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要旨  

新規転移関連遺伝子を同定するために、マウス肺腺がん細胞株から実験的肺転

移系により高転移性の細胞株を作成した。この親株と高転移性亜株より抽出し

た mRNAを用いてマイクロアレイ解析を行い、遺伝子発現パターンの比較によ

り、転移促進候補遺伝子として Podnl1、転移抑制候補遺伝子として Stc2を同定

した。また、ヒト STC2を過剰発現した高転移性亜株では、マウス尾静脈注入に

よる肺への転移能および軟寒天培地中でのコロニー形成能、マウス皮下移植に

よる腫瘍増殖能が低下することが示された。したがって、STC2は転移抑制機能

をもつことが示唆された。 
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序文  

	
 現在の日本では、3人に 1人ががんで亡くなっており、死因に占める悪性新生

物の割合は増加の一途をたどっている 1。これは日本の高齢化を大きく反映して

いるというとことが第一に考えられるが、治療技術の発展が未だ不十分である

ということも考えられる。 

	
 国立がん研究センターの2003-2005年診断例の部位別臨床進行度別5年相対生

存率のデータによると、限局型のがんでは 5年相対生存率が、胃がん 96.0%、肝

臓がん 40.8%、肺がん 77.2%であるのに対し、遠隔転移を伴うがんではそれぞれ

5.1%、2.0%、3.7%にまで低下する 2。原因の 1つとしては、がん治療の中心であ

る手術療法や放射線療法が局所的な治療であり、限局型のがんであれば完治の

可能性が高まってきているが、遠隔転移を伴うがんや画像診断で発見できない

ような微小転移の治療には適応できていないということなどが考えられる。ま

た、化学療法は全身の治療に適しており微小転移にも効果があるが、正常細胞

への副作用、がん細胞の耐性獲得などの解決すべき問題点を抱える。このよう

なことから、がんの治療技術の向上には、転移の分子メカニズムの解明が必須

であると考えられる。 

	
 がん転移に関する研究は、1973年に Isaiah J. Fidlerがマウスメラノーマ細胞株
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B16 をマウス尾静脈に注射し、肺に形成された転移巣から細胞株を作成すると

いう実験的肺転移過程を繰り返し、高転移性細胞株 B16F10を選択してきたこと

により、細胞生物学および分子生物学的な研究が急速に展開されるようになっ

た 3。 

	
 がん細胞が原発巣から離れて他の場所に転移する過程には、大きく 3 通りの

経路がある。1つ目はリンパ行性転移であり、がん細胞がリンパ管に侵入し、リ

ンパ節に転移巣を形成する。2つ目は血行性転移であり、がん細胞が近くの血管

に侵入し、血流にのって他の臓器へ移動し、転移巣を形成する。3つ目は播種性

転移であり、がん細胞が胸腔や腹腔へ侵入し、それら体腔に面した他の臓器に

転移巣を形成する。以降では、がん転移の中でも最も頻度の高い血行性転移に

ついて主に述べることとする。血行性転移は基本的に、がん細胞の浸潤、血管

内侵入、血中移動、血管内皮への接着、血管外遊出、転移巣形成といった多段

階機構から成っており、これら全てのステップを乗り越えるための能力を獲得

したわずかながん細胞が転移巣を形成できるといわれている（図 1）4。例えば

1998年の Keith J. Luzziらの研究によると、マウスメラノーマ B16F1細胞をマウ

スの門脈内に注射すると 2.0%の細胞が血管外遊走をして肝臓に微小転移を形成

し、さらにそのうちのわずか 1.0%が肉眼で観察可能なサイズまで増殖すること
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ができる 5。このように多くのがん細胞が転移の途中の段階で脱落していく原因

としては、免疫機構による攻撃や血流による物理的ストレス、細胞が足場を失

うことによる細胞死などが考えられる。このように血行性転移は一般的に、が

ん細胞自体がさまざまな能力を獲得することにより浸潤・血管の破壊を行い、

多くのストレスを回避して血中を移動し、その後血管壁との結合を経て他臓器

への遊出および転移巣形成をする。ただし例外も存在し、主に肝細胞がんや腎

細胞がんでは、がん細胞が集団で腫瘍血管に包み込まれて血中に遊離し、転移

先臓器に到着すると血管外へは遊出せずに、血管内に塞栓を形成し増殖すると

いう転移過程も存在することが報告されている 6,7。このような非浸潤型の転移

は細胞集団で血管内移動をするため、単一細胞で移動する浸潤型転移と比較し

て、腫瘍免疫や血流などによる物理的ストレスを回避しやすく、高い転移効率

を示すことがわかっている。以上のように、がん転移の機構は多段階の現象か

らなり、転移の分子機構の解析においては、それぞれの段階における細胞や周

囲の微小環境の変化を理解することが重要である。 

	
 転移の第一段階である浸潤過程に関与していると考えられる細胞変化の１つ

として、上皮間葉転換（EMT: Epithelial-Mesenchymal Transition）が挙げられる。

細胞間接着が強く運動能の低い上皮細胞は EMTを起こすことにより、細胞間接
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着が弱く運動性の高い間葉系細胞のような性質を獲得し、組織の中を移動でき

るようになる。TGF-β シグナルおよびその下流の Snail、Twist、ZEB1 を含む転

写関連因子により E カドヘリンの発現が抑制され、細胞間の接着が弱まること

が重要な要因の 1 つであると考えられている 8。原発がん組織中で EMT を起こ

したがん細胞は、原発巣から離脱し、転移の初期段階である周辺の組織への浸

潤能を獲得する。また、EMTは可逆的な細胞変化であり、がんの転移において

は血管外遊出し転移先臓器に入り込んだ後、定着する段階において間葉上皮転

換（MET: Mesenchymal-Epithelial Transition）が起きているという報告もある 9。

このように、EMT-METの細胞変化は浸潤転移の機構において、重要な要素の１

つであると考えられている。 

	
 がん幹細胞の概念も転移に関連する要因の 1 つと考えられている。がん幹細

胞仮説は、がん組織中の一部の細胞が造腫瘍能をもつと考えられている仮説で

あり、1960 年代から提唱されている。近年では、フローサイトメトリーにより

CD44 や CD133 を代表とする幹細胞マーカー発現細胞を分離し、さらに免疫不

全マウスでその造腫瘍能を検討できるようになり、特定のがん種においては、

がん幹細胞の存在が確立されている。がん幹細胞の定義としては、造腫瘍能、

多分化能、自己複製能を全てもつこととされている 10。がん幹細胞の起源は２通
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りの説がある。１つ目は、正常組織幹細胞のがん化である。例えば消化管上皮

細胞では数日というように、分化した細胞の寿命は短く、その間に変異が蓄積

してがん化するとは考えにくく、寿命の長い幹細胞が主にがん化するのではな

いかと考えられている。２つ目は、分化した細胞のがん幹細胞化であるが、こ

の原因としては、細胞の遺伝子変異の蓄積の他に、細胞周囲の微小環境からの

刺激に誘導される可能性が考えられる。Vermeulen L.らの研究によると、間質筋

線維芽細胞から分泌された HGF（Hepatocyte Growth Factor）が、大腸がん細胞

の Wnt シグナルを活性化させることにより脱分化を誘導し、がん幹細胞化させ

るということが報告されている 11。がん幹細胞はストレス抵抗性が強く、また分

裂が遅いため、放射線治療や細胞分裂を阻害する抗がん剤に耐性を持っている

場合が多い 12。さらに、がん幹細胞の遺伝子発現パターンは EMTを起こした細

胞と非常によく似ているということや、EMTを誘導した上皮がん細胞はがん幹

細胞様の性質を示すことも報告されている 13,14。また、血管内を移動し他組織へ

移動・生着できたとしても、造腫瘍能を持つ細胞でなければ転移巣は形成でき

ない。以上のことから、がん幹細胞はがんの再発や転移と密接に関わっている

と考えられている。 

	
 がんの転移にはがん細胞自身の性質だけでなく、がん細胞とそれを取り囲む
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微小環境との相互作用も重要な要素となる。がん細胞は由来する原発巣によっ

