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研究成果の概要（和文）：肺癌の新規治療標的発見を目的とした。まず（１）正常ヒト気管支上皮細胞発癌モデ
ル（HBEC）を用い、癌細胞の代表的な悪性形質であるであるアノイキス（アポトーシスの一種）への抵抗性に基
づいたプールshRNAライブラリーによる網羅的な腫瘍抑制遺伝子の特定を行った。HBECのアノイキス抵抗性に寄
与する遺伝子としてRNF146を特定したが、その結果は肺癌細胞株では再現されなかった。次に、（２）肺癌細胞
株H460を用いて、プールshRNAライブラリーによる網羅的ノックダウンと遺伝子発現およびコピー数解析の統合
解析を実施した。肺癌の新規治療標的としてプロテアソームサブユニット遺伝子PSMA6を同定した。

研究成果の概要（英文）：This study was aimed to identify novel therapeutic targets for lung cancer. 
 To this end, we employed two approached. First, we tried to identify genes that contribute to 
anoikis resistance by doing shRNA library screen using an immortalized normal human bronchial 
epithelial cell line, HBEC.  Anoikis is a special type of apoptosis induced by loss of attachment to
 extra cellular matrix, and resistance against anoikis is one of critical malignant properties of 
cancer cells.  We identified RNF146 as a gene whose loss could contribute to anoikis resistance in 
HBEC.  However, this result was not reproduced in lung cancer cell lines. Second, we did an 
integrated analysis combining a shRNA library screen with utilization of gene expression and copy 
number analysis using an aggressive lung cancer cell line, H460.  We identified proteasome subunit 
gene PSMA6 as a novel therapeutic target for lung cancer.

研究分野：肺癌

キーワード： 肺癌　アノイキス　プールshRNAライブラリー　プロテアソーム

  ６版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
肺癌は難治癌の代表であり、新しい有効な治療方法の開発は社会的に重要な課題である。本研究は肺癌の新規治
療標的の発見を目的とした。肺癌細胞株を用いて、プールshRNAライブラリーによる網羅的ノックダウン手法を
用いた機能的なスクリーニングと肺癌における遺伝子発現量およびコピー数の統合解析を実施した。その結果、
肺癌の新規治療標的としてプロテアソームサブユニット遺伝子PSMA6を同定し、結果を論文発表した。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

肺癌に対する有効な分子標的治療薬を開

発するには、肺癌の悪性形質獲得の直接的原

因となる遺伝子、つまり治療の“標的”とな

るドライバー遺伝子の特定が必要である。 

網羅的なドライバー遺伝子特定のために

は、癌細胞の代表的な悪性形質獲得に基づい

た機能的なスクリーニングが必要である。さ

らに、スクリーニングの信頼性を高めるため

には、使用するモデル細胞がヒト発癌過程の

再現性に優れる必要がある。 

研究代表者は肺癌の多段階発癌過程の解

明を目的とし、テロメレースと cyclin 

dependent kinase 4(CDK4)導入により樹立し

た正常ヒト気管支上皮細胞（HBEC）を用いた

肺癌の癌化モデルを樹立した（Sato et al. 

Cancer Res 2006）。さらに、代表者は HBEC

を使用して、ヒト肺癌発生過程の in vitro
再現を 5つの癌関連遺伝子導入によるすべて

の病理像の再現により世界で初めて報告し

た（Sato et al. Mol Cancer Res 2013）。
以上は、HBECモデルがヒト肺癌の発癌モデル

として優れている事を示す。 

以上の学術的背景に基づき、本研究はモデ

ル細胞に HBEC を使用し、機能的スクリーニ

ングに用いる表現型に癌細胞の代表的な悪

性形質である“接着喪失性アポトーシス（ア

ノイキス）抵抗性獲得”を用いる腫瘍抑制性

のドライバー遺伝子の特定を目的とした。 

 

２．研究の目的 

HBECを用い、アノイキス抵抗性に基づいた網

羅的な腫瘍抑制ドライバー遺伝子の特定を

目的とする。 

 

