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研究成果の概要（和文）：緑色蛍光タンパク及び発光酵素遺伝子を導入した肺がんを含むヒトがん細胞株を作製し、SC
IDマウスの脳内に移植して脳腫瘍（脳転移）の継時的増大をモニタリングできるin vivoイメージングモデルを確立し
た。これらヒト肺がん細胞株は種々の血管新生関連因子を発現していたが、ヒトがん細胞株の脳への生着率と血管新生
関連因子産生量に相関がみられなかった。さらに、in vivoイメージングモデルにおいて、VEGFを高発現した高転移能
細胞株において抗VEGF抗体による治療を行ったが、脳腫瘍形成は抑制されなかった。以上より、脳転移形成はVEGFによ
る血管新生のみならず、種々の因子で制御されていることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We transfected eGFP and luciferase genes into human cancer cell lines, including 
lung cancer cells, and established in vivo imaging model of brain metastasis (brain tumor) with these 
cells by intracranial inoculation. These cancer cells produced various angiogenesis-related molecules, 
but there was no correlation between tumorigenecity in the brain and angiogenesis-related molecules. In 
the in vivo imaging model, anti-VEGF antibody did not inhibit tumor progression of VEGF-high producing 
cancer cells. These results suggest that brain metastasis may be regulated multiple factors in addition 
to VEGF-induced angiogenesis.

研究分野： 医歯薬学
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図 1. KM12SM における薬剤感受性 

図 2. 頭蓋内移植における発光強度変化 

１．研究開始当初の背景 
肺がんは悪性度が高く、多臓器転移を形成す
ることが治療の最大の障壁である。特に脳転
移は、神経症状により QOL 低下を来たす深
刻な状態であり、単発転移に対する定位能照
射が適応となる場合以外はそのコントロー
ルは極めて困難である。従って、肺がんの脳
転移に対する有効な治療法開発は急務の課
題である。我々の教室では、マウスの内頚動
脈より腫瘍細胞を接種することで再現性の
高い脳転移モデルを確立し、脳転移形成には
拡張血管形成が必須であり(Yano S et al, 
Cancer Res, 60: 4959, 2000)、治療標的とな
ることを報告してきた(Fidler IJ, Yano S, et 
al, Lancet Oncol, 3:53, 2002)。 
幹細胞は、自己複製能をもち、多分化能を持
つ細胞の総称である。幹細胞は骨髄以外にも
肝、神経、心筋、肺などにも存在することが
明らかになってきている。一方、がん幹細胞
は一部白血病細胞が造血系幹細胞の性格を
持ち高腫瘍性であることから提唱されてい
る概念であるが、神経膠芽腫や肝がん、大腸
がん、乳がんなどの固形がんに加え、肺がん
においてもその存在が報告されてきた。がん
幹細胞は造腫瘍性が高いため、腫瘍の発生の
みならず転移の起源となるという考え方も
ある。しかし、がん幹細胞の形質の保持には
原発臓器のニッチという微小環境が必須で
あることから、異なる微小環境に形成される
転移はがん幹細胞より分化の進んだ前駆細
胞が起源になるとの考え方もでき、我々はこ
のような metastasis initiating cells (MIC)が存
在すると仮説を立てた。 
がん幹細胞は抗がん剤抵抗性であり、正常幹
細胞と異なる表面マーカーも明らかではな
いため、特異的治療の開発が非常に困難であ
ることが予想されている。しかし、MIC が存
在しがん幹細胞と異なる形質を有していれ
ば MIC 特異的な治療戦略を立てることが出
来るため、本研究を着想するに至った。 
 
２．研究の目的 
肺がんにおいて脳転移は QOL を低下させ、
治療法開発が課題となっている。また、がん
幹細胞という概念が白血病細胞において提
唱され、転移においても起源と成り得るとい
う考え方がある。肺がんにおいてもその存在
が報告されていることから、がん幹細胞より
分化の進んだ転移の起源となる前駆細胞
(metastasis initiating cells：MIC)が存在すると
いう仮説を立てた。本研究では脳転移におけ
る MIC の存在を同定しがん幹細胞および正常
幹細胞との表現型の差異を明らかにする。さら
に、MIC が脳において転移巣を形成する際に必
須のニッチとの相互作用も明らかにし、治療標
的を特定することを目的としている。 
 
３．研究の方法 
（1）in vitro におけるヒトがん細胞株に対
する薬剤感受性の検討：分子標的薬による細

胞増殖抑制効果を MTT Assay にて確認した。 
（2）in vivo イメージングモデルの作製：ヒ
トがん細胞株 PC14PE6（肺がん）、KM12SM（大
腸がん）、LC319/bone2（肺がん）、NUGC4（胃
がん）に緑色蛍光タンパク（EGFP）及び発光
酵素（Luciferase）遺伝子を導入した。それ
ら細胞株を SCID マウスの頭蓋内に移植し、
継時的な発光強度変化をin vivo イメージン
グにより確認した。 
（3）各細胞株上清中における血管新生関連
因子の測定：ヒトがん細胞株 5株 PC-9（肺が
ん）、PC14PE6、KM12SM、LC319/bone2、NUGC4
について、血管新生関連因子の産生量を
ELISA により測定した。 
（4）in vivo における血管内皮増殖因子
（VEGF）阻害薬による治療効果の検討：
KM12SM/ELuc-EGFP を SCID マウス頭蓋内に移
植し、VEGF を阻害する薬剤（モノクローナル
中和抗体）を投与することで治療効果を検討
した。 
 
４．研究成果 
（1）in vitro におけるヒトがん細胞株に対
する薬剤感受性の検討：高転移性細胞株
KM12SM に対して Crizotinib、E7050 が増殖抑
制効果を示すことを明らかにした。 
 

 

 
（2）in vivo イメージングモデルの作製： 
EGFP 及び Luciferase 遺伝子を導入した
KM12SM/ELuc-EGFP を SCID マウス頭蓋内に移
植し、発光強度を in vivo イメージングで解
析した所、継時的に増大していることを確認
した。以上により、in vivo における治療実
験をイメージングで解析可能にした。 
 



Table 1. 各細胞株上清中における血管新生関連因子濃度 

図 3. in vivo における抗 VEGF 抗体の効果 

（3）各細胞株上清中における血管新生関連
因子産生量の測定：脳への生着率と血管新生
関連因子に相関はなかった。また、高転移能
を持つ細胞株で VEGF 濃度が比較的高いこと
を明らかにした。以上より、in vivo におい
て VEGF を阻害することにより治療効果を期
待できることが示唆された。 
 

 
（4）in vivo における血管内皮増殖因子
（VEGF）阻害薬による治療効果の検討：抗
VEGF モノクローナル抗体治療群では治療効
果が見られなかった。この結果より脳腫瘍及
び脳転移では、VEGF は治療標的となり難いこ
とが示唆された。 
 以上の結果から、MIC の同定という当初の
目的には至らなかったが、マウス頭蓋内移植
モデルにおいて、VEGF は治療標的の可能性が
低く、脳転移に対する治療標的を特定するた
めに今後さらに検討を進めていきたい。 
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細胞名 
bFGF 

(pg/ml) 

CXCL8/IL-8

(pg/ml) 

VEGF 

(pg/ml) 

Angiopoietin

-2(pg/ml) 

PC14PE6 19.6 70.6 1115.3 730.6 

KM12SM 159.9 ＜31.3 536.9 ＜46.9 

PC-9 32.2 40.0 273.9 ＜46.9 

LC319/bone2 971.9 ＜31.3 407.5 ＜46.9 

NUGC4 19.8 ＜31.3 43.0 ＜46.9 
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