て転移しやすい臓器が異なるが、その要因として血流の方向の他に、転移先臓

器の微小環境との相性が挙げられる（表 1）15,16。1889 年に Paget により提唱さ

れた“Seed and Soil”説では、がん細胞はそれぞれ生着・増殖しやすい環境が異

なり、転移巣の形成には適した微小環境が必要であると考えられている 17。微小

環境は、線維芽細胞をはじめとし、炎症細胞、免疫細胞、血管、リンパ管、結

合組織といった間質細胞から構成されており、これらの細胞が分泌する増殖因

子およびサイトカインががん細胞の増殖に大きく影響していることがわかって

きている。一方、急速に増殖するがん組織は、酸素や栄養を補給するために VEGF

や PDGF、HGF などを分泌し、近くの血管内皮細胞に作用することで新生血管

を誘導する 18,19。さらに、がん幹細胞自体が血管内皮様細胞に分化するというこ

とも示されてきている 20。2010年には、Rong Wangらと Lucia Ricci-Vitianiらの

別々のグループの報告により、神経膠芽種のがん幹細胞自体が Notch シグナル

の活性化により血管内皮前駆細胞に分化し、さらに VEGF 刺激を受けることで

血管を形成するということが示された 21,22。 

	
 以上に示したように、転移には細胞や微小環境の様々な変化が関与している。

1個の正常細胞ががん化すると、正常な細胞分裂機構が破綻し、増殖に伴いゲノ
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（参考文献 15,16） 
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ム異常、遺伝子異常を蓄積していく 23。その結果、形成されたがん組織は多様な

ゲノム異常をもつ不均一な細胞集団となり、その中に浸潤能を獲得した細胞が

出現する。さらにこれらの浸潤細胞の中に、転移の多段階を乗り越える能力を

獲得した細胞が出現し、遠隔転移の形成に至ると考えられている。それぞれの

現象には多くの遺伝子の関与が報告されているが、未だ解明されていないこと

も多い。転移に関わる新規遺伝子の網羅的な探索方法の一つとして、前述の

Isaiah J. Fidlerによる B16F10作成のように動物を用いた転移系により高転移性

の亜株を作成し、親株と遺伝子発現パターンを比較するという手法がある。E. A. 

Clarkらは、ヒトメラノーマ細胞株 A375およびマウスメラノーマ細胞株 B16を

マウスの尾静脈に注入し、肺に形成された転移巣から細胞株を作成するという

過程（in vivo セレクション）をそれぞれ 2回（A375）もしくは 3回（B16）ま

で繰り返し、転移巣由来の細胞株 A375M1, M2および B16F1, F2, F3を作成した

24。彼らはこれらのいずれかの細胞株で、親株に比べて発現が 2.5倍以上である

遺伝子 32種類を同定した。さらにそれらの遺伝子の中で、全ての転移巣由来細

胞株で、親株に比べて発現が 2.5倍以上である遺伝子であるRhoCに着目し、RhoC

が細胞運動能および浸潤能を促進することを報告した。A. J. Minnらは、乳がん

細胞株 MDA-MB-231 を心臓に注入し、肺に形成された転移巣から LM0 細胞を
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作成、さらに尾静脈へ注入し得られた肺転移巣から細胞株を作成する過程を 2

回繰り返し、LM2細胞を作成した 25。彼らは LM2と MDA-MB-231の遺伝子発

現プロファイルを比較して、54 遺伝子からなる転移関連候補遺伝子リストを作

成した。さらにその中から、生物学的機能により 9遺伝子（EREG、GRO1/CXCL1、

MMP1、MMP2、SPARC、IL13RA2、VCAM1、ID1、PTGS2/COX2）に着目し、機

能解析および臨床的検証により、これら 9 つの遺伝子が転移促進に寄与するこ

とや、乳がんの肺転移マーカーになりうることを示した。後に彼らは、この遺

伝子発現解析に基づいた解析を行い、RARRES-3を転移抑制遺伝子として同定し

た 26。N. Sugiyamaらは、ヒト膀胱がん細胞株 KK-47のマウスへの尾静脈注入に

よる in vivo セレクションを 4回繰り返し、KK-47HM4細胞を作成した 27。マイ

クロアレイ解析により KK-47HM4の遺伝子発現プロファイルを親株と比較した

結果、KK-47HM4で発現が高い 36遺伝子（1.5倍以上）および低い 31遺伝子（0.75

倍以下）を同定した。彼らは更なる解析を行い、KK-47HM4 の内皮細胞浸潤能

が親株と比較して高いことを見出し、VIM/Vimentin と PLEC/Plectin が浸潤突起

形成に寄与することを示した 28。 

	
 本研究では転移に関わる新規遺伝子を網羅的に探索するため、実験的肺転移

系で高転移性の細胞株を樹立し、その遺伝子発現パターンを親株と比較するこ



 12 

ととした。本実験系では、尾静脈移植により肺への転移巣を形成できる程度の

転移能をもつ細胞を親株として用いる必要がある。そこで、先行研究において、

がん抑制遺伝子 Cadm1（Cell Adhesion Molecule 1）のノックアウトマウスより樹

立した細胞株 IMSMP1を用いることとした 29。CADM1（Cell Adhesion Molecule 1）

は免疫グロブリンスーパーファミリーに属する一回膜貫通型細胞接着分子であ

り、非小細胞肺がんの抑制因子として同定された 30。肺腺がんにおける CADM1

の不活化は特に浸潤がんで認められている 31。Cadm1 ノックアウトマウスは肺

腺腫・腺がんの自然発生を認める（図 2A and B）29。この肺腺がん由来の IMSMP1

細胞は上皮様の形態を示し（図 2C and D）、培養ディッシュへの接着が非常に強

く、また接触依存的増殖抑性能（contact-inhibition of cell growth）を失っている。

動物実験においては、IMSMP1 はヌードマウスに皮下移植することにより、皮

下腫瘍を形成すること、肝臓、肺およびリンパ節へ転移することが示されてい

る。また、腫瘍抵抗性の系統である C57BL6/Jマウスへの皮下移植実験によって

も、皮下腫瘍の形成および肺転移が示されている。さらに、IMSMP1 をヌード

マウスの腹腔内へ投与することにより腹水が生じること、尾静脈へ投与するこ

とにより多発肺転移腫瘍を形成することが示されている。これらのことから、

IMSMP1 は強い増殖・浸潤・転移能を持ち、本実験系に適すると考えられる。
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（参考文献 29） 
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また、IMSMP1 は、原発巣におけるがん細胞間の接着に関わり、浸潤がんにお

いて発現低下が報告されている遺伝子 Cadm1の発現が欠如していることから高

い浸潤能を持つことが推測され、血中に遊離したがん細胞による転移成立の後

半の過程を検討する本実験的肺転移系をより適切に反映していると考えられる。

そこで、IMSMP1 細胞を用いて実験的肺転移を 8 回繰り返すことにより高転移

性亜株を作成し、親株および 4回転移株、8回転移株を用いてマイクロアレイ解

析により段階的な遺伝子変化を指標とした遺伝子抽出を行った。 
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材料と方法  