３．研究の方法 

（1）細胞株と培養条件 

不死化正常気管支上皮細胞株 HBEC3および肺

癌細胞株 H460, H1299 H661を使用。HBEC3は

無血清培地 KSFM を使用。H460, H1299 H661

は 10％血清添加 RPMI1640培地を使用。 

（2）遺伝子導入実験 

HBEC3 への変異型 KRASV12 導入はレンチウイ

ルスベクター pLenti6-KRASV12 を使用した。 

HBEC3 細胞への PSMA6 遺伝子導入は、レンチ

ウイルスベクターpLenti6-PSMA6 を使用した。 

（3）レンチウイルス作成 

プールレンチウイルスライブラリーである

DECIPHER library human Module 1 

(DHPAC-M1-P) (Cellecta Inc.)は 5,043遺伝

子を網羅し、一遺伝子につき 4から 6の異な

るシークエンス配列の shRNAベクターを含む。

DHPAC-M1-P Packaging Plasmid Mix 

(Cellecta Inc.)と DHPAC-M1-Pを 293FT細胞

に同時にトランスフェクションし上清から

レンチウイルスを回収した。 

(4) プール型 shRNAレンチウイルスライブラ

リーによるスクリーニング 

2種類のスクリーニングを実施した。 

＜スクリーニング１＞HBEC3 細胞を使用し、

アノイキス抵抗性獲得に関与する遺伝子の

同定を目的とした。 

HBEC3 に変異型 KRASV12 を導入し安定発現細

胞 HBEC3Kを樹立。HBEC3K細胞に DHPAC-M1-P

のウイルスを感染したのち通常のプラスチ

ック培養条件（2 次元培養）および超非接着

培養条件（3 次元培養）にて培養した。次世

代シーケンサーによって個々の shRNAの定量

を行った。2 次元培養と 3 次元培養との比較

によりアノイキス抵抗性獲得に関与する遺

伝子を同定した。 

＜スクリーニング2＞肺癌細胞H460をモデル

として新規の肺癌治療標的の同定を目的と

した。H460 細胞に DHPAC-M1-P ウイルスを感

染したのち次世代シーケンサーによって

個々の shRNAを定量した。ウイルス作成に使

用したベースラインのライブラリーにおけ

る個々の shRNA数をコントロールとしてウイ

ルス導入後の shRNA 数との比較を行った。

個々の遺伝子のノックダウンが肺癌細胞の

増殖に与える影響を評価した。 

（5）マイクロアレイ発現解析 

163個の非小細胞肺癌細胞株と59個の正常コ

ントロール細胞株を使用。Illumina Human 

WG-6 v3.0 Expression BeadChipを使用。RNA

の増幅、ハイブリダイゼーション、データ解

析は共同研究者であるテキサス大学 Dr Minna

研究室にて実施した。 

（6）DNAコピー数解析 

108 の非小細胞肺癌株を使用。解析データを

共同研究者であるテキサス大学 Dr Minna 研

究室から取得した。 

（7）プロテアソーム活性測定 

プロテアソーム活性を 20S proteasome 

activity assay kit (Merck Millipore, 

Temecula, CA)を使用して測定した。 

（8）ウエスタンブロット 

全細胞溶解物を用いてウエスタンブロット

を実施した。 

（9）合成 RNA 干渉オリゴのトランスフェク

ション 

Lipofectamine RNAiMAX (Invitrogen)を使用

して合成 RNA干渉オリゴのトランスフェクシ

ョンを実施した。 

（10）免疫組織学的染色 

文書による同意を取得した患者より切除し

た肺癌組織と隣接する正常肺を使用した。抗

PSMA6 抗体 (Cell Signaling Technology)を

用いて実施した。 

（11）細胞増殖アッセイ 

WST-1 Assay Kit (Roche, Basel, 

Switzerland)を用いて細胞増殖を定量した。 



（12）細胞周期解析 

細胞から抽出した DNA を propidium iodide

にて染色したのち flow FACS Gallios flow 

cytometerにて細胞周期解析を実施した。 

（13）統計解析 

IBM SPSS version 23 software 

(International Business Machines Corp., 

Armonk, New York, USA)を使用した。2 グル

ループの比較検定には Mann–Whitney U テス

トを用いた。 

 

