。 
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