IMSMP1細胞の高転移細胞亜株の作成  

	
 当研究室において、遺伝的背景が C57BL6/J 系統：129Sv 系統が 3：1である

Cadm1 ノックアウトマウスに自然発生した肺腺がんより樹立した細胞株

IMSMP1 を用い、高転移性細胞株の作成を行った（図 3）。IMSMP1 をヌードマ

ウス（BALB/cAJcl-nu/nu、日本クレア社、東京、日本）の尾静脈に注射し、マウ

スが衰弱した時点で解剖し、肺に形成された独立した 2 つの転移巣からそれぞ

れ細胞株を作成し、IMSMP1-1PA（Pulmonary A）および IMSMP1-1PB（Pulmonary 

B）とした。さらに、両細胞株を用いてそれぞれ独立に同様の方法で実験的肺転

移を繰り返すことにより、8 回転移株 IMSMP1-8PA および IMSMP1-8PB（以下

8PAおよび 8PB）の 2系列の細胞株を作成した。肺腫瘍は無菌的に切除し、100 

units/mL ペニシリンおよび 100 μg/mL ストレプトマイシン（Invitrogen 社、

Carlsbad、CA、USA）を加えた PBS にてよく洗浄した。10% ウシ胎児血清（FBS）

（BD Biosciences 社、Franklin Lakes、NJ）、100 units/mLペニシリンおよび 100 

μg/mL ストレプトマイシン添加の Dulbecco´s Modified Eagle’s minimum essential 

medium（DMEM）（Sigma Aldrich社、St. Louis、MO、USA）培地にて、径 1 mm 

以下に細粒化し、シャーレ上で 5% CO2 湿潤インキュベーターにて 37°Cで培養
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した。2 日程度でシャーレ底面に細胞が接着してくるので、培地を週に 2 回程

度交換し、培養を続けた。線維芽細胞が増殖した場合は、適宜 0.025%トリプシ

ン/ EDTA 溶液（Invitrogen 社）処理をして、線維芽細胞を優先的に剥離するこ

とにより除去した。マウスが衰弱するまでの期間は、親株 IMSMP1、IMSMP1-1P、

IMSMP1-2P、IMSMP1-3Pを尾静脈に注射後、それぞれ 34日、27日、21日、14

日と、徐々に短縮していた。 

 

細胞培養  

IMSMP1、IMSMP1-4PA、IMSMP1-4PB（以下 4PA、4PB）、8PA、8PBおよびそ

れぞれ遺伝子の安定発現株の培養に関しては、DMEM（1.0g/L Glucose）with L-Gln 

and Sodium Pyruvate, liquid（nacalai 社、京都、日本）に 10% FBS、100 units/mL ペ

ニシリンおよび 100 μg/mL ストレプトマイシンを添加した培地を用いた。レト

ロウイルスパッケージング細胞 Plat Eの培養においては、DMEM（4.5 g/L Glucose）

with L-Gln and Sodium Pyruvate, liquid（nacalai 社）に 10% FBS、100 units/mL ペ

ニシリンおよび 100 μg/mL ストレプトマイシン、1 μg/mL puromycin、10 μg/mL 

blasticidinを添加した培地を用いた 32。 
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抗体  

	
 ウエスタンブロッティングに用いた抗体は、以下に示すとおり入手した。

Anti−HAラットモノクローナル抗体（3F10）は Roche 社（Basel, Switzerland）、

Anti−Actinマウスモノクローナル抗体（C-2）は Santa Cruz 社（Santa Cruz、CA、 

USA）より購入した。ホースラディッシュペルオキシダーゼ（HRP）標識二次

抗体は、goat-Anti-Rat IgG-HRP（Millipore 社、Billerica、MA、USA）、goat-Anti-Mouse 

IgG-HRP（Millipore 社）を用いた。肺組織の染色には、一次抗体に Anti-CD31

ラットポリクローナル抗体（BD Pharmingen 社）、二次抗体に Alexa Fluor® 568 

Goat Anti-Rat IgG (H+L)（Invitrogen 社）を用いた。 

 

実験的肺転移  

	
 培養中の細胞株を PBS で一回洗浄し、0.025%トリプシン/ EDTA 溶液により

剥離させた後、10% FBS添加 DMEMを加えてトリプシンの反応を停止させた。

1,000 rpmで 3分間遠心することにより細胞を一度沈殿させ、PBSに再懸濁させ

た。セルストレーナー（BD 社）を通して単細胞のみを抽出し、1.0×106個/ mL

に細胞数を調製した。30ゲージの針を用いて 2.0×105個/ 200 μLをヌードマウス

の尾静脈に注射した。3週間後に解剖し、肺表面に形成された転移巣の数をカウ
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ントした。腫瘍細胞の肺組織内への血行性定着測定では、5.0×105個/ 200 μLの

4PB/vector細胞および 4PB/STC2-HA細胞をヌードマウスの尾静脈に注射した。

尾静脈注射後 1 時間および 24 時間後に、マウスを安楽死させ、肺を摘出して、

4% Paraformaldehyde/ 0.3% triton X-100/ PBSを 30分間浸透させて固定した。5mm

角ブロックに切断し、PBSで 30分間×5回洗浄し、10% goat serum/ PBSにより

4°Cで一晩ブロッキングした。一次抗体は抗CD31抗体をPBSで1:100に希釈し、

4°C で一晩反応させた。PBS で 30 分間×5 回洗浄し、二次抗体を PBS で 1:300

に希釈し、4°C で一晩反応させた。PBS で 30 分間×5 回洗浄し、共焦点顕微鏡

（Nikon 社）により観察した。10 倍の倍率の対物レンズを用いて、ブロック 1

つ当たり 3視野、マウス 1匹当たり 3ブロックとして撮影し、EGFP発現細胞を

カウントした。 

 

がん細胞の皮下移植  

	
 4PB/vector細胞および 4PB/STC2-HA細胞を PBSで一回洗浄し、0.025%トリプ

シン/ EDTA 溶液により剥離させた後、10% FBS添加 DMEMを加えてトリプシ

ンの反応を停止させた。1,000 rpmで 3分間遠心することにより細胞を一度沈殿

させ、PBS に再懸濁し、細胞数を 5.0×106個/ mL に調製した。30 ゲージの針を
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用いて 1.0×106個/ 200 μLをヌードマウスの背部の左右に 2ヶ所ずつ皮下注射し

た。腫瘍径は 3日ごとに測定し、容積は以下の計算式で算出した：(腫瘍容積) = 

(長径) × (短径)2 × 1/2。 

 

軟寒天培地コロニーフォーメーションアッセイ  

	
 培養中の細胞株を PBS で一回洗浄し、0.025%トリプシン/ EDTA 溶液により

剥離させた後、10% FBS添加培地を加えてトリプシンの反応を停止させ、1.0×105

個/ mLに細胞数を調製した。0.33% Noble Agar（BD社、214220）入り培地 3 mL

に 1.0×104個/ 100 μLで細胞を懸濁し、0.5% Noble Agar入り培地 2 mLを敷いた 6 

cm dishに重層した。その後、室温で 30分放置してゲルを固めた後、37°C CO2

インキュベーターにて培養した。15日後、顕微鏡下にて、形成された 50 µm以

上のコロニーの数をカウントした。 

 

創傷治癒アッセイ  

	
 6 cm dishに 5.0×105個細胞をまき、80-90%コンフルエントになるよう単層培養

し、2日後に 200 μLチップで 3箇所に傷をつけ、顕微鏡（BZ-8000、Keyence 社、

大阪、日本）にて 1創傷当たり 1枚写真を撮影した。さらに 8時間後と 16時間
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後に同じ箇所を撮影した。それぞれの写真中の傷の間隙の最短の幅を計測し、

細胞の移動した距離および速度を算出した。 

 

マイクロアレイ解析  

	
 培養中の細胞をPBSで2回洗浄した後、セルスクレーパーで回収し、RNeasy 

mini kit (50) (QIAGEN 社、Germantown、MD、USA)により全RNAを精製した。

One-Color Spike-Mix（Agilent 社、Santa Clara、CA、USA）により、一色法でmRNA

をラベル化した。マイクロアレイには、SurePrint G3 Mouse GE マイクロアレイ 

8×60K（Agilent 社）を用いた。階層的クラスタリングの作成にはCluster 3.0を用

い、画像の出力にはJava TreeViewを用いた。 

 