４．研究成果 

（１）shRNA ライブラリーによるスクリーニ

ング 

＜スクリーニング１＞ 

HBEC3 細胞にレンチウイルスベクタ - 

pLenti6-KRASV12を使用して変異型 KRASV12を

導入した。導入細胞を HBEC3Kとした。HBEC3K 

において網羅的遺伝子ノックダウンを行っ

た。次に、通常のプラスチック培養条件（2

次元培養）および超非接着培養条件（3 次元

培養）にて培養した。DNA を抽出し次世代シ

ーケンサーによって個々の shRNAを定量した。

2 次元培養と 3 次元培養との比較によりアノ

イキス抵抗性獲得に関与する候補遺伝子を

複数特定した。候補遺伝子の個別ノックダウ

ンを行うことにより、アノイキス抵抗性の確

認実験を行った。HBEC3K 細胞に対し、siRNA

を用いて個々の候補遺伝子をノックダウン

し、3 次元培養での細胞増殖を検証すること

でアノイキス抵抗性を確認した。その結果、

RNF146のノックダウンによって、3次元培養

におけるアノイキス抵抗性の獲得を認めた

（図１）。しかし、肺癌細胞株においてはこ

の結果の再現性を認めなかった。 

＜スクリーニング 2＞ 

肺癌細胞 H460 をモデルとして新規の肺癌治

療標的同定を目的とした（図 2）。 

H460 細胞に DHPAC-M1-P ウイルスを感染した

のち次世代シーケンサーによって個々の

shRNA の定量を行った。ウイルス作成に使用

したベースラインのライブラリーにおける

個々の shRNA数をコントロールとしてウイル

ス導入後の shRNA数との比較を行った。個々

の遺伝子のノックダウンが肺癌細胞の増殖

に与える影響を評価した。結果をボルケーノ

プロットとして図 3 に示す。 

変化率-2log2未満（25％未満）かつ P値 0.05

未満である 51 遺伝子を治療標的の候補遺伝

子とした。 

（２）候補遺伝子のパスウェイ解析 

上記にて同定した 51 遺伝子がどのパスウェ

イに属する遺伝子を統計学的により有意に

多く含むかを調べるために、パスウェイ解析

プラスミドベクターで構成
されるshRNA ライブラリー
DHPAC-M1-P
(5,043遺伝子をカバー。１
遺伝子につき5 ～6 個の
異なるシークエンスを持つ
shRNAを含む)

レンチウイルス

NCI-H460

Gene A Gene B

96h incubation

減少 不変 増加

Gene C

個々のshRNAベクターが持つバーコー
ド配列を次世代シークエンサーにて読
み取り定量化する。

【図2】肺癌細胞H460を用いたプールshRNAライブラリースクリーニングの流れ図

プラスミドベクターで構成されるshRNA ライブラリーDHPAC-M1-P
(5,043遺伝子をカバー。１遺伝子につき5 ～6 個の異なるシークエンスを持つshRNAを含む)か
らレンチウイルスを作成。ウイルスを肺癌細胞H460に感染。培養後、細胞を回収しDNAを抽出。
個々のshRNAに組み込み済みのバーコード配列を次世代シークエンサーにて読み取ることに
より個々のshRNAを定量した。図中の遺伝子A、B, CのようにshRNA量が減少、不変、増加した
遺伝子は、それらの遺伝子のノックダウンが増殖に対してそれぞれ、抑制、不変、促進作用を
持つと解釈した。
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【図3】ボルケーノプロットにて示される肺癌細胞H460における
プールshRNAライブラリーのスクリーニング結果
H460細胞にDHPAC-M1-Pのウイルスを感染したのち次世代シーケ
ンサーによって個々のshRNAの定量を行った。ベースラインのライ
ブラリーにおける個々のshRNA数をコントロールとしてウイルス導
入後のshRNA数との比較を行った。横軸はベースラインを基準とし
たshRNA量の変化率を示す。縦軸はコントロール遺伝子であるル
シフェラーゼ遺伝子とのt検定によって算出したP値にー１を乗じた
値を示す。左上方（変化率-2log2未満かつP値0.05未満）の長方形
の領域が含む51遺伝子をノックダウンが有意に増殖を抑制した遺
伝子と解釈した。