RNAの抽出および半定量的 RT-PCR、リアルタイム RT-PCR 

	
 培養中の細胞を PBSで 2回洗浄した後、セルスクレーパーで回収し、RNeasy 

mini kit (50)により全 RNAを精製した。Transcriptor First Strand cDNA synthesis kit 

(Roche 社)を用い、Oligo dT primerにより逆転写反応を行い、cDNAを作成した。

作成した cDNAは蒸留水で 10倍希釈して用いた。半定量的 PCRは、DNAポリ

メラーゼに KOD FX（TOYOBO 社、大阪、日本）を用いて、変性 98°C 10秒、
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アニール 55-60°C 20 秒、伸長 68°C 15 秒の反応条件にて行った。PCR 産物に

10×Loading Dye（0.02% Bromophenol blue、0.02% Xylene cyanol FF、0.2% Orange G、

50% Glycerol、1% SDS）を加え、2%アガロース/ TBEのゲルにて泳動した。リ

アルタイム PCRは、Nes、Prom1、Cd44、Tnfに関しては、LightCycler TaqMan Master

（Roche 社）を用いて Light Cycler（Roche 社）により行い、ΔΔCt法により発現

量の相対値を算出した。その他の遺伝子に関しては、SYBR Green PCR Master Mix

（applied biosystems 社）を用いて ABI 7300 real-time PCR system（applied 

biosystems 社）によりリアルタイム PCRを行い、ΔΔCt法により発現量の相対を

算出した。PCRに用いたプライマーは表 2に示した。 

 

レンチウイルス発現ベクターの作製  

	
 転移関連遺伝子のアミノ酸全長の C末端に HAタグを付加した発現ベクター 

を 作 成 す る た め 、 終 止 コ ド ン の 直 上 に HA 配 列 （ 5’ 

TACCCATACGATGTTCCAGATTACGCT 3’）を挿入し、PODNL1（+1 / +1,536）、

CHRNA1（+1 / +1,446）、VLDLR（+1 / +2,619）、STC2（+1 / +1,506）、CHCHD10

（+1 / +447）、PVRL3（+1 / +1,647）を PCRで増幅した。ベクターには、レトロ

ウィルスの pMX-IRES-GFPを用いた 33。PODNL1は EcoRI-HpaI間、CHRNA1お
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よび VLDLR、STC2、CHCHD10、PVRL3は EcoRI-NotI間に挿入した。 

 

遺伝子の安定発現細胞株の作成  

	
 Opti-MEM 150 µL（Invitrogen社、Carlsbad、CA、USA）と Lipofectamine LTX 6 

µL（Invitrogen 社）の混合液（A）と、Opto-MEM 150 µLと PLUS reagent 3 µL

（Invitrogen 社）とレンチウイルス発現ベクター3 µgの混合液（B）を混ぜ合わ

せ、5分間室温にてインキュベートした。培地を 10% FBS、100 units/mL ペニシ

リンおよび 100 μg/mL ストレプトマイシン入りの DMEM（4.5 g/L Glucose）2 mL

に置換した Plat E細胞に Aと Bの混合液を添加し、37°C CO2インキュベーター

にて培養した。48時間後、培養上清を回収し、0.22 µmφ フィルター（Millipore 社）

を通し、前日に 6 cm dishにまいておいた IMSMP1、4PB、8PAの培養上清と置

換した。48時間後、10 cm dishに継代し、細胞が 80-90%コンフルエントまで増

えた時点で、FACSAria（BD 社）により GFP陽性画分をソートした。 

 

ウエスタンブロッティング  

	
 培養中の細胞をPBSで2回洗浄した後、PBSを添加し氷上にてセルスクレーパ

ーで回収し1,000 rpmで3分間遠心にて細胞を沈殿させた後、上清を捨ててTriton 
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lysis buffer（50 mM tris (pH7.5)、150 mM NaCl、1 mM EDTA、1% Triton X-100、

200 µM AEBSF、10 µM leupeptin、1 µM pepstatin A、1 µM DTT）を加え、ピペッ

ティングをし、4°Cで30分間ローテーションして溶解した。その後、4°Cに冷却

した遠心機にて12,000 rpmで10分間遠心し、上清を回収した。上清の2 µLを158 

µLの蒸留水で希釈し、Protein assay reagent（Bio-Rad 社、Hercules、CA、USA）

40 µLと混合し、MODEL 680 microplate reader（Bio-Rad 社）にて525nm波長の吸

光度の検出を行い、タンパク質の濃度を算出した。上清に蒸留水と4×SDS sample 

buffer（0.25 M Tris-HCl (pH 6.8)、40% glycerol、8% SDS、20% βME、0.2% BPB）

を加えて1 µg/µLに揃え、95°Cで5分間煮沸し、氷上で10分間静置することで、ウ

エスタンブロッティング用の試料を得た。また、培養上清は70-80%コンフルエ

ントまで培養した細胞の培地をEMEM（100 units/mL ペニシリンおよび100 

μg/mL ストレプトマイシン）に置換してさらに2日間培養した後、500 µLを回収

し、amicon ultra-0.5 centrifugal filter devicesの10K devices（Millipore 社）を利用し

て約10 kDa以上のタンパク質を濃縮し、4×SDS sample bufferを加えて、95°Cで5

分間煮沸し、氷上で10分間静置することで、ウエスタンブロッティング用の試

料とした。	
 SDS-PAGEゲル電気泳動は、10% acrylamide: bis Separating gelを用

い、各ウェルに10 µgの全細胞可溶化試料もしくは10µLの培養上清試料を注入し、
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SDS-PAGE electrode buffer（25 mM Tris、0.2 M Glycine、0.1% SDS）にて定電流

20-40 mAで行った。ブロッティングにはセミドライ方式を用い、あらかじめメ

タノール、続いてTransfer buffer（50 mM Tris、40 mM Glycine、20% メタノール、

0.1% SDS）に浸したPVDF膜へトランスブロットSDセル（Bio-Rad社）にて定電

流110 mAで60分間ブロッティングした。次にPVDF膜を3%スキムミルク/PBS-T

に浸してブロッキングを行った。PBS-Tで一度洗浄し、一次抗体は	
 Can Get 

immunoreaction enhancer solution（TOYOBO 社）のSolution 1を用いて1: 1000に希

釈し、4°Cで一晩反応させた。PBS-Tで3回洗浄した後、二次抗体としてそれぞれ

の動物種のHRP標識抗体を、同じくCanGet SignalのSolution 2で1: 1000に希釈し

て加え、室温で1時間反応させた。再度PBS-Tで3回洗浄した後、ECL™ Western 

Blotting Detection Reagent（GE Healthcare 社、Buckinghamshire、England）もしく

はAmersham Hyperfilm™ ECL（GE Healthcare 社）と反応させ、LAS-4000 mini

（GE Healthcare 社）にて検出を行った。 

 

増殖、血清飢餓アッセイ  

	
 生細胞の密度の測定には、CellTiter96 Aqueous One Solution Cell Proliferation 

Assay (Promega 社)を用い、MODEL 680 microplate readerにて 490 nm波長の検
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出を行った。培養中の細胞株を PBSにより一回洗浄し、0.025%トリプシン/ EDTA 

溶液により剥離させた後、10% FBS添加培地にてトリプシンの反応を停止させ、

5.0×103個/ mLおよび 2.0×104個/ mLに細胞数を調製した。増殖アッセイに関し

ては 5.0×102個/ 100 µL/ wellで 96-well plateにまき、直後に 0時間として測定を

行い、37°C CO2インキュベーターにて培養した。その後、24、72、120時間後に

測定を行った。血清飢餓培養に関しては 2.0×103個/ 100 µL/ wellで 96-well plate

にまき、直後に 0時間として測定を行い、37°C CO2インキュベーターにて培養

した。12時間後、培地を 0.2% FBS添加培地 100 µLに置換した。さらに 12、60、

108 時間後にも測定を行った。各時点での測定には培地のみの well も用意し、

全て 3 wellずつの測定値の平均値を結果として用いた。 

 

統計学的解析  

	
 実験的肺転移における転移能の解析には、Mann-Whitney U test を用いた。

qRT-PCRによる mRNA発現量の解析には、ΔΔCt法により得られた値の log2比

を用いて One-sample t-testを行った。その他の解析には、Student’s t-testを用いた。

全ての解析において p < 0.05の場合、有意差ありと判定した。 
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結果  

繰り返し転移細胞株の転移能、細胞特性の解析  

	
 独立した 4回、8回転移株である 4PA、4PB、8PA、8PBの転移能が、親株と

比較して亢進しているかどうかを検討するために、それぞれの細胞をヌードマ

ウスの尾静脈に 2.0×105細胞移植し、3 週間後に解剖および肺に形成された転移

巣の数を測定した（図 4）。肺表面に形成された転移巣の数は、4PA（n=6、肺転

移数 156、107、99、44、23、3個）、4PB（n=6、肺転移数 109、60、53、41、36、

25個）および 8PA（n=6、肺転移数 356、313、179、174、13、6個）において、

親株（n=6、肺転移数 37、23、8、6、2、0 個）と比較して有意に上昇していた

（それぞれ p = 0.045、0.010、0.045）。8PB（n=6、肺転移数 337、103、39、15、

5、1 個）においては有意差を認めなかったが、転移巣数が上昇しているという

傾向が見られた（p = 0.262）。したがって、繰り返し転移株では転移能が亢進し

ていることが示された。さらに、転移能の亢進した 8PA の細胞の組織学的形質

が、親株から変化しているかどうかについて調べるため、IMSMP1 および 8PA

をヌードマウスの皮下に注射し、形成された腫瘍の組織像を観察した（図 5）。

IMSMP1 は腺管構造を維持し、核異型度の低い高分化型の病理像を示している

一方、8PA は核異型度の高い低分化型の病理像を示し、組織学的に悪性度が高
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いことが示された。 

	
 本研究で用いる実験的肺転移系は、がん細胞をマウスの尾静脈に直接注入し、

肺に転移巣を形成させているため、転移の多段階過程における血管内浸潤後、

つまり血中移動、血管内皮への接着、血管外遊走、転移巣形成の段階を反映し

ていると考えられる。そこで、繰り返し転移株の転移能亢進が、転移のどの段

階に関わっているかを調べるために、in vitroでの検討を行った。まず、繰り返

し転移株の増殖能が亢進しているかどうかを調べるため、軟寒天コロニーフォ

ーメーションアッセイを行った（図 6A）。0.33% Noble agar入りの培地で 1.0×104

を 15 日間培養し、顕微鏡で形成されたコロニー数をカウントしたところ、4PA

では 168 ± 97個、8PAでは 100 ± 34個、8PBでは 389 ± 154個となり、親株の 57 

± 15個と比較し、有意に強いコロニー形成能を示した（それぞれ p = 0.036、0.033、

0.001）。さらに、8PBは 4PBの 141 ± 113個との比較においても、コロニー形成

能の亢進を示した（p = 0.020）。次に、繰り返し転移株の遊走能が上昇している

かどうかを調べるために、創傷治癒アッセイを行った（図 6B）。80%-90% 

confluenceまで単層培養した細胞にピペットチップの先端で傷をつけ、その間隙

の閉じる速度を測定した。結果、親株が 0.55 ± 0.12 µm/分であるのに対し、4PA

では 0.53 ± 0.23 µm/分、4PBでは 0.47 ± 0.25 µm/分、8PAでは 0.46 ± 0.20 µm/分、
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8PBでは 0.62 ± 0.23 µm/分となり、統計学的有意差は認められなかった（そ 

ぞれ p = 0.918、0.470、0.374、0.450）。以上の結果より、IMSMP1の繰り返し転

移株は、実験的肺転移により悪性度が増し、転移能が亢進していることが示さ

れた。また繰り返し転移株の転移能亢進に寄与する細胞特性の１つとして、足

場非依存的増殖の増強やアノイキス回避能の亢進が関わることが示唆された。 

 

高転移細胞株およびその親株の遺伝子発現プロファイルの比較による、新

規転移関連遺伝子の探索  

	
 高転移能を示す繰り返し転移株と親株の遺伝子発現プロファイルとを比較す

ることにより、転移に関わる新規遺伝子を同定するため、これらの細胞株から

抽出した mRNAを用いてマイクロアレイ解析を行った。遺伝子発現データは標

準化を行い、転移促進候補遺伝子の探索のため、1）4PA、4PB、8PA、8PBの発

現量がそれぞれ IMSMP1よりも大きく、2）8PAと 8PBの平均発現量が IMSMP1

の 10倍以上であり、3）8PAと 8PBの平均シグナル強度が 1、000以上であると

いう条件により、遺伝子の絞り込みを行ったところ、228遺伝子が得られた（図

7A and B）。また、転移抑制候補遺伝子探索のため、1）4PA、4PB、8PA、8PB

の発現量がそれぞれ IMSMP1 よりも小さく、2）IMSMP1 に対する 8PA の値が
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下位 5%かつ IMSMP1に対する 8PBの値が下位 5%であり、3）IMSMP1の値が

1,000 以上であるという条件により絞り込みを行ったところ、311 遺伝子が得ら

れた。転移促進候補遺伝子である 228遺伝子には、既知の転移促進遺伝子（Cldn2、

Tnf）に加え、幹細胞マーカー遺伝子（Nes、Prom1、Cd44）、細胞周期進行を促

進する遺伝子（Ccna2、Ccnb1、Cdc6、Ccnb2）が含まれていた（表 3）。また、

これらの遺伝子発現についてリアルタイム RT-PCRにより定量を行ったところ、

Nes、Prom1、Cd44、Tnf の発現が、親株と比較して繰り返し転移株で有意に高

いという結果が得られた（図 7C）。マイクロアレイ解析およびその後のリアル

タイム RT-PCR により、繰り返し転移株で親株と比較して有意に発現が高い遺

伝子として、既知の転移促進遺伝子や幹細胞マーカー遺伝子が得られたことか

ら、このスクリーニング系が新規転移関連遺伝子の探索に適切であると考えら

れた。 

 

新規転移促進遺伝子の探索  

	
 繰り返し転移株で発現の高い 228候補遺伝子のうち、1）4PA< 8PAかつ 4PB< 

8PBで段階的な発現増加が見られ、2）まだ転移促進遺伝子としての報告のない

遺伝子であり、かつ 3）膜タンパク質や転写因子、キナーゼなどの抗体医薬や各
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種阻害剤による介入が可能と考えられる分子として、11 遺伝子を新規転移促進

候補遺伝子として同定した（図 7A、表 4）。これらの遺伝子の発現を調べるため

半定量的 RT-PCRを行ったところ Podnl1（Podocan-like 1）、Chrna1（Cholinergic 

receptor, nicotinic, alpha 1）、Aspm（Abnormal spindle homolog, microcephaly 

associated）、Arap3（ArfGAP with RhoGAP domain, ankyrin repeat and PH domain 3）

の発現が繰り返し転移株で高いという結果が得られた（図 8A）。さらにこの 4

遺伝子の発現を定量するためリアルタイム PCRを行ったところ、Podnl1の発現

が、親株と比較して平均値で 4PAは 10倍、8PAは 8倍と有意に高く（それぞれ

p = 0.0498、0.046）、また有意差は認めないものの 4PBでは 6倍、8PBでは 15倍

の高発現が見られた（それぞれ p = 0.075、0.062）（図 8B）。また、Chrna1の発

現は、親株と比較して平均値で 4PAは 17倍、4PBは 10倍、8PAは 19倍、8PB

は 40倍と有意に高かった（それぞれ p = 0.008、0.015、0.006、0.006）。Aspmお

よび Arap3に関しては、細胞株間に有意な発現の差は認められなかった。 

	
 次に、Podnl1および Chrna1が転移促進遺伝子としての機能をもつかどうかを

検討するため、レトロウイルスの系によりこれらの遺伝子を恒常的に発現する

細胞株を作成した（図 9A）。ここで、発現させる遺伝子はヒト由来の配列を用

い、細胞株は IMSMP1とし、IMSMP1/PODNL1-HAおよび IMSMP1/CHRNA1-HA
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と命名した。まず、IMSMP1/PODNL1-HA、IMSMP1/CHRNA1-HAおよび陰性コ