を 行 っ た。 オ ンラ イン ツ ール で ある

NIH-DAVIDを用いた。51遺伝子が 5つのパス

ウェイに含まれる遺伝子を有意により多く

含むことを見出した。5 つのパスウェイはリ

ボソームパスウェイ、プロテアソームパスウ

ェイ、RNA ポリメラーゼパスウェイ、ピリミ

ジン代謝パスウェイ、スプライソソームパス

ウェイであった。我々は、プロテアソームパ

スウェイに注目した。なぜなら、プロテアソ

ームパスウェイは多種類の癌細胞において

特異的に活性化しており、また、実地臨床に

おいて多発性骨髄腫に対するプロテアソー

ム阻害薬ボルテゾミブが使用されているか

らである。プロテアソームパスウェイは 26S

プロテアソームを構成サブユニット遺伝子 6

つ（PSMA1, PSMA2, PSMA3, PSMA6, PSMA7, 
PSMD13）と DNA修復とプロテアソームの構築

に関わる SHFM1 を含んだ。SHFM1 については

胃癌や乳癌における発癌性の機能がすでに

報告されているため本研究の解析対象から

は除外した。スクリーニング結果の確認のた

めに、同定された 6 つの 26 プロテアソーム

構成サブユニット遺伝子の個別ノックダウ

ンを行い、増殖に与える影響を WSTアッセイ

にて評価した。結果は 6遺伝子すべてにおい

てノックダウンは H460 細胞の増殖を抑制し

た（図 4）。 

（3）同定された 6つの 26プロテアソーム構

成サブユニット遺伝子の発現解析 

治療標的として同定された 6 つの 26 プロテ

アソームを構成サブユニット遺伝子の発現

解析を行った。共同研究者であるテキサス大

学 Minna labから提供された肺癌および正常

気管支上皮細胞株のマイクロアレイデータ

を使用して 6 つの遺伝子の mRNA 発現を調べ

た。結果は正常コントロールと比較し PSMA3

と PSMA6は肺癌において発現増加があり、一

方で PSMD13は発現減少があった（図 5）。 

（4）同定された 6つの 26プロテアソーム構

成サブユニット遺伝子のコピー数解析 

108 の非小細胞肺癌株を使用してコピー数解

析を行った。結果は、PSMA6 のみコピー数増

加を認めた（図 6）。 

以上の結果より PSMA6が最も有望な治療標

的であると判断し、PSMA6 についてさらなる
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【図4】RNA干渉によるプロテアソーム遺伝子のノックダウンがH460の増
殖に与える影響
H460細胞において、治療標的候補として同定された6つのプロテアソー
ム遺伝子の個別ノックダウンを実施した。細胞増殖をWST1アッセイにて
評価した
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発現解析
20症例からの外科切除非小細胞肺癌組織と隣接する正常肺
におけるPSMA6タンパクの発現を免疫組織学的に評価した。
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【図6】プロテアソーム遺伝子の肺癌細胞株におけるコピー数解析
108の非小細胞肺癌株を使用しarray CGHにてコピー数を解析した。

１０８個の肺癌細胞株



解析を行った。 

（5）外科切除肺癌組織標本における PSMA6

タンパクの発現解析 

20 症例の外科切除された非小細胞肺癌組織

標本とそれぞれにおける正常肺部分を使用

して PSMA6タンパクの発現量を免疫組織学的

に評価した。20 症例中 18 例（90％）におい

て正常肺よりも高いレベルの PSMA6タンパク

の発現を認めた（図 7）。 

（6）PSMA6のノックダウンは肺癌細胞にアポ

トーシスを誘導する 

PSMA6 のノックダウンによる細胞増殖抑制効

果の機序解明を目的として切断 PARP のウエ

スタンブロットを実施した。H460 に加えて、

P53 欠失肺癌細胞株である H1299 と PSMA6 遺

伝子の増幅肺癌細胞株である H661,正常コン

トロールとして HBEC3を使用した。H460にお

いて PSMA6ノックダウンはアポトーシスを誘

導した。H1299においてもわずかながら PSMA6

ノックダウンはアポトーシスを誘導した。一

方で、HBEC3と H661においてはアポトーシス

を誘導しなかった（図 8）。 

（7）PSMA6 のノックダウンは肺癌細胞に G2

細胞周期停止を誘導する 

PSMA6 のノックダウンによる細胞増殖抑制効

果の機序解明を目的として細胞周期解析を

実施した。H1299 において PSMA6 ノックダウ

ンは G2 細胞周期停止を誘導した。一方、コ

ントロール HBEC3とその他の肺癌細胞におい

ては細胞周期停止を誘導しなかった（図 9）。 

(8)成果のまとめ 

プール型 shRNAレンチウイルスライブラリー

を使用した 2種類のスクリーニングによって

肺癌の治療標的遺伝子として RNF146 および

PSMA6を同定した。 
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