ントロールとして IMSMP1/vectorをヌードマウスの尾静脈に 2.0×105細胞それぞ

れ注射し、3週間後に解剖および肺に形成される転移巣の数を測定した（図 9B）。

結果、IMSMP1/vector（n=6、肺転移数 36、28、16、9、6、4 個）と比較し、

IMSMP1/CHRNA1-HA（n=6、肺転移数 49、49、27、17、15、10個）に転移能の

亢進は見られなかったが（p = 0.199）、IMSMP1/PODNL1-HA（n=6、肺転移数 136、

57、48、47、25、9個）においては有意に肺への転移能が亢進された（p = 0.045）。

さらに、これらの細胞を用いて軟寒天培地コロニーフォーメーションアッセイ

を行い、足場非依存的増殖能への影響を検討した。その結果、

IMSMP1/PODNL1-HA では 39 ± 12 個のコロニーが形成されたのに対し、

IMSMP1/vector では 67 ± 28 個であり有意な変化は認められなかったが（p = 

0.072）、IMSMP1/CHRNA1-HA細胞では 10 ± 3個のみしか形成されず、コントロ

ールと比較して有意なコロニー形成能低下が見られた（p = 0.010）（図 9C）。以

上の結果より、PODNL1 が転移能の促進に働くということが示唆された。

CHRNA1単独の発現はヌードマウスへの 4PB細胞の尾静脈注入による肺転移巣

数には影響を及ぼさなかったが、軟寒天培地中でのコロニー形成を抑制したこ

とから、in vitroでの細胞生存能を負に制御している可能性が考えられる。した
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がって、CHRNA1の転移促進能は明らかでなく、CHRNA1の発現上昇は、転移

とは関係のない遺伝子発現変化である可能性も考えられる。 

 

新規転移抑制遺伝子の探索  

	
 繰り返し転移株で発現の低い 311遺伝子のうち、1）4PA> 8PAかつ 4PB> 8PB

で段階的な発現減少が見られ、2）まだ転移抑制遺伝子として報告のない 11 遺

伝子を新規転移抑制候補遺伝子として同定した（図 7A、表 5）。これらの遺伝子

の発現を調べるため半定量的 RT-PCR を行ったところ Vldlr（Very low density 

lipoprotein receptor ） 、 Stc2 （ Stanniocalcin 2 ） 、 Chchd10

（Coiled-coil-helix-coiled-coil-helix domain containing 10）、Hspb2 (heat shock 27kDa 

protein 2)、Pvrl3（Poliovirus receptor-related 3）の発現が繰り返し転移株で低い

という結果が得られた（図 10A）。さらに、これらの 5遺伝子の発現を定量する

ためリアルタイム PCRを行ったところ、Vldlrの発現が、親株と比較して平均値

で 8PBは 0.06倍と有意に低く（p = 0.007）、また有意差は認めなかったものの

8PAでは 14%と発現の低い傾向が得られた（p = 0.061）（図 10B）。Stc2に関して

は、親株と比較して平均値で 4PAは 0.06倍、4PBは 0.05倍、8PAは 0.02倍、

8PBは 0.008倍と有意に低かった（それぞれ p = 0.004、0.007、0.007、0.005）。
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さらに、Chchd10に関しては平均値で 4PBは 0.54倍、8PAは 0.32倍、Pvrl3に

関しては 8PBで 0.52倍と、親株と比較して有意に発現が低かった（それぞれ p = 

0.034、0.042、0.022）。Hspb2 に関しては、細胞株間で発現の差は認められなか

った。 

	
 次に、Vldlr、Stc2、Chchd10および Pvrl3が転移抑制遺伝子としての機能を有

するかどうかを調べるために、これらの遺伝子を恒常的に発現する細胞株を作

成した（図 11A）。発現させる遺伝子はヒト由来の配列を用いた。また、STC2

に関しては、有意にその発現が低く、実験的肺転移において安定した転移能の

亢進が見られた 4PBに過剰発現させ、4PB/STC2-HAとした。一方で、VLDLR、

CHCHD10 および PVRL3 に関しては、有意に発現が低い 8PA に過剰発現させ、

それぞれ 8PA/VLDLR-HA、8PA/CHCHD10-HAおよび 8PA/PVRL3-HAとした。

まず、4PB/STC2-HAおよび陰性コントロールとして 4PB/vectorをヌードマウス

の尾静脈に 2.0×105細胞それぞれ注射し、3 週間後に解剖および肺に形成される

転移巣の数を測定した（図 11B）。その結果、4PB/STC2-HA（n=6、肺転移数 149、

50、21、6、4、3）では 4PB/vector（n=6、肺転移数 175、95、74、72、56、51）

と比較して有意に肺への転移巣形成が少なかった（p = 0.037）。さらに、これら

の細胞を用いて軟寒天培地コロニーフォーメーションアッセイを行い、足場非
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依存的増殖能への影響を検討した。その結果、4PB/vectorでは形成されたコロニ

ー数が 117 ± 76個であったのに対し、4PB/STC2-HAでは 36 ± 30個であり、有

意にコロニー形成能が低下した（図 11D）。一方で、実験的肺転移において、

8PA/VLDLR-HA（n=6、肺転移数 374、329、280、220、197、8）、8PA/CHCHD10-HA

（n=6、肺転移数 491、382、353、271、237、139）および 8PA/PVRL3-HA（n=6、

肺転移数 472、351、343、210、209、73）に関しては、ネガティブコントロール

の 8PA/vector（n=5、肺転移数 571、343、247、220、219）との間に有意な肺へ

の転移巣形成能の差は認められなかった（それぞれ p = 0.522、0.715、0.522）（図

11C）。また、軟寒天培地コロニーフォーメーションアッセイにおいても、形成

されたコロニー数は 8PA/VLDLR-HAでは 66 ± 27個、8PA/CHCHD10-HAでは

79 ± 23個、8PA/PVRL3-HAでは 43 ± 15個であり 8PA/vectorの 77 ± 31個との間

に、有意な差は認められなかった（それぞれ p = 0.467、0.561、0.084）（図 11E）。

以上の結果より、STC2が肺腺がん細胞の転移能の抑制に働くことが示された。 

 

STC2の機能解析  

	
 STC2 は、硬骨魚のカルシウム輸送調節因子として同定された STC

（Stanniocalcin）のホモログである STC1（Stanniocalcin 1）と 30%のアミノ酸相
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同性をもつ遺伝子であり、分泌型の糖タンパク質ホルモンである 34-36（図 12A）。

哺乳類においてはほとんどの組織で発現が見られる 37,38。しかしながら、STC2

の受容体は未だ同定されておらず、下流のシグナル経路に関しても報告が少な

い。一方で、最近の研究により STC2は小胞体に局在し、カルシウムイオンの細

胞内への流入抑制に細胞内で機能することも報告されている 39。そこでまず、

STC2 の 4PB への過剰発現により軟寒天培地中でのコロニー形成が抑制された

ことから、STC2 が自己分泌（autocrine）タンパク質として機能し、足場非依存

的増殖を抑制しているのかどうかを検討することとした。そこでまず、

4PB/STC2-HA が STC2-HA を細胞外へ分泌しているかどうか調べるため、

4PB/vectorおよび 4PB/STC1-HAの培養上清を濃縮し、抗 HA抗体を用いてウエ

スタンブロッティングを行ったところ、上清培地中の STC2-HAの存在が検出さ

れた（図 12B）。さらに、外因的に STC2 刺激を行うことで細胞のコロニー形成

能が抑制されるかどうかを検討するため、4PB/vectorおよび 4PB/STC2-HAの培

養上清により作成した軟寒天培地に 4PB 細胞を埋め込み、軟寒天コロニーフォ

ーメーションアッセイを行った（図 12C）。その結果、4PB/vector の培養上清を

用いた場合で 116 ± 39個のコロニーが形成されたのに対し、4PB/STC2-HAの培
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養上清を用いた場合では 114 ± 66個であり両者に差は見られず（p = 0.962）、外

因的な STC2刺激によるコロニー形成数への影響は、この実験条件では見られな

かった。以上の結果より、STC2は 4PBのコロニー形成能抑制において、自己分

泌タンパク質としての機能というよりはむしろ、細胞内で機能している可能性

が考えられる。ただし、今回の実験は 4PB/STC2-HAの培養上清を用いて作成し

た軟寒天を用いているが、分泌タンパク質の量や安定性は不明であり、さらに

継続的に STC2 を添加することによりコロニー形成能が抑制される可能性もあ

ると考えられる。 

	
 さらに STC2 の転移抑制因子としての機能を調べるため、4PB/vector および

4PB/STC2-HAを用いて増殖アッセイ、血清飢餓アッセイ、創傷治癒アッセイを

行った（図 13）。増殖アッセイおよび血清飢餓アッセイでの細胞数の測定は、

CellTiter 96 AQueous One Solution Cell Proliferation Assayを用い、MTSテトラゾ

リウム化合物が代謝活性のある生細胞の脱水素酵素活性により水溶性ホルマザ

ン産物へと変換され、培養液の吸光度が変化する仕組みを利用し、生細胞数の

指標として測定した。まず、増殖アッセイでは、5.0×102細胞を 96-well plate に

まき、0、24、72、120 時間後の吸光度を測定した。その結果、4PB/vector と

4PB/STC2-HAの増殖速度に差は見られなかった。また、血清飢餓アッセイでは、
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2.0×103細胞を 96-well plateに播種し、0時間を測定し、12時間後に培地を 0.2% 

FBS含有培地に置換し、さらに 24、72、120時間後の吸光度を測定した。結果、

4PB/vectorと 4PB/STC2-HAの吸光度に差は見られなかった。次に、創傷治癒ア

ッセイを行い、細胞遊走能について比較を行ったが、4PB/vectorでは 0.30 ± 0.19 

µmであるのに対し、4PB/STC2-HAでは 0.23 ± 0.22 µmであり、両細胞間に有意

差は認められなかった（p = 0.300）。以上の結果より、STC2は、二次元培養下に

おける増殖能や血清飢餓状態での増殖および細胞死、また細胞遊走能には直接

関与せず、足場非依存的増殖のみ抑制することから、多段階転移の過程におい

ては転移巣形成を抑制している可能性が考えられた。 

	
 そこで、さらに STC2の転移巣形成の段階への関与を検討するため、ヌードマ

ウスに 4PB/STC2-HAおよびコントロール細胞を皮下移植し、形成される腫瘍の

体積を 3 日ごとに 3 週間後まで計測し、生体内でのがん細胞増殖を抑制するか

どうかを調べた（図 14）。その結果、移植後 6 日目の計測では、4PB/STC2-HA

は 44.9 ± 12.0 mm3であり、4PB/vectorの 74.4 ± 25.9 mm3と比較して有意に腫瘍体

積が小さかった（p = 0.030）。さらに移植後 21 日目の段階においても、

4PB/STC2-HAは 366.9 ± 88.6 mm3であり、4PB/vectorの 493.7 ± 105.9 mm3と比較

して有意に腫瘍体積が小さかった（p = 0.048）。したがって、STC2は生体内での
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細胞増殖を抑制することが示され、細胞の造腫瘍能を抑制することが考えられ

る。 

	
 次に、がん細胞が血中を移動し、肺に定着する段階に STC2が関与するかどう

かを検討するため、4PB/STC2-HAおよび 4PB/vectorをヌードマウスの尾静脈に

注入し、1 時間後と 24 時間後に肺を摘出して肺に存在する細胞数をカウントし

た（図 15）。その結果、一視野当たりの細胞数の中央値が、1時間後では 4PB/vector

は 40個、4PB/STC2-HAは 35個、24時間後では 4PB/vectorは 7個、4PB/STC2-HA

は 6個であり、肺に存在する細胞数に有意な差は認められなかった（p = 0.65、p 

= 0.077）。したがって、多段階転移における血中移動や血管内定着への STC2の

関与は否定的であった。 

	
 以上の結果より、STC2は多段階転移における後半のステップを抑制しており、

そのメカニズムの 1つとして転移先臓器における造腫瘍能の抑制が推測される。 
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考察  

	
 本研究では、転移に関連する新規遺伝子の同定と機能解析を目的に、実験的

肺転移系を用いてマウス肺腺がん細胞株から高転移性の亜株を作成し、それら

の細胞株間の遺伝子発現パターンおよび転移能や細胞特性の比較を行った。前

述のように、繰り返し転移系により高転移性の亜株を作成し、転移のメカニズ

ムを解析するという手法は、これまでに Fidler のマウスメラノーマ細胞株 B16

に加え、ヒトメラノーマ細胞株 A375 やヒト乳がん細胞株 MDA-MB-231、ヒト

膀胱がん細胞株 KK-47 などの報告があるが 3,24,25,27、本研究では独自に樹立した

マウス肺腺がん細胞 IMSMP1 を用いたことで、肺腺がんにおける新規転移関連

遺伝子の同定を試みた。ヌードマウスへの尾静脈注入により形成された肺転移

巣から独立した 2系列の細胞株を作成した点、4回転移株および 8回転移株を用

い、マイクロアレイ解析により段階的な遺伝子変化を指標として遺伝子を抽出

している点で、以前の方法に改善を加えた。実際に幹細胞マーカーである Nes、

Cd44、Cd133 (Prom1)、ならびに既にがん転移を促進すると報告されている Tnf

および Cldn2 などの遺伝子が、転移促進候補遺伝子として抽出された遺伝子群

に含まれており、この実験系が転移関連遺伝子群の探索に相応しいものである

ことを示している。また、それぞれのがん種により転移先臓器特異性があるこ
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とが知られているが、肺腺がんの最も転移しやすい臓器は血行性転移による肺

（対側肺あるいは同側他葉）である（表 1）。このことから、本実験系は、肺が

んの血行性転移機構の解析に用いるのに有意義であると考えられる。しかしな

がら本実験系では、マウスの尾静脈に直接がん細胞を注入している点において

自然転移とは異なり、多段階転移おける血中移動以降を反映していることに注

意が必要である。また、宿主のマウスとして T 細胞機能が欠如した

BALB/cAJcl-nu/nu を用いているため、がん細胞の血中移動に対する免疫応答も

正常の状態とは異なる。さらに、肺の転移巣から培養に戻した細胞株を用いて

遺伝子発現解析を行っているため、線維芽細胞や正常肺組織の除外が可能であ

るという利点のある一方、細胞の遺伝子発現が生体内とは異なることが予想さ

れる。 

	
 マウス肺腺がん細胞株 IMSMP1から実験的肺転移系により作成した繰り返し

転移株は、親株と比較して肺表面への転移巣形成数が有意に上昇した（図 4）。

また、マウスへの 8PAの皮下移植により形成された腫瘍は、IMSMP1由来の腫

瘍と比較して核異型度が増し、腺管構造を失った低分化型の病理像を示した（図

5）。これらの結果から、繰り返し転移株は親株と比較して悪性度が増し、転移

能が亢進していることが示唆された。高転移細胞株が得られた過程の可能性と
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しては以下の２つが考えられる。第一は、IMSMP1が肺転移を繰り返すことに

より、集団としての細胞の転移能が増強されたという可能性である。第二は、

本来不均一な細胞集団である IMSMP1細胞株の中に転移能の異なる細胞が混在

しており、その中でより転移能の高い細胞のみが肺に転移巣を形成したという

可能性、つまり特定の細胞が選択を受けて高転移細胞株が得られたという可能

性である。しかし、親株 IMSMP1と 8PA細胞の実験的肺転移により形成された

肺の転移巣の比較を行ったところ、これらの腫瘍はいずれも未分化な病理像を

示し、組織学的に大きな差異は認められなかった（図 16）。この結果は、繰り返

し実験的肺転移によって細胞の悪性度が変化しなかったのではなく、IMSMP1

細胞株の中に高転移性で組織学的悪性度の高い腫瘍を形成し得る細胞が存在し

ており、一回目の実験的肺転移で既に組織学的悪性度の高い細胞が選択され、

二回目以後の尾静脈注入による転移性の変化については形態的には区別がつか

なかったと解釈できる。また、繰り返し転移株作成の過程では、IMSMP1（1.0×106 

細胞）をマウスの尾静脈に移植し、マウスが衰弱し解剖するまでに 27日要した

のに対し、4回転移株を樹立する際には 14日でマウスが衰弱した。このことか

ら繰り返し実験的肺転移により、細胞株の性質が段階的に変化したことが考え

られる。
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 さらに、繰り返し転移株の転移能亢進にどのような細胞特性の変化が関わっ

ているか調べたところ、軟寒天培地中におけるコロニー形成能の増強が見られ

た（図 6A）。軟寒天コロニーフォーメーションアッセイは、細胞の足場非依存

的かつ単細胞状態での生存能および増殖能を反映していると考えられる。した

がって、繰り返し転移株では、血中移動における生存能や、微小環境が整って

いない転移先臓器での生存能および増殖能が、親株と比較して高いことが推察

された。一方で、創傷治癒アッセイでは、親株と繰り返し転移株との間に細胞

遊走能の差は認められなかった（図 6B）。今回の実験的肺転移系は転移におけ

る血中移動以降の過程を検討しているため、この創傷治癒アッセイは、血管外

遊出から臓器内部への遊走能を検討していることに相当すると考えられる。繰

り返し転移株の転移能亢進に関与する細胞特性を明らかにするためには、血管

内皮細胞への接着能、血管外遊出能、血管形成能など他の要因に関しても検討

する必要がある。	
 

	
 培養中の IMSMP1、4PA、4PB、8PA、8PBより抽出した mRNAのマイクロア

レイ解析では、転移促進候補遺伝子として 228 遺伝子が抽出され、その中には

既知の転移促進遺伝子 Tnf や Cldn2 などに加え、幹細胞マーカーをコードする

Nes、Prom1 (Cd133)、Cd44が含まれていた（表 3）。Prom1 (Cd133)および Cd44
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は肺がんを含むさまざまながん種において、幹細胞性に関与し悪性度と相関し

ているということが報告されている 40,41。Nesは主に神経幹細胞に発現しており、

神経膠腫や髄芽腫、黒色腫、骨肉腫などのがん幹細胞マーカーとして用いられ

ている。また、Nesは非小細胞肺がんでは発現が低い傾向があるのに対し、神経

内分泌細胞がんである小細胞肺がんでは比較的高発現が認められるという報告

もあり 42、肺腺がんにおける Nesの機能解析も転移メカニズム解明への今後の課

題と考えられる。これらの遺伝子群については、今後、ヒト肺がんの原発巣、

転移巣における発現の変化を免疫組織染色などにより明らかにしていく予定で

ある。 

	
 以下、転移抑制候補遺伝子として得られた STC2について述べる。STC2は 302

アミノ酸から成り N 端側にシグナルペプチドをもち 43、翻訳後小胞体内へ取り

込まれると糖鎖付加修飾を受けて細胞外へ分泌される（図 12A）44。また、C端

側には金属との結合を担うヒスチジンクラスターを有する 43。STC2トランスジ

ェニックマウスは筋および骨が萎縮する表現型を示すことから、STC2は筋形成

および骨形成を抑制する機能があると考えられている 45,46。 

	
 STC2 は多くのがんで高発現が認められており、肝がん、食道扁平上皮がん、

胃がん、腎がんにおいては STC2の発現量と患者の生存率とが逆相関するという
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報告もあり、一般的にはがんおよびその悪性化を促す因子として考えられてい

る 47-50。一方で、乳がんにおける STC2の高発現は良好な予後と相関していると

いう報告 51 もあり、がん種により機能が異なることも考えられる。肺がんでの

STC2の高発現や予後との相関は未だ報告されていない。これまでの報告により、

STC2 は小胞体ストレスや低酸素ストレスにより、転写因子である PERK-ATF4

や HIF-1 により発現誘導され、アポトーシスを抑制することが報告されている

52,53。細胞内カルシウム濃度が上昇するとアポトーシスが誘導されることが知ら

れているが、STC2 は小胞体膜上に局在する STIM1 と結合することにより、容

量依存的なカルシウム流入（SOCE; Store-operated Ca2+ entry）を抑制し、アポト

ーシスを抑制している 39,54。また、STC2 を安定発現させた卵巣がん細胞株は自

身の浸潤能のみでなく、共培養した血管内皮細胞株 HUVEC の浸潤能を誘導す

ることが示され、血管新生への寄与が示唆されている 55。STC2のこれらの機能

はがんの悪性化の促進に関与していると考えられるが、乳がんおよび神経芽細

胞腫において細胞増殖を抑制するという報告もある 56,57。特に、乳がん細胞株で

は、エストロゲンもしくはレチノイン酸刺激により STC2の発現上昇が見られる

こと、また STC2の安定発現株では血清飢餓状態での生存率や細胞遊走能が低下

することが示されている。以上のことから、STC2は細胞種および刺激依存的に
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機能が異なるということが示唆される。 

	
 本研究では、STC2は肺腺がんにおいて、実験的肺転移能、軟寒天培地中での

コロニー形成能およびマウスへの皮下移植による腫瘍増殖能を抑制することが

示された（図 11B and D、図 14）。このことから、肺腺がんにおいて STC2は足

場非依存的増殖やアポトーシス抑制、造腫瘍性抑制に働くと考えられる。した

がって、STC2は多段階転移における転移巣形成の段階での生存および増殖の抑

制に働くことが示唆される。また、STC2が分泌タンパク質としてこれらの機能

を示しているのであれば、STC2ペプチドを注射することなどにより外因的に作

用させることにより転移を抑えることができる可能性がある。もしくは、STC2

が細胞内で機能しているのであれば、エストロゲンやレチノイン酸刺激などに

より発現を上昇させることで転移を抑制することができる可能性がある。 
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結論  

	
 本研究において、我々の研究室で独自に樹立したマウス肺腺がん細胞株

IMSMP1を用いて in vivo セレクションを行い、高転移性細胞株を樹立すること

ができた。またこの高転移性株とその親株の遺伝子発現プロファイル解析によ

り、新規転移促進候補遺伝子として 11遺伝子、新規転移抑制候補遺伝子として

11 遺伝子を同定した。また、それらの遺伝子の中で、PODNL1 が転移促進能、

STC2が転移抑性能を持つことを示した。今後、これらの分子の機能解析や臨床

検体における分子発現の意義を明らかにすることにより、がん転移の新規バイ

オマーカーもしくは治療薬の開発に貢献することが期待される。